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LISTA DE DEFINIGOES

Autoenxerto = Enxerto de tecido proveniente do préprio individuo

Enxerto Autélogo = Autoenxerto

Estenose = Estreitamento anormal de um vaso sanguineo ou outro 6rgao de estrutura
tubular

Homoenxerto = Enxerto de tecido proveniente de outro individuo da mesma espécie
Imunogenicidade = Reagao provocada por uma substancia que, ao entrar em contato
com determinadas células, induz um estado de sensitividade e/ou resposta imune
apos um determinado periodo e que reage com anticorpos e/ou células imune do
organismo in vivo ou in vitro

Regurgitagdo = Retorno de sangue por uma valvula incompetente

Trombo = Coagulo de sangue formado dentro do sistema circulatério de individuo vivo
Tromboembolia = Obstrugado de vaso provocada por um trombo que se desprendeu
de seu local original

Trombogenicidade = Tendéncia de um material, em contato com o sangue, produzir
um trombo

Xenoenxerto = Enxerto de tecido proveniente de outra espécie



LISTA DE ABREVIATURAS

FTIR = Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (Fourier
Transform Infrared Spectroscopy)

PBS = Solugao Tamponada de Fosfato (Phosphate Buffered Solution)

PVA = Poli (Alcool Vinilico)

p/p = Peso por peso

u.a. = Unidade arbitraria

XRD = Difracao de Raios X (X Ray Diffraction)

8 = Modo de Vibragdo Dobramento

v = Modo de Vibracao Estiramento
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RESUMO

Bioproteses de pericardio bovino e tecido porcino fixados com glutaraldeido tem sido
amplamente utilizadas desde a década de 70. Varios dos produtos disponiveis
atualmente no mercado foram desenvolvidos de maneira empirica, sendo os
mecanismos de processamento e degradag¢ao dos tecidos ainda ndo completamente
entendidos. O presente trabalho consistiu na analise e caracterizagdo de tecidos
porcino e bovino fixados com glutaraldeido utilizados na produgéo de bioproteses. As
estruturas e propriedades dos tecidos processados foram avaliadas por
Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de

Raios X (XRD) e Testes de Intumescimento.

Os resultados obtidos para cuspides porcinas nao reticuladas, reticuladas e
armazenadas por diferentes tempos apds a reticulagdo mostraram que o método
proposto promoveu a reticulagdo do colageno, alterando as caracteristicas estruturais
e comportamento de intumescimento quando comparados ao tecido nao reticulado. Os
resultados sugerem, ainda, que o armazenamento em solugdes de estocagem de
glutaraldeido continua a promover alteragdées nas cadeias de colageno, mesmo apos
finalizado o tempo necessario para que se considere o material reticulado. Além disso,
acredita-se que as cadeias de colageno sofrem alteragcdes de conformagao com o

tempo, tendendo a se conformar de maneira estereoquimicamente mais favoravel.

Os resultados obtidos para pericardio bovino nao reticulado, reticulado e armazenado
por diferentes tempos mostraram que o método proposto promoveu a reticulagdo do
colageno, alterando as caracteristicas estruturais € comportamento de intumescimento
quando comparados ao tecido ndo reticulado. Apesar de demonstrado que todas as
amostras citadas foram reticuladas, o intumescimento mostrou que ha alteracbes no
comportamento do tecido com o tempo de processamento. Essas alteragbes podem
ser atribuidas a alteragbes nas cadeias de colageno, buscando conformagdes de

maior estabilidade e de menor energia.

Os resultados obtidos para cuspides porcinas reticuladas com solugdes de
glutaraldeido de diferentes concentragdes mostraram que os métodos de reticulagao
propostos promoveram a fixagdo do colageno levando a estruturas moleculares com

algumas diferengas. Essas diferengas sugerem que as reagdes de reticulagdo dos
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grupos podem ter ocorrido preferencialmente por mecanismos diferentes. Apesar das
diferencgas estruturais, os comportamentos de intumescimento foram os mesmos apés
1 hora de imersao e ligeiramente diferentes apds 6 horas de imerséo. Os resultados
comprovam que houve reticulagdo de todas as amostras, independente da

concentracao do agente reticulante utilizado.
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ABSTRACT

Bioprosthesis made of bovine pericardium and porcine tissue fixed with glutaraldehyde
have been used since the 70’s. Many of currently marketed products were empirically
developed and, due to that, processing and degradation mechanisms are still not
completely understood. This work consisted of analyzing and characterizing
glutaraldehyde fixed porcine and bovine tissue, used in bioprosthesis manufacturing.
Processed tissue structure and properties were evaluated by Fourier Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD) and Swelling Test.

Results of fresh cusps, crosslinked and stored for different times after crosslinking have
showed that proposed method led to collagen crosslinking, changing structural
characteristics and swelling behavior when compared to fresh tissue. Results suggest
that the storage in glutaraldehyde solutions continues leading to changes in collagen
chains, even after the time needed for considering tissue crosslinked. Besides that, it is
believed that collagen chains undergo conformation changes with time, tending to

conform in a more favorable way.

Results of fresh bovine pericardium, crosslinked and stored for different times after
crosslinking have showed that proposed method led to collagen crosslinking, changing
structural characteristics and swelling behavior when compared to fresh tissue. Even
tough all samples crosslinking have been confirmed, swelling showed that there are
changes in tissue behaviour with processing time. These changes may be due to
collagen chains conformation changes, tending to conform in a more favorable way

and with less energy.

Results of porcine cusps crosslinked with different glutaraldehyde solution
concentrations have showed that proposed crosslinking methods led to collagen
fixation and slightly different molecular structures. These differences suggest that
groups crosslinking reactions may have been preferentially occurred by distinct
mechanisms. Despite structural differences, swelling behaviors were the same after 1
hour immersion and slightly different after 6 hours immersion. Results confirm samples

crosslinking, regardless crosslinking agent used.



1. INTRODUGAO

Estima-se que o mercado mundial para valvulas cardiacas bioldgicas seja de
aproximadamente US$1 bilhdo ao final do ano de 2010. Somente nos EUA, esse
mercado cresce cerca de 5% ao ano com o aumento da expectativa de vida da
populagdo. Para os fabricantes de valvulas cardiacas, esse é um mercado

extremamente atraente e a competigéo entre eles tem sido acirrada (VESELY, 2003).

No inicio do desenvolvimento desse tipo de produto, os pioneiros na fabricacdo de
valvulas apresentaram novos modelos, projetos inovadores e estabeleceram sua
reputagdo baseada nesses modelos. Nos ultimos anos, porém, os fabricantes tém
trabalhado, principalmente, na documentagao da durabilidade a longo prazo de seus
produtos e o aumento da mesma se tornou seu principal objetivo (ST JUDE MEDICAL,
1995).

Os mecanismos de processamento dos tecidos e degradagdo das biopréteses sao
complexos e, em alguns casos, ndo completamente entendidos. Varios desses
produtos foram desenvolvidos de forma empirica, quando o controle por 6rgaos
regulamentadores era menos eficiente. Por isso, a busca pelo conhecimento dos
processos e materiais utilizados na fabricagcdo dos mesmos torna-se extremamente
importante para suportar sua melhoria continua. Somente com o dominio das técnicas
de processamento atuais sera possivel desenvolver e implementar alteragdes e

melhorias em processos e produtos.

Esse trabalho consiste na analise e caracterizagao de tecidos porcino e bovino fixados
com glutaraldeido para o processo de produgdo de biopréteses. Serao avaliadas as
estruturas e propriedades dos tecidos processados conforme os procedimentos atuais,
bem como as alteragdes promovidas nas estruturas ao longo do processamento. Sera
avaliado, também, o efeito do armazenamento do tecido em glutaraldeido apos a

fixagdo do mesmo na estrutura e propriedades mecanicas do material.

O alcance dos objetivos deste trabalho auxiliard melhorias nos métodos de
processamento de material biolégico e fabricagdo de bioproteses na medida em que o
entendimento do statu quo permitira a comparagdo com a situacdo modificada. Além

disso, esse estudo auxiliara adequagdes no processo de montagem de biopréteses



caso sejam constatadas variagbes nas propriedades mecanicas e estruturais do

material biolégico armazenado apds a fixagao.



2. OBJETIVOS E RELEVANCIA

Este trabalho tem como principais objetivos:

e Caracterizar os tecidos de cuspides de valvulas adrticas porcinas e de pericardio
bovino com énfase na estrutura e capacidade de intumescimento ao longo das

etapas de seu processamento e fixagao.

e Analisar alteragbes estruturais de tecidos de cuspides de valvulas adrticas
porcinas e de pericardio bovino ao longo de diferentes tempos de fixagdo e

armazenamento em solugdes de glutaraldeido em diferentes concentragoes.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

31 Histérico das Cirurgias de Substituicdo de Valvulas Cardiacas

No final dos anos 40, pioneiros na area de cirurgia cardiaca iniciaram os
procedimentos de reparo de valvulas mitrais com tecido de pericardio. Porém, os
primeiros dispositivos prostéticos apresentaram graves alteragbes estruturais,
incluindo enrijecimento, fibrose, contragdo e perda de elasticidade (ST JUDE
MEDICAL, 1995).

O foco mudou para préteses mecanicas quando, em 1952, a primeira foi desenvolvida
e implantada por Charles Hufnagel. A Valvula de Esfera Hufnagel, mostrada na Figura
3.1, possuia um desenho de uma esfera em uma “gaiola” (“Ball-in-cage”) (ST JUDE
MEDICAL, 1995).

Figura 3.1 — Valvula de Esfera Hufnagel

Com o desenvolvimento de sistemas de circulagdo extra corporea nos anos 50, o
escopo das cirurgias de valvulas cardiacas pode ser ampliado, permitindo-se reverter
ou minimizar a deterioragdo nas fungdes cardiacas causadas por doengas de valvulas.
Nesse momento, as substituigdes de valvulas utilizando homoenxerto e valvulas
mecanicas na posigao aortica se tornaram possiveis (VON OPPELL e ZILLA, 2001).
Nos anos 60, as cirurgias de substituicdo de valvulas adrticas haviam se tornado mais

comuns.

Em 1960, a valvula de esfera Starr-Edwards, mostrada da Figura 3.2, foi utilizada pela
primeira vez. Apesar de possuir limitagdes de desempenho, ela se tornou a primeira
valvula prostética utilizada em larga escala e com sucesso (ST JUDE MEDICAL,
1995).



Figura 3.2 — Valvula de Esfera Starr-Edwards

Todos os modelos iniciais de valvulas mecanicas apresentaram alta incidéncia de
formacdo de trombos, eventos tromboembdlicos e, com excecdo da valvula Starr-
Edwards, problemas de integridade estrutural. Altos niveis de anticoagulantes foram
necessarios para reduzir a formacdo de trombos. Além disso, o desempenho
hemodinamico dessas valvulas era fraco (ST JUDE MEDICAL, 1995).

Apesar das limitacbes das primeiras valvulas mecéanicas, seu uso cresceu € outros
modelos de préteses, tais como valvulas de disco, valvulas de duas cuspides, valvulas
de oclusores planos, entre outras, passaram a ser usadas. A Figura 3.3 mostra a
Valvula Mecéanica HP Series da St. Jude Medical®. Pesquisadores e cirurgides
continuaram a buscar melhores resultados clinicos, menor trombogenicidade e
melhorias na hemodinamica e durabilidade. Com isso, houve uma grande evolugéo
com novos desenhos de valvulas mecanicas e a utilizacdo de materiais mais
resistentes e menos trombogénicos (ST JUDE MEDICAL, 1995).

Figura 3.3 — Valvula Mecanica HP Series St. Jude Medical®



Paralelamente ao desenvolvimento das valvulas mecanicas ocorreu o0
desenvolvimento das biopréteses. Essas proteses podem ser desenvolvidas com
valvulas naturais ou fabricadas com tecidos biologicos (ST JUDE MEDICAL, 1995).

As bioproteses de valvulas naturais podem ser classificadas pela origem do tecido da
valvula:

e auto-enxerto ou autdloga;

e homoenxerto;

e xenoenxerto.

A dificuldade de se obter valvulas naturais e as complica¢des decorrentes de seu uso,
tais como infecgbes, levaram os pesquisadores a desenvolver técnicas que
permitissem o uso de tecidos biolégicos. O implante de tecidos frescos (ndo-fixados)
leva a ataques inflamatérios e digestao parcial do tecido (Levy et al, 1983 e 1986 apud
GOLOMB et al, 1987), portanto, técnicas que promovam a estabilizagdo do tecido por
meio da introdug¢ao de ligagbes cruzadas no material biolégico (processo de fixagdo)
com o objetivo de reduzir a imunogenicidade e prevenir a rejeicao e falha das préteses
(HUMAN e ZILLA, 2001) tornam-se necessarias. Elas podem ser divididas em
tratamentos fisicos, como irradiacao ultravioleta (Weadock 1995 apud YUNORI et al,
2003), e tratamentos com agentes quimicos, entre eles, o glutaraldeido (WOODROOF,
1978; NIMNI, 2001).

O uso bem sucedido de tecido de origem animal na substituicdo de valvulas humanas
depende da possibilidade de se preservar adequadamente esses tecidos (NIMNI,
2001). No inicio de seu desenvolvimento, valvulas bioldgicas falharam devido a
processos inadequados de fixacdo de tecidos. O formaldeido, o produto mais utilizado
para a preservacéo de tecidos, foi utilizado, mas, levou a falha das préteses pelo fato
de as ligagdes cruzadas introduzidas na rede de colageno serem instaveis e
reversiveis (BUCH, 1970; LITWAK et al, 1972; WOODROOF, 1978). Por esse motivo,
0 uso de formaldeido para o processamento de valvulas biolégicas é recomendado

somente para a manutencao da esterilidade apods a estabilizacao preliminar do tecido.

O uso de glutaraldeido para a fixagdo de tecidos bioldgicos se iniciou no final dos anos

60 (NIMNI, 2001). Observou-se que esse reagente € capaz de introduzir ligagbes



cruzadas na rede de colageno, sendo essas ligagbes estaveis quimica e termicamente
(NIMNI, 1988).

O desenvolvimento de um método eficaz de estabilizagdo do tecido biolégico levou ao
desenvolvimento de préteses de pericardio bovino e tecido porcino, que passaram a
ser utilizadas em larga escala a partir da década de 70. A Figura 3.4 mostra a Valvula
Porcina SJM Biocor®, que utiliza tecido de cuspides porcinas e pericardio bovino
reticulados com solugéo de glutaraldeido.

Figura 3.4 — Valvula Porcina SUM Biocor®

A histéria da cirurgia de substituicdo de valvulas cardiacas continua em franca
evolugéo. Os atuais modelos de valvulas cardiacas sao o resultado dos esforgos de
inUmeros pesquisadores, engenheiros e cirurgides que, alternando sucessos e

insucessos, vém trabalhando para a melhoria desses dispositivos.

As valvulas mecéanicas atuais apresentam excelente desempenho hemodindmico e
durabilidade, mas, ainda ha problemas de tromboembolismo e hemorragias ligadas a
tratamentos anticoagulantes (MYKEN et al, 2000). Inimeros estudos vém sendo
desenvolvidos com o objetivo de melhorar o projeto destes dispositivos visando, com
isso, uma melhoria no perfil do fluxo sanglineo e a consequente diminuigdo de
problemas trombogénicos. Uma vantagem das valvulas mecanicas é o fato de elas
ndo apresentarem degradacdo, como acontece com as valvulas biolégicas (ST JUDE
MEDICAL, 1995).

As valvulas biologicas, ao contrario das mecéanicas, normalmente ndo sao
trombogénicas. Isso representa uma enorme vantagem em relagdo as valvulas
mecanicas, uma vez que o paciente ndo precisa ser submetido a terapias de longo

prazo com administracdo de anticoagulantes. Mas, essas valvulas podem falhar



devido a calcificagdo e degradacédo do tecido. A degradacédo e falha de valvulas
biolégicas, quando ocorrem, s&o graduais, permitindo que uma nova cirurgia de
substituicao seja realizada, mas, a re-operagao sera invariavelmente necessaria em 10
a 15 anos ap6s o implante. (MYKEN et al, 2000).

3.2 Fixagao de Tecido Biolégico
3.2.1 Estrutura e Propriedades do Colageno

O colageno é uma familia de proteinas multifuncionais com caracteristicas estruturais
Unicas. E a proteina mais abundante do corpo e suas fungdes variam desde fungdes
biomecanicas cruciais em ossos, pele, tenddes e ligamentos ao controle de
expressdes genéticas celulares em desenvolvimento (SHU-TUNG LI, 2000). Assim
como todas as proteinas, as moléculas de colageno sdo formadas in vivo por reagbes
de polimerizacao enzimaticas entre grupos amina e carboxil de aminoacidos, onde o R
€ um grupo lateral de um residuo de aminoacido, conforme representado na Figura 3.5
(ST JUDE MEDICAL, 1995).

Qi H
(—C—N—(.li— )n
R
Figura 3.5 — Molécula de Colageno (ST JUDE MEDICAL, 1995)

O aminoacido mais simples é a glicina (Gli) (R=H), para a qual uma hipotética
organizagao linear de moléculas de poliglicina pode se formar e ser estabilizada por

ligagdes de hidrogénio intermoleculares (Figura 3.6).
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Figura 3.6 — Molécula de Poliglicina (ST JUDE MEDICAL, 1995)

Porém, quando R €& um grupo maior, que € o acontece com a maioria dos
aminodcidos, restrigbes estereoquimicas normalmente forgam a cadeia polipeptidica a
se adaptar em uma conformagdo mais favoravel. Isso acontece pela rotacdo dos
volumosos grupos R com o objetivo de se afastar das interagdes mais povoadas,
formando uma hélice com os grupos R voltados para sua superficie externa (Figura
3.7). Ligagdes de hidrogénio podem se formar dentro da hélice entre o hidrogénio que
esta ligado ao nitrogénio de um residuo de aminoacido e o oxigénio ligado a outro
residuo de aminoacido. Entdo, a conformacdo final de uma proteina, que esta
diretamente relacionada a sua funcdo, é ditada primeiramente pela seqiiéncia de

aminodacidos da proteina em questao.

//

Ligacoes de
Hidrogénio

LT,

Figura 3.7 — Arranjo em Hélice de uma Cadeia Protéica
(Adaptado de ST JUDE MEDICAL, 1995)
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Dentro os varios tipos de colageno existentes, o tipo | € o mais abundante e o principal
constituinte de ossos, pele, ligamentos, tenddes. E essa a principal proteina estrutural

de valvulas cardiacas biolégicas porcina e de pericardio.

O colageno tipo | € uma proteina fibrosa constituida de trés moléculas longas que se
envolvem de forma a formar uma tripla hélice (Figura 3.8). Essa estrutura de tripla
hélice permite que esse colageno seja, ao mesmo tempo, extremamente forte e
flexivel.

ic) Moléculas de
calageno (hélices triplag)

(b Fibrilas
de colageno

(a) Fibras de
calageno

(d) Cadeias o

Figura 3.8 — Estrutura Tripla Hélice do Colageno
(Adaptado de ST JUDE MEDICAL, 1995)

O colageno nao existe em forma de moléculas isoladas no espago extracelular no
corpo. Ao invés disso, as moléculas de colageno se agregam em fibrilas. O diametro
dessas fibrilas podem variar de acordo com o tecido e sua idade e seu comprimento &
indeterminado (SHU-TUNG LI, 2000). (Figura 3.9)
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Fibrila

Figura 3.9 — Organizagao de Fibrilas de Colageno em Fibras
(Adaptado de ST JUDE MEDICAL, 1995)

3.2.2 Fixacao de Tecidos

Valvulas bioldgicas precisam ser “fixadas” antes de serem implantadas de maneira a
prevenir rejeicdo e degradacao da prétese valvar pelo corpo. A fixagdo de uma valvula
biolégica afeta ndo s6 a preservagao do tecido, mas, também, uma série de outros
fatores que podem levar ao sucesso ou insucesso da valvula, entre eles a calcificacao,

que sera abordada no item 3.2.4 desse documento.

A tendéncia natural do colageno é retornar a aminoacidos. Células vivas
constantemente estdo produzindo novo colageno, mas, em células mortas, isso nao
acontece. O processo de fixagdo de tecidos consiste na introdugdo de ligagbes
cruzadas que permitem a manutengao da estrutura de colageno do tecido mesmo que
ligagbes existentes no tecido ndo reticulado se rompam (Figura 3.10) (BOWES e
CATER, 1965).
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Figura 3.10 — Preservagéo de Tecido por Introdugéo de Ligagdes Cruzadas
(Adaptado de BOWES e CATER, 1965)

A macromolécula de colageno, mostrada na Figura 3.10 (a), possui poucas ligagdes
cruzadas intramoleculares que estabilizam a macromolécula e o numero de ligagdes
cruzadas intermoleculares também ¢é baixo. A digestdo e quebra das ligagdes
peptidicas leva rapidamente a degradacao da estrutura molecular, mostrado na Figura
3.10 (c). No tecido fixado, Figura 3.10 (d), a introdugdo de ligagdes cruzadas pelo
processo de reticulagao estabilizou a estrutura, retardando a degradagéo, conforme

mostrado na Figura 3.10 (f).

Diversos agentes quimicos séo utilizados para promover a fixagdo de tecidos, entre
eles formaldeido, glutaraldeido e triglicidilamina (TGA). Biopréteses fabricadas com
tecido porcino ou pericardio bovino fixados com glutaraldeido vém sido utilizadas ha
mais de 30 anos (WOODROOF, 1979). Apesar disso, pesquisas vém sendo feitas
para o desenvolvimento de métodos de fixacao alternativos ao glutaraldeido, pois seu

uso tem sido relacionado a calcificagdo de cuspides, além do fato de esse agente ser
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téxico (CONNOLY et al, 2005). Apesar disso, bioproteses fixadas com glutaraldeido
ainda sdo utilizadas em mais de 40% dos procedimentos de substituicdo de valvulas

cardiacas em todo mundo (NIMNI, 2001).

3.2.3 Mecanismo de Fixacdo de Tecidos com Glutaraldeido e

Formaldeido

Formaldeido (HCHO) e glutaraldeido (HCO-(CH;);-CHO) sao aldeidos e contém o
grupo funcional carbonila (C=0). Uma vez que o atomo de oxigénio da carbonila é
mais eletronegativo do que o atomo de carbono desse grupo, ele atrai elétrons do
carbono, adquirindo uma carga negativa parcial. O carbono, por sua vez, adquire uma
carga positiva parcial, se tornando deficiente em elétrons. (Figura 3.11) Formaldeido e
glutaraldeido reagem com moléculas com grupos hidroxila, amino e sulfidrila, que
possuem elétrons livres. (Figura 3.12) Uma das principais reag¢des de aldeidos envolve
a adigdo de um elemento quimico rico em elétrons (como o grupo amino de proteinas)

ao carbono com carga positiva parcial.

© CH,,
L]l) cl—{ Scn
C © ®
P _ CH CH
H H @O’// QQ}Cb
Formaldeido Glutaraldeido

Figura 3.11 — Moléculas de Formaldeido e Glutaraldeido
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Figura 3.12 — Reacgdes de Aldeidos com Grupos Hidroxila, Amino e Sulfidrila
(Adaptado de ST JUDE MEDICAL, 1995)
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A reacgao do formaldeido com proteinas esta resumidamente representada na Figura
3.13.

(A) | Proteina.—H + HCHO —— |Proteina-—— HCHOH

(B) | Proteina.— HCHOH + H —Proteina

|

Proteina CH, Proteina | + H,O

Figura 3.13 — Reacgao de Formaldeido com Proteinas (Adaptado de KIERNAN, 2000)

Em (A) ocorre a adi¢cdo de formaldeido a proteina, reagao que ocorre rapidamente. Em
(B), o formaldeido ligado se liga a outra proteina, formando uma ligacao cruzada de
metileno, também chamada de ponte de metileno. Estudos mostram que a ligagéo
mais freqliente que ocorre no processo de fixagao do colageno com formaldeido &
com o atomo de nitrogénio de grupos amino (Gustavson 1956 apud KIERNAN, 2000).
Uma importante caracteristica do processo de fixacdo com formaldeido é que, devido
ao pequeno tamanho da molécula, o formaldeido penetra rapidamente no tecido,
porém, a formagao das pontes de metileno ocorre lentamente e uma adequada fixagao
levara dias. Outra caracteristica importante € que as ligagbes cruzadas introduzidas
pela fixagdo com formaldeido s&o instaveis. Portanto, o formaldeido ndo deve ser
utilizado para a fixagdo de tecidos para bioproteses valvares (WOODROOF, 1978;
BUCH, 1970).

A fixagédo de tecidos com glutaraldeido ocorre por mecanismos diferentes. A molécula
de glutaraldeido, maior do que a de formaldeido penetra mais lentamente no tecido.
Porém, o glutaraldeido normalmente se rearranja de maneira a formar uma estrutura
permanente e introduz ligagbes cruzadas intramoleculares, intermoleculares e, até
mesmo, intrafibrilares que sdo estaveis e irreversiveis, conforme mostrado na Figura
3.14 (NIMNI, 2001).



15

(] G
G G G G G
G . G 6
G " . G G
G G G G 6 G G G
& 5 -6 g : 8 G ¢
068 ¢° 6 7 66 666
' G G - 6’ .
Gg 66 9%%° %7 6666600 6-6% 66
- G G I
r T T r * ]
----------- -.-\Jl.l.‘l.ll\.'\-lllil I-l.il'l"l-l\
; G
GGG ’G-G'G'G F.G.G-G-\G G,u-ﬁ-g
] . . O e
\'—‘-"_a\\\“\-c -\'n.\\l -;‘1. bl —1\ W oA oW G
1
-8 ,G'G 'G'G
WV R A CAR R VN
G G -6
I IG
e e R M S S N A
o G- G G
' I
‘_-("'I1".'1’."1\*l'.'\tl'll‘|"1"‘lt-‘r".r G
g6 666°
R ‘_.h\:\-. RN T
; .
g 6 G,
G. ' G,
G L G
G G. G,
6" 'G-G-G ¢ “'6-680 Eq a
. G G G &G G 9
6 G & . © s G
G

Figura 3.14 — Ligagdes Cruzadas Introduzidas por Glutaraldeido (NIMNI, 1988)
A Tabela 3.1 mostra um comparativo entre Formaldeido e Glutaraldeido como agentes

para fixacdo de tecidos.

Tabela 3.1 — Comparativo entre Formaldeido e Glutaraldeido

FORMALDEIDO GLUTARALDEIDO

e Ligacbes cruzadas se formam e Ligacdes cruzadas se formam

lentamente rapidamente
¢ Penetra rapidamente no tecido e Penetra lentamente no tecido
e Maioria das ligagbes cruzadas é e Maioria das ligagbes cruzadas é

reversivel irreversivel

e Eficiente para estabilizagdo da
e Eficiente para esterilizacdo de tecidos
estrutura de tecidos

Dentre os varios agentes de fixagdo estudados e utilizados, o glutaraldeido ainda é o
mais utilizado (NIMNI, 2001). Essa larga utilizagdo pode ser explicada devido a sua
disponibilidade comercial e baixo custo, além de alta reatividade (MIGNEAULT, 2004)

e maior eficiéncia na introdugédo de ligagdes cruzadas, quando comparado a outros
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aldeidos (BOWES e CATER, 1965). Apesar de ser largamente utilizado, a quimica do
glutaraldeido tem sido controversa e sua estrutura simples ndo é indicativa da sua

reatividade e da complexidade de seu comportamento em solugbes aquosas
(MIGNEAULT, 2004).

O glutaraldeido em solugbes aquosas forma uma complexa mistura de sua forma
monomeérica, jd mostrada na Figura 3.11, formas mono e dihidratadas, hemiacetais
ciclicos (monoméricos e poliméricos) e polimeros a,pB-insaturados. (WOODROOF,
1978; GOISSIS, 2006). A existéncia de todas essas espécies em equilibrio faz com
que, apesar de toda a literatura tratando de uso de glutaraldeido para preservacgéo de
tecidos, ainda ndo se tenha chegado a um consenso sobre as principais espécies
reativas e o mecanismo de reagao exato. Por isso, procedimentos de fixacao utilizando

glutaraldeido sédo largamente desenvolvidos empiricamente (MIGNEAULT, 2004).

3.2.4 Calcificagdo de Biopréteses Fixadas com Glutaraldeido

A calcificacdo € a principal causa de falhas estruturais de bioproteses (GOISSIS,
2006). Estudos mostram que aproximadamente 20-30% das biopréteses tornam-se
incompetentes em 10 anos e mais de 50% falham devido a degradacao do tecido em
até 12 anos apos o implante (Schoen e Levy, 1999 apud MERCURI et al, 2006).

A calcificacdo é o processo no qual sdo formados depodsitos de fosfatos de calcio e
outros minerais associados no tecido bioldgico. Esse processo € normalmente seguido
de estenose ou rompimento da cuspide com regurgitacdo, podendo levar a falha da
valvula (LEE et al, 1998). Os fatores determinantes para a calcificagdo de bioproteses
e outros biomateriais incluem fatores relacionados a metabolismo do individuo,
estrutura e quimica do implante e fatores mecanicos. Calcificagdo acelerada esta
associada a individuos jovens, fixagao com glutaraldeido e stress mecanico (SCHOEN
e LEVY, 2005).

O processo de calcificagcdo € um evento de multiplas etapas e possui caracteristicas
semelhantes as de formacgéo de tecido dsseo. Este possui duas fases importantes: a
nucleagao e a propagacao de cristais. A nucleagéo, evento critico deste processo, €
provavelmente originada pela reagdo do calcio plasmatico com fosfato organico

presente no tecido natural reticulado. A propagacéao do cristal depende essencialmente
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das concentragbes de calcio e fosfato disponiveis no tecido, associadas a presenca de

inibidores ou aceleradores.

Métodos para a redugédo de calcificagao de biopréteses fixadas com glutaraldeido vém
sendo propostos e utilizados. Entre eles, o enxague do tecido para remocdo do
glutaraldeido residual (NIMNI, 2000) e o tratamento com etanol, que mostrou-se
eficiente na redugéo de calcificagdo e atua pela alteragdo da estrutura do colageno
tipo | e remocao de lipidios (LEE, 1998 e VYAVAHARE, 2000).

3.3 Métodos de Analise de Tecido Biolégico

3.3.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A espectroscopia utiliza atualmente toda a extensdo do espectro de radiacao
eletromagnética, que vai desde os raios gama e raios X, passando pela luz
ultravioleta, visivel e infravermelha, até as microondas e ondas de radio. A interacao
da radiagao com a matéria pode levar a seu redirecionamento e/ou a transigdes entre

niveis de energia de atomos e moléculas (MANSUR, 2006).

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier monitora o espectro
da radiagédo eletromagnética apds passar por uma amostra. A energia da radiagédo é
variada na faixa desejada e a resposta é plotada em forma de espectro como uma
funcdo da energia de radiagéo ou freqiiéncia. A regido do Infravermelho no espectro
eletromagnético engloba radiagdes com nimeros de onda de 12.800cm™ a 10cm™,
podendo ser dividida em radiag&o do infravermelho préximo (12.800cm™ a 4.000cm™),
médio (4.000cm™ a 200cm™) ou distante (200cm™ a 10cm™) (MANSUR, 2006).

Estudos prévios utilizaram o FTIR para a caracterizagdo de tecidos biolégicos fixados
com glutaraldeido destinados a aplicagbes em bioproteses cardiacas. Uma vez que o
colageno tipo | é o principal constituinte do tecido de cuspides porcinas e pericardio
bovino, o espectro na regido de 1800-1000 cm™ foi examinado com o objetivo de
analisar as diferengas na conformagédo do colageno promovidas pelo tratamento com
glutaraldeido (VYAVAHARE et al, 1997; CONNOLLY et al, 2005).
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Conforme a literatura (Chittur 1998, Lu et al 1994 e Malmsten 1998 apud ANDRADE et
al, 2006 e 2007), o grupo peptidico, a unidade de repeticdo de proteinas, possui 9
bandas caracteristicas identificadas como amidas (A, B, I, Il, ... VII). As Amidas tipos |
e Il sdo as duas principais bandas do espectro FTIR de proteinas. A banda da Amida
tipo | varia de 1600 a 1700 cm™, conforme mostrado na Figura 3.15, em espectros
obtidos para proteinas. A banda da Amida tipo |l pode ser encontrada na faixa entre
1500 e 1600 cm™ e a banda da Amida tipo Ill, geralmente fraca no espectro FTIR,
pode ser encontrada na faixa entre 1250 e 1350 cm™ (VYAVAHARE et al, 1995;
ANDRADE et al, 2006 e 2007).
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Figura 3.15 — Espectro FTIR de Antigeno Herpesvirus Bovino BoHV-1 Purificado e
Caracterizado (Adaptado de ANDRADE et al, 2006)
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Figura 3.16 — Espectro FTIR de Cuspides Porcinas Fixadas com Glutaraldeido Pré-
Tratadas e Nao-Tratadas com Etanol (Adaptado de VYAVAHARE et al, 1997)

Trabalhos prévios (VYAVAHARE et al, 1995; Chittur, 1998, Lu et al, 1994 e Malmsten
1998 apud ANDRADE et al, 2006 e 2007) estudaram as bandas de Amida Tipo I, que
€ associada principalmente com a vibragéo de estiramento (strefching) da ligagéao C-O,
e Amida Tipo Il, que é resultado das vibragdes de deformagédo angular (bending) da

ligagdo N-H e de estiramento da ligagado C-N, conforme mostrado na Figura 3.16.

A reacgdo de reticulagdo quimica de colageno tipo | ocorre a partir do nitrogénio
nucleofilico do grupo amina (-NH,) que reage com o carbono do aldeido, o qual

desloca o oxigénio do aldeido e resulta na perda da molécula de agua formando a
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ligagdo C=N da imina, conforme mostrado na Figura 3.17. Essa reagao, a base de
Schiff, pode ser verificada pelas bandas 1630 e 1550cm™ associadas aos grupos C=N
e NH,, respectivamente (Costa e Mansur, 2008; Rokhade et al 2007; Wang et al 2004
apud COSTA-JUNIOR et al, 2008).

ﬁ N
|
/C\H + NH> —> /C\H + H,O

Aldeido Amina Imina

Figura 3.17 — Esquema de Reacgéo Base de Schiff

Uma analise quantitativa para comparagéo das intensidades observadas para bandas
em diferentes espectros pode ser feita obtendo-se os valores relativos de tais bandas.
Para tal, divide-se a absorbéncia dos picos analisados pela absorbancia de um pico
que nao sofrera alteracdo devido ao processo sendo investigado. COSTA-JUNIOR et
al, 2008, investigaram a variagdo da intensidade relativa da banda de imina para
amostras de quitosana nao reticuladas e reticuladas com glutaraldeido a diferentes
concentragdes, conforme mostrado na Figura 3.18. O trabalho mostrou o aumento da
intensidade relativa dessa banda com a exposi¢cdo ao glutaraldeido, comprovando a
reagdo do grupo amina da quitosana com o aldeido e, consequentemente, o aumento
do grau de reticulagdo do material (COSTA-JUNIOR et al, 2008)..
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Figura 3.18 — Evolugdo da Intensidade Relativa da Banda de Imina de Quitosana
Reticulada com Glutaraldeido (Adaptado de COSTA-JUNIOR et al, 2008)
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Outros picos importantes a serem examinados nos espectros FTIR sdo aqueles
relacionados a vibragdo de estiramento da ligagdo C-H de aldeidos, conforme
mostrado na Figura 3.19. Esses picos surgem na faixa de 2860 e 2730 cm™ e podem
ser utilizados para analisar a reagdo de fixagdo promovida pelo glutaraldeido
(ANDRADE et al, 2006 e 2007).

100 - Dupleto

fixac&o
0.9 glutaraldeido
= N (Si-O0-Si)
— 0.8 vCH, A\
[ J{ I\
=] S : X 4
— P A\
o) vOH ' r : | \
% 0.6 i .I'.E\ ‘i vC=0 | '....
O it ! | i *\\
S = » N i ‘! I! \:
£ 04 ‘ LA I WAL
Tl H ‘L_I L'.__.._ ._.‘JI | t I L "
2 03 \/ o ' _. y
&@ b [ SO (Si-CH-) |
< " T P AN F
. e L) v=1260- 1200 em™ i
0.1 1% 3/ la
\l‘l" l”",.l
0.0 !

4000 3000 2000 1500 1000 400
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Figura 3.19 — Espectro FTIR de Hibrido de PVA Modificado por Tiol e Fixado com
Glutaraldeido (Adaptado de ANDRADE et al, 2007)

Outro pico a ser avaliado nos espectros FTIR é pico encontrado a 1150cm™. O
glutaraldeido pode reagir com os grupos OH do colageno formando o acetal, conforme
mostrado na Figura 3.20. Essa reacao € evidenciada pelo aumento significativo da

banda associada ao grupo O-C-O, que aparece em 1150cm™.

\M
C OH

) T 0
NV |
(ACETAL)
OH OH OH Hy ) /H _ |
4+  SCCH G o > (| Hp,
i G
i U/ I \(_: OH 1
Colageno H 1

Figura 3.20 — Esquema de Reacgao de Formacéo de Acetal
(Adaptado de MANSUR et al, 2008)
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3.3.2 Testes in vitro: Intumescimento

O teste de intumescimento (swelling) € utilizado para avaliar a capacidade de um
material de preservar agua e consiste na imersdo da amostra em agua ou solugéo
tamponada seguida do calculo da “Taxa de intumescimento”, conforme mostrado a

seqguir:

_ ] W - W sendo w o peso final e
Taxa de intumescimento= _______ x 100 o
Wo W, 0 peso inicial da amostra

Estudos prévios utilizaram o teste de intumescimento em filmes e matrizes de
colageno para avaliar a densidade de ligagdes cruzadas (CHARULATHA e RAJARAM,
2003; MA et al, 2003; ROUSSEAU e GAGNIEU, 2002). Foi demonstrado que a
capacidade de intumescimento do material decresce com a introducao de ligagdes
cruzadas e, no caso de colageno fixado com glutaraldeido, a concentragao da solugao
nao afeta significativamente o comportamento da amostra, conforme mostrado na
Figura 3.21 (MA et al, 2003).

10 H
8 -
6 ~
4 -
2 o
0-

0.05
Cancentragao de Glutaraldeido (%)

Taxa de Intumescimento (1000%)

Figura 3.21 — Valores Médios de Taxa de Intumescimento de Matrizes
Colageno/Quitosana Fixadas com Glutaraldeido a Diferentes Concentragées
(Adaptado de MA et al, 2003)
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3.3.3 Difragao de Raios X (XRD)

Raios X s&o radiagdes eletromagnéticas de curto comprimento de onda produzidas
pela desaceleracdo de elétrons de alta energia ou pela transicdo eletrbnica
envolvendo elétrons nos orbitais internos dos atomos. A difragdo acontece quando um
feixe paralelo de radiacdo passa por uma fenda ou orificio e corresponde a mudanca
de direcdo de uma onda por centros de espalhamento cujos espagamentos sao
aproximadamente do mesmo tamanho do comprimento de onda da radiagao
eletromagnética. Considerando que os cristais apresentam um reticulado ordenado
com os espagamentos conhecidos como dng entre os planos de atomos (hkl), é
possivel a ocorréncia de difragdo nestes planos cristalinos desde que o comprimento
de onda da radiagdo seja da ordem de 0,1nm. Desta forma, & possivel a
caracterizagdo da estrutura cristalina de um material através da difragdo de raios X
(MANSUR, 2006).

O XRD ¢ uma técnica usada para identificar as fases cristalinas presentes em um
material pois cada sdlido cristalino tem seu padrdo unico de difragdo de raios X que
pode ser usado como uma “impressao digital” para sua identificagdo. A técnica
permite, ainda, a medida de propriedades estruturais dessas fases, tais como tamanho

do gréo e composigao da fase.

Estudos prévios utilizaram a XRD para a caracterizagdo de quitosana fixada com
glutaraldeido para possivel uso em aplicagdes biomédicas. A cristalinidade dos
materiais foi estimada pelo calculo da razdo entre as areas sob os halos (COSTA-
JUNIOR et al, 2009), conforme mostrado na Figura 3.22.
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=
Reducao
Cristalinidade

/ \_/ \\ \[a} Quitosana pura
/\' \ \ Quitosana fixada com
\ 7 glutaraldeido 1%

/ /\ /
N ("} Quitosana fixada com
- glutaraldeido 5%

1

Intensidade (a.u.)

5 60
Angulo 28 (Graus)

Figura 3.22 — Padrées de Difragdo de Raios X para Filmes de Quitosana Pura e
Fixada com Glutaraldeido
(Adaptado de COSTA-JUNIOR et al, 2009)

A difragdo de raios X também ja foi utilizada para avaliar a formagado de compésito

entre componentes inorganico e organico, conforme mostrado na Figura 3.23
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Figura 3.23 — Padrdes de Difracdo de Raios X para
Colageno, Hidroxiapatita e seu Compdsito
(Adaptado de SANTOS et al, 2008)

O padrdao mostrado na Figura 3.23(c) demonstra a interagdo na formagdo do
compésito de hidroxiapatita, a fase inorganica cristalina, e colageno, a fase orgéanica
amorfa. O padrao do compdsito apresenta halos com menor definigdo e com presenca
de fase amorfa, quando comparado ao padrdo de hidroxiapatita pura, padrao 3.23(b)
(SANTOS et al, 2008).

Outros estudos utilizaram a difragéo de raios X para caracterizar as microestruturas de
pericardio bovino fresco e fixado a diferentes concentragbes de glutaraldeido,
conforme mostrado na Figura 3.24. Na escala de 26, os picos de maiores intensidades
para as amostras testadas foram os picos em 7° entre 21° e 23° e em

aproximadamente 30°. Entretanto, somente no pico em torno de 7° é possivel perceber
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algumas mudangas significativas entre material fresco e os fixados. Foi observada
uma diminuicdo desse pico com o aumento da concentracdo de glutaraldeido,
atribuida ao aumento das ligagdes cruzadas e, consequentemente, da desorganizagéo

das moléculas de colageno (JARDIM et al, 2008).
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. Figura 3.24 — Padrdes de Difragao de Raios X para

Pericardio Bovino Fresco e Fixado com Glutaraldeido
(JARDIM et al, 2008)
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4, METODOLOGIA

Todas as amostras utilizadas neste trabalho foram analisadas na Escola de

Engenharia da Universidade Federal de Minas Gerais.

41 Processamento das Amostras

As principais etapas do processamento de tecidos porcino e de pericardio bovino

estdo mostradas no fluxograma a seguir.

Recehimento

Inspecéo

Rinsagem

Y

Selecéoe corte

Y
Fixacao
(Tanning)

b
Reducao carga
rmicrohiana

Armazenamento
{Banco tecido)

Figura 4.1 — Etapas de Processamento de Tecido
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Recebimento e Inspegédo

As cuspides porcinas e o pericardio bovino foram coletados e imediatamente lavados
com agua para remover vestigios de sangue. O material coletado foi armazenado,
transportado e recebido em Solugdo Salina com 0,2% de Alcool Benzilico, preparada
com Alcool Benzilico 99% da JT Baker.

Enxague

O material biolégico recebido foi enxaguado duas vezes em solugéo salina por um
periodo de 30 minutos por enxague.

Selegao e Corte

O tecido recebido foi inspecionado e quanto a homogeneicidade do tecido,
uniformidade, zonas gelatinosas, bolhas de fluido, depdsitos de calcificagéo, furos,
fenestracdes e descoloracoes.

Fixacédo

Os tecidos porcino e bovino foram imersos em solugédo de Glutaraldeido preparada a
partir de Glutaraldeido 25% p/p da Sigma-Aldrich. A concentragdo das solugbes de
reticulagao utilizadas, bem como o tempo de imerséo, variaram em cada experimento
e estdo especificadas na descricao de cada um deles.

Reducgao de Carga Microbiana

Os tecidos porcino e bovino foram imersos por 24 horas em solugdo de Formaldeido

10% p/p preparada a partir de Formaldeido 37% p/p da F. Maia.

Armazenamento

Os tecidos porcino e bovino removidos da redugdo de carga microbiana foram

enxaguados e armazenados em solugédo de Glutaraldeido 0,2% p/p preparada a partir
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de Glutaraldeido 25% p/p da Sigma-Aldrich. O tempo de armazenamento variou em

cada experimento e esta especificado na descrigcdo de cada um deles.

4.2 Preparagdao das Amostras

As amostras coletadas nas diversas etapas dos processos foram enxaguadas com
solugdo de Cloreto de Sdodio 0,9% p/p para a remogdo de toda a solugéo de
glutaraldeido. Apds o enxague, as amostras foram armazenadas em solugao fresca de

Cloreto de Sodio 0,9% p/p por, no maximo, 2 dias.

As amostras foram, entdo, secas em estufa a 30°C + 0,5°C com umidade de 30% por

4 horas.

4.3 Tabelas de Experimentos

As amostras para caracterizagdo foram coletadas nas Etapas de Fixagdo e

Armazenamento.

As amostras foram produzidas considerando-se 2 variaveis:
1. Tempo

2. Concentragao da solugao de glutaraldeido

As amostras foram coletadas conforme descrito nas Tabelas 4.1, 4.2 e 4.5.

4.3.1 Variavel Tempo

Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito do tempo de processamento em
amostras fixadas e armazenadas em solugdes de Glutaraldeido. Para o tecido porcino,
a solugéo de fixagao foi Glutaraldeido 0,4% p/p. Para o pericardio bovino, a solugdo de

fixagao foi Glutaraldeido 0,65% p/p.

As amostras da categoria “Nao Reticulado” n&o foram expostas a Solugdo de
Glutaraldeido. Apds serem coletadas, foram armazenadas em Solugcéo de Cloreto de

Sadio 0,9% p/p até o momento de seu processamento para teste.
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As amostras da categoria “Fixagdo” passaram por processo de fixagdo durante um
periodo de tempo de até 22 dias. Apds serem removidas de sua respectiva solugao de
fixagdo, foram armazenadas em Solugéo de Cloreto de Sodio 0,9% p/p até o momento

de seu processamento para teste.

As amostras da categoria “Armazenamento” passaram por processo de fixagdo e,
apos serem removidas de sua respectiva solugao de fixagao, foram armazenadas em
Solugao de Glutaraldeido 0,2% p/p pelo periodo de tempo indicado nas Tabelas 4.1 e
4.2. Para amostras armazenadas por periodos superiores a 180 dias, a solugdo de
armazenamento foi substituida por solugéo fresca de Glutaraldeido 0,2% p/p a cada 6
meses, aproximadamente. Apds esse periodo, as amostras foram armazenadas em

Solugao de Cloreto de Sédio 0,9% p/p e secas em estufa.

Os periodos de tempo de Fixagdo e Armazenamento foram escolhidos aleatoriamente.

As amostras das categorias “Fixacdo” e “Armazenamento” foram produzidas conforme

descrito nas Tabelas 4.1 e 4.2.

Tabela 4.1 — Tabela de Experimento: Variavel Tempo

Cuspides Porcinas

TEMPO DE PROCESSAMENTO FTIR INTUMESCIMENTO XRD
o 0 dias (n&o reticulado) 3 3 0
'L
g 2 dias 0 3 0
o 15 dias 3 3 3

16 dias 0 3 0
g 60 dias 0 3 0
'-'2-1 90 dias 3 3 3
% 180 dias 0 3 0
g 240 dias 0 3 0
= 360 dias 0 3 0
<
900 dias 3 3 3
TOTAL: | 9 amostras 30 amostras 9 amostras




31

Tabela 4.2 — Tabela de Experimento: Variavel Tempo

Pericardio Bovino

TEMPO DE PROCESSAMENTO INTUMESCIMENTO FTIR
0 dias (n&o reticulado) 3 3
- 5 dias 3 0
FIXACAO
15 dias 3 0
22 dias 3 0
ARMAZENAMENTO | 16 dias 3 3
TOTAL: 15 amostras 6 amostras

As amostras das categorias “Fixagdo” e “Armazenamento” foram identificadas

conforme descrito nas Tabelas 4.3 e 4.4.

Tabela 4.3 — Identificagdo de Amostras: Variavel Tempo

Cuspides Porcinas

TEMPO REAL DE IDENTIFICAGAO DAS
CATEGORIA PROCESSAMENTO AMOSTRAS
NAO RETICULADO 0 dias PF1
2 dias PT1
FIXACAO

15 dias PT2

16 dias PB1

60 dias PB2

90 dias PB3

ARMAZENAMENTO 180 dias PB4
240 dias PB5

360 dias PB6

900 dias PB7
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Tabela 4.4 — Identificagdo de Amostras: Variavel Tempo

Pericardio Bovino

TEMPO REAL DE

IDENTIFICAGAO DAS

PROCESSAMENTO AMOSTRAS
NAO RETICULADO 0 dias BF1
5 dias BT1
FIXACAO 15 dias BT2
22 dias BT3
ARMAZENAMENTO 16 dias BB1

4.3.2 Variavel Concentragao da Solugao de Glutaraldeido

Este experimento teve como objetivo avaliar o efeito da concentragdo da Solugéo de

Glutaraldeido utilizada para a fixagdo do material bioldgico.

Cuspides porcinas foram fixadas com solugbes de Glutaraldeido a 0,2%, 0,4% e

0,65% p/p por 26 dias, conforme mostrado na Tabela 4.5. O periodo de tempo de

Fixacdo foi escolhido aleatoriamente. Apos serem removidas de sua respectiva

solucdo de fixagdo, as amostras foram armazenadas em Solucao de Cloreto de Sodio

0,9% p/p por e secas em estufa.

Tabela 4.5 — Tabela de Experimento: Variavel Concentragao de Glutaraldeido

Cuspides Porcinas

CONCENTRAGAO DA
5 5 FTIR INTUMESCIMENTO
SOLUGAO DE FIXACAO
Glutaraldeido 0,2% 3 6
Glutaraldeido 0,4% 3 6
Glutaraldeido 0,65% 3 6
TOTAL: 9 amostras 18 amostras
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As amostras fixadas com as diferentes solu¢des de Glutaraldeido foram identificadas

conforme descrito na Tabela 4.6.

Tabela 4.6 — Identificagdo de Amostras: Variavel Concentragao

Cuspides Porcinas

SOLUGAO DE FIXAGAO IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS
GLUTARALDEIDO 0,2% PG02
GLUTARALDEIDO 0,4% PG04
GLUTARALDEIDO 0,65% PG065

4.4 Metodologias de Analise

As amostras coletadas foram analisadas conforme as metodologias apresentadas a

seqguir.

4.4.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

A Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier foi utilizada para
avaliar alteragbes de grupos quimicos do tecido causadas pelo processamento e
fixagdo. Os espectros FTIR foram obtidos na faixa entre 4000 e 650 cm™ (Perkin-
Elmer, Paragon, 1000) utilizando o Método de Reflectancia Total Atenuada (cristal
ZnSe, ATR-FTIR).

Foram observadas, principalmente, altera¢cdes nos picos das Amidas tipo | (1600 a
1700 cm™) e 1l (1500 a 1600 cm™) e no dupleto de fixagdo com glutaraldeido (2860 a
2730 cm™).

4.4.2 Testes in vitro: Intumescimento

Os testes de intumescimento analisaram a variagdo da capacidade dos tecidos

absorverem solugdo tamponada com o processo de fixagéo.
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Amostras de tecido porcino e pericardio bovino foram secas em estufa, pesadas e

colocadas em frascos, a temperatura ambiente (20-25°C). Solugdo tamponada de
fosfato (PBS) com 4,3 mM de Fosfato de Sédio Monohidratado Monobasico, 137 mM

de Cloreto de Sddio, 2,7 mM de Cloreto de Potassio e 1,4 mM de Fosfato de Potéassio

Monobasico foi preparada conforme descrito a seguir:

11.

Foram medidos 800mL de agua purificada por Osmose Reversa com

uma proveta e transferidos para um Erlenmeyer

Uma barra magnética foi adicionada ao Erlenmeyer e o frasco foi
colocado no agitador magnético.

Foram transferidos para o frasco:

a. 8,0g de NaCl (Cloreto de Sodio)

b. 0,2g de KCI (Cloreto de Potassio)

C. 1,44g de Na,HPO, (Fosfato de Sdédio Monohidratado
Monobasico)

d. 0,25g de KH,PO4*H,O (Fosfato de Potassio Monobasico)

Os sais foram misturados até que ndo houvesse particulas nao-

dissolvidas de sais na solugéo.

Apods a completa dissolugcdo dos sais, o pH foi medido com pHmetro
calibrado. O pH da solugéo ficou entre 7,2 e 7,4. Quando necessario,
foram adicionados gota a gota solugdes 1M de HCI ou NaOH até que o

pH atingisse a faixa desejada.

A solucéo foi transferida para um baldo volumétrico limpo e completado

o volume para 1 litro com agua purificada por Osmose Reversa.

Um volume fixo de 50mL de solugédo tamponada de fosfato foi colocado em cada um

dos frascos de amostras. As amostras foram removidas apds 60 minutos, retirou-se o

excesso de solugdo da superficie com pano de baixa fibra e aguardou-se 5 minutos

até que a massa estabilizasse. As amostras foram, entao, pesadas novamente. Apos a

pesagem, as amostras retornaram para o frasco com solugéo. Apos decorridos totais
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360 minutos, o processo de pesagem foi repetido. A taxa de intumescimento foi

calculada para cada amostra, para cada tempo de imersao.

4.4.3 Difragdo de Raios X (XRD)

As anadlises de Difracdo de Raios X foram feitas em Difratémetro Philips Modelo
PW1710, utilizando radiagdo monocromatizada K,Cu e tubo operacional com tenséao e
corrente de 40kV e 55mA, respectivamente. A analise foi conduzida com 26 variando
de 3,01 a 90,00° com passo de 0,06°.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Variavel Tempo

5.1.1 Cuspides Porcinas

As amostras de cuspides porcinas foram analisadas por Espectroscopia de

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), Difragdo de Raios X (XRD) e Teste

de Intumescimento.

5.1.1.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

Os resultados obtidos por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR) estdo apresentados a seguir.

Detalhe
3000-2800cm”
1= Detalhe

i ) 1800-1100cm’’
© Rt | |
3 7 o\ | :
© N , . (d) PB7
(ST h | 1 A
c [ 1 | 1
<0 11 1 | 1
£ s | |
S N | | (c) PB3
o) [ 1 |
< | X | | :

| T | | (b) PT2

N i [ 1), (a)Nao
. I i Reticulado
4OIOO 35IOO 30|00 25|00 20IOO 1 5l00 1 OIOO

Numero de Onda (cm™)

Figura 5.1 — Espectro de Cuspides Porcinas Nao Reticulada e Fixadas
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A figura 5.1 apresenta os espectros de cuspide nao reticulada, fixada (PT2), fixada e
armazenada por adicionais 90 dias (PB3) e fixada e armazenada por adicionais 900
dias (PB7).

Observa-se um alargamento da banda entre 3200 e 3400cm™, normalmente atribuida
ao estiramento do OH e do NH;, com o aumento da exposi¢cdo ao glutaraldeido. O
aumento da exposi¢cdo ao glutaraldeido e o consequente aumento da reticulagéo
provocou um grande aumento na banda a 1730cm™, associada & carbonila, e no
dupleto entre as freqiiéncias de 2920 a 2850cm™, associado ao estiramento dos

grupos C-H.

Com a reticulagao, observa-se alargamento das bandas associadas as amidas |, Il e llI
a 1630, 1550 e 1253cm™, respectivamente, e aumento da banda associada ao grupo

acetal, a 1150cm™.

O @) O

N NI
7 TNC TN TN
Amida | H Amida Il Amida lll

Figura 5.2 — Amidas Primaria, Secundaria e Terciaria

As Figuras 5.3 e 5.5 mostram detalhes das regides 1800-1100 e 3000-2800cm™,

respectivamente.
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Figura 5.3 — Espectro de Cuspides Porcinas Nao Reticulada e Fixadas
Detalhe Regido 1800-1100cm™

Uma analise quantitativa para comparagcdo das intensidades observadas para as
bandas nos diferentes espectros foi feita obtendo-se os valores relativos das mesmas.
Os valores de absorbancia obtidos para diferentes picos apds normalizagdo dos

espectros sdo apresentados na Tabela 5.1.
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Tabela 5.1 — Absorbancia das Bandas dos Espectros de Cuspides Porcinas

o1CO AMOSTRA
Nao reticulado PT2 PB3 PB7
Acetal
0-C-0 <0,10 <0,10 <0,10 0,64
o 1150cm™’
o _ SCH,
E 3 124014600 0,41 0,29 0,37 0,33
s “C=N
@ ) 1,00 0,94 0,91 0,61
Lu 1 ] ] y y
8 Lz’ 163I\(l)|3m
w -NH
8 < 155000 0,77 0,69 0,65 0,34
a ﬂoﬁ Carbonila
% o -C=0 <0,10 <0,10 <0,10 0,62
i “<3 1730cm™’
z D“pz'gtsoogm‘ﬂe 2) <0.10 <0.10 <0.10 0,66
Dup2l<3t200g2m<_i1e 2) <0.10 <0.10 <0.10 0,92

Dividindo a absorbancia dos picos de -C=N e -NH, pela absorbancia do pico de
dobramento de CH, (8CH,), selecionado por ser abundante na cadeia e nao sofrer

reticulagdo com glutaraldeido, obtém-se os valores apresentados na Tabela 5.2:

Tabela 5.2 — Absorbancia Relativa das Bandas dos Espectros de Cuspides Porcinas

PICO Nao reticulado PT2 PB3 PB7
-C=N
] 2,45 3,23 2,45 0,20
L 1630cm”
/ 18CH2
-NH,
] 1,87 2,37 1,75 0,12
1550cm”

Dividindo o valor relativo de -C=N pelo valor de -NH, para cada amostra, tem-se os

valores apresentados na Tabela 5.3:

Tabela 5.3 — Absorbancia Relativa das Bandas C=N e -NH,

dos Espectros de Cuspides Porcinas

VALOR Nao reticulado PT2 PB3 PB7

-C=N/-NH, 1,30 1,37 1,40 1,77
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As amostras analisadas demonstraram um aumento relativo da banda de grupos imina
(-C=N), em 1630cm”, e queda simultinea da banda de amina (-NH;) com a
reticulagdo com glutaraldeido e, também, com o aumento do tempo de exposicao a
solugdo de estocagem de glutaraldeido. Isso comprova a reticulagdo e mostra a
continuidade da reagdo mesmo apés o final do processo de reticulagdo e estocagem

em solugéo de glutaraldeido, conforme mostrado na Figura 5.4.

LN
1

]
1

=
= [x3]
1 1

Relagéo Intensidade —C=N / — NH.,

8
o)

Nao Reticulado PT2 PB3 PBT

Figura 5.4 — Variacéo da Relagédo -C=N/ -NH, para

Cuspides Porcinas Nao Reticulada e Fixadas

A partir dos espectros foi observada a banda de 1750cm™, atribuida ao grupo
carbonila. O significante aumento da intensidade dessa banda para amostras
reticuladas e estocadas por longo tempo em solugédo de glutaraldeido (PB7) sugere
que, neste caso, nem todo o glutaraldeido se ligou ao colageno, permanecendo na
forma de aldeidos livres. A comparagdo dessa mesma regiao do espectro das
amostras PT2 e PB3 sugere que, para esses materiais, todo o glutaraldeido se ligou

ao colageno.
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Dupleto Fixagédo Glutaraldeido

Absorbancia (u.a.)

- U .. Reticulado

T 1
3000 2950 2900 2800

Numero de Onda (cm™)

Figura 5.5 — Espectro de Cuspides Porcinas Nao Reticulada e Fixadas
Detalhe Regido 3000-2800cm™”

A Figura 5.5 mostra o aumento da intensidade das bandas do dupleto associado ao
estiramento dos grupos C-H, relacionado a reticulagdo com glutaraldeido, entre as
freqiiéncias de 2920 a 2850cm™. O aumento significativo da intensidade desta banda
para a amostra com longo periodo de armazenamento em glutaraldeido sugere que o
mesmo ainda promove reticulagbes na cadeia de colageno, mesmo apods passado o

periodo de reticulagao inicial.
5.1.1.2 Testes de Intumescimento

Os resultados obtidos para os testes de intumescimento estao apresentados a seguir.
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Intumescimento de Amostras de Ct’lspides Porcina
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Figura 5.6 — Intumescimento de Amostras de Cuspide Porcina

A capacidade de absor¢ao de agua pelo colageno nao reticulado e reticulado pode ser
atribuida tanto a sua hidrofilicidade, quanto a manutengdo de sua estrutura
tridimensional. Em geral, a taxa de intumescimento diminui com a reticulagao devido a
redugao de grupos hidrofilicos disponiveis e ao aumento da rigidez da estrutura, que
leva ao aumento da dificuldade de penetragdo das moléculas de agua (MA et al,
2003).

Todas as amostras apresentaram capacidade de preservagado de agua apds serem
imersas por 1 hora e 6 horas em solugdo PBS. As “Taxas de intumescimento” estéo
mostradas nas figuras 5.6, 5.7 e 5.10. Todas as amostras apresentaram taxa de
intumescimento média apds 6 horas superior aquelas observadas apdés 1 hora de

imersao.

As amostras de cuspides porcinas nao reticuladas apresentaram taxas de
intumescimento bastante superiores as de cuspides porcinas fixadas, com média de
363,5% apods 1 hora e 498,2% apds 6 horas, comprovando a reticulagdo das cadeias

provocada pelo glutaraldeido.
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E importante salientar que os resultados mostram que mesmo a amostra submetida ao
menor tempo de fixagdo (PT1, exposta a solugdo de glutaraldeido 0,4% por 2 dias)
comprova sua reticulagdo. Isso confirma resultados reportados em literatura
(WOODROOF EA, 1978), que mostraram que a reagao de fixagdo ocorre rapidamente
para tecidos expostos a solugdes de glutaraldeido com concentragbes entre 0,1 e 5%.
Estudos prévios mostraram que no pH 7,4 e a temperatura ambiente, a reagdo de
reticulacdo se mostrou quase completa apds 1 hora de exposi¢cao ao glutaraldeido e
finalizada antes de 24 horas nos resultados reportados.

Os valores médios de taxa de intumescimento de cuspides porcinas apos 1 hora de
imersao estdo apresentados na Figura 5.7.

Intumescimento de Amostras de Cuspides Porcina - 1 hora
PF1 PT1 PT2 PB1 PB2 PB3 PB4 PB5 PB6 PB7
400 [ [ [ [ | [ [ [ [
ﬁ | | | | | | | |
| | | | | | | |
| | | | | | | | |
~ 300 | | | | | | | | |
e | | | | | | | | |
9 ] | | | | | | |
c | | | | | | | | |
£ 2004 | | | | | | | | |
2 | ] | | | | | —
2 | | o ®~g! — | | L “ o
3 | — | | I | |
CHT IS R e LNV SIS = =T S
| | | | L2 s S— —
I | 1 | | | |
| | | | | | | | |
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Figura 5.7 — Intumescimento de Amostras de Cuspide Porcina apos 1h de Imersao

Foi realizada uma analise ANOVA, usada para analisar a diferenca da média para trés
ou mais grupos, conforme mostrado nas Figuras 5.8 e 5.9 e sintetizado na Tabela 5.4.
A Figura 5.8 traz a analise completa de todos os grupos testados. A Figura 5.9 traz a
analise removendo os resultados do grupo de amostras de cuspides porcinas nao
reticuladas, por serem estes claramente diferentes dos resultados para cuspides

fixadas.
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Indiwvidual 95% CIs For Mean Eased on
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Figura 5.8 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apds 1h de Imerséao
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Figura 5.9 — Anédlise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apés 1h de Imersao
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Tabela 5.4 — Sumario de Resultados de Intumescimento para

Cuspides Porcinas apos 1 hora de imersao

p VALUE p VALUE
GRUPO INTU'J\IIIEE[;‘:‘;gII(\g/SNTO FP fg&% (jnclui_ tecido (somgnte tecido
néo reticulado) fixado
o %35 X E—
PT1 147.8 36,1
PT2 150,9 5,1
PB1 1341 11,3
PB2 104,7 11,1 00
PB3 87,2 5,9 ' 0,0
PB4 107,4 7,2
PB5 107,0 3,0
PB6 113,7 11,7
PB7 133,9 9,3
d \’
Estatisticamente | Estatisticamente
diferentes diferentes

A andlise ANOVA mostrou que os valores médios obtidos para taxas de
intumescimento dos diferentes grupos testados sao estatisticamente diferentes, com
valor de p<0,5. Essa diferenca ocorre quando o tecido ndo reticulado é comparado

com o tecido fixado e, também, entre os diferentes grupos de tecido fixado.

Estudos prévios mostraram que a capacidade de intumescimento do colageno
decresce com a introducédo de ligagbes cruzadas (MA et al, 2003). A analise dos
resultados de intumescimento apds 1 hora de amostras fixadas estocadas em solugao
de glutaraldeido mostraram tendéncia inicial de queda de intumescimento com o
aumento do tempo de exposicdo ao agente reticulante para amostras armazenadas
por até 90 dias. Em seguida, houve aumento no intumescimento com o aumento do
tempo de exposicdo ao agente reticulante. A queda inicial pode ser explicada pelo
aumento da rigidez das cadeias provocado pela reticulagao e a redugéo de grupos
hidrofilicos disponiveis, diminuindo, consequentemente, a capacidade de absorcdo de
agua. O aumento do intumescimento apds longos periodos de estocagem em
glutaraldeido, por sua vez, pode ser explicado pelo maior tempo dado para movimento
e conformagdo das cadeias, possibilitando um arranjo mais favoravel, com cadeias

mais abertas, sendo, consequentemente, mais propicio a absorgao de agua.
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Estudos prévios analisaram o intumescimento de serosa intestinal suina fresca e
fixada com glutaraldeido (JARDIM et al, 2008). Os resultados obtidos mostraram
valores de intumescimento da ordem de 180% para o material ndo reticulado e entre
110 e 130% para material reticulado. Apesar de os valores de intumescimento
relatados serem significativamente menores do que os relatados nesse trabalho,
provavelmente por terem sido obtidos para apenas 15 minutos de imersao e para um
tecido diferente, estes podem ser utilizados para se comparar a tendéncia de queda de

intumescimento apds a reticulagao.

Os valores médios de taxa de intumescimento de cuspides porcinas apos 6 horas de
imersao estdo apresentados na Figura 5.10.

Intumescimento de Amostras de Cuspides Porcina - 6 horas
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Figura 5.10 — Intumescimento de Amostras de Cuspide Porcina apds 6h de Imersao

Foi realizada uma analise ANOVA, usada para analisar a diferenca da média para trés
ou mais grupos, conforme mostrado nas Figuras 5.11 e 5.12 e sintetizados na Tabela
5.5. A Figura 5.13 traz a analise completa de todos os grupos testados. A Figura 5.14
traz a analise removendo os resultados do grupo de amostras de cuspides porcinas
nao reticuladas, por serem estes claramente diferentes dos resultados para cuspides

fixadas.
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Indiwidual 95% CIs For Mean Based on Pooled 3tDew
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Figura 5.11 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina ap6s 6h de Imerséo
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Figura 5.12 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apos 6h de Imerséo

Tabela 5.5 — Sumario de Resultados de Intumescimento para

Cuspides Porcinas apos 6 horas de imersao

p VALUE
(somente tecido

INTUMESCIMENTO |  DESVIO P VALUE
GRUPO MEDIO (%) PADRAO (~|ncIU|_teC|do
nao reticulado)

PF1 498,2 38,0

PT1 179,9 53,0

PT2 230,2 36,2

PB1 188,7 8,6

PB2 154,7 15,6 0.0

PB3 166,2 17,0 ’

PB4 157,6 11,0

PB5 171,3 4.5

PB6 174,3 14,5

PB7 186,3 9,0

l

Estatisticamente
diferentes

fixadoi

0,04

\J

Estatisticamente
diferentes
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A analise ANOVA mostrou que os valores médios obtidos para taxas de
intumescimento dos diferentes grupos testados sao estatisticamente diferentes, com
valor de p<0,5. Essa diferenca ocorre quando o tecido néo reticulado é comparado

com o tecido fixado e, também, entre os diferentes grupos de tecido fixado.

A analise dos resultados de intumescimento apds 6 horas de amostras fixadas
estocadas em solugéo de glutaraldeido confirmaram a tendéncia observada apoés 1
hora de imersdo: queda inicial de intumescimento com o aumento do tempo de
exposicao ao agente reticulante para amostras armazenadas por até 60 dias. Em
seguida, houve aumento no intumescimento com o aumento do tempo de exposicao
ao agente reticulante. Da mesma maneira, a queda inicial pode ser explicada pelo
aumento da rigidez das cadeias provocado pela reticulagdo e a diminuigcdo de grupos
hidrofilicos disponiveis, diminuindo, consequentemente, a capacidade de absorgao de
agua. O aumento do intumescimento apds longos periodos de estocagem em
glutaraldeido, por sua vez, pode ser explicado pelo maior tempo dado para movimento
e conformagéo das cadeias, possibilitando um arranjo mais favoravel, com cadeias

mais abertas, sendo, consequentemente, mais propicio a absorgao de agua.

5.1.1.3 Difragao de Raios X

Os resultados obtidos por Difragao de Raios X (XRD) estdo apresentados na Figura
5.13.
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Figura 5.13 — Padrdes de Difracdo de Raios X

Na escala de 20, os halos de maior intensidade para o material reticulado foram em,
aproximadamente, 7°, 23° e 32°, coerentes com valores reportados em literatura para

colageno reticulado com glutaraldeido (JARDIM et al, 2008).

Principalmente em torno de 7°, observa-se a diminuigcdo do halo com o aumento do
tempo de exposigdo ao glutaraldeido. O halo para a amostra PT2, a com menor grau
de reticulagao, € bem mais intenso do que nos outros espectros. Entende-se por essa
variagdo que o aumento das liga¢des cruzadas diminuiu o indice de cristalinidade dos
materiais devido ao aumento da rigidez das cadeias e diminuigdo dos graus de

liberdade na conformagao tridimensional.

5.1.1.4 Sumario da Discussdo dos Resultados

Os resultados obtidos com as analises de FTIR, Intumescimento e Difracdo de Raios X
para as cuspides porcinas comprovam a reticulagao de todas as amostras expostas a
reticulacdo com solugdo de glutaraldeido a 0,4% (PT1 e PT2) e todas aquelas

expostas a reticulagdo com solugao de glutaraldeido a 0,4% e posteriormente



50

armazenadas em solugdo de glutaraldeido a 0,2% (PB1 a PB7). Apesar de
demonstrado que todas as amostras citadas foram reticuladas, todos os métodos de
analise mostraram que ha alteragdes nas cadeias de colageno com o aumento do
tempo, resultando em diferentes comportamentos de intumescimento. Essas
alteragbes podem ser atribuidas a alteragbes nas cadeias de colageno, buscando
conformagbes de maior estabilidade e de menor energia.

5.1.2 Pericardio Bovino

As amostras de pericardio bovino foram analisadas por Espectroscopia de
Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Teste de Intumescimento.

5.1.2.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de
Fourier (FTIR)

Os resultados obtidos por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR) estdo apresentados a seguir.

Detalhe
1800-1100cm’™
Detalhe | i
3700-3100cm” | i
. Detalhe : }
© - | T | |
3 : i ' ! :
® ' N ' :
(&) : 1 : 1 !
& ' o : i (b) BB1
_e : 1 : | :
o} ' oo | |
n ! N ! | |
Q ] ! i ! | !
< | . | 1
| ML : | | (a) Nao
| I ! ! Reticulado
T T
4000 3000 2000 1000

Numero de Onda (cm™)

Figura 5.14 — Espectro de Pericardio Bovino N&o Reticulado e Fixado
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A figura 5.14 apresenta os espectros de pericardio bovino nao reticulado e fixado e

armazenado por adicionais 16 dias (BB1).

Pela visualizagdo dos espectros nao foi percebida diferenga significativa na banda
entre 3200 e 3400cm™, normalmente atribuida ao estiramento do OH e do NH,, na
banda a 1730cm™, associada a carbonila, e nas bandas associadas as amidas, apés a
reticulacdo. Porém, o aumento no dupleto entre as freqiiéncias de 2920 a 2850cm™,
associado ao estiramento dos grupos C-H, € um forte indicativo de ocorréncia da

reticulacgao.

Dupleto Fixa¢ao Glutaraldeido

i 2850

I
I
I
I
I
I
I
I
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: | a
s | |
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c | |
s . '
— ! !
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| |
| e e o e e o e o e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e o2 I
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Figura 5.15 — Espectro de Pericardio Bovino N&o Reticulado e Fixado
Detalhe Regido 3000-2800cm™

A Figura 5.15 mostra o aumento da intensidade das bandas do dupleto associado ao
estiramento dos grupos C-H, relacionado a reticulagdo com glutaraldeido, entre as
freqiiéncias de 2920 a 2850cm™. O aumento da intensidade desta banda para a

amostra fixada comprova que houve reticulagao.



52

5.1.2.2 Testes de Intumescimento

As amostras de pericardio bovino foram, também, analisadas por Teste de

Intumescimento. Os resultados obtidos estao descritos a seguir.

Intumescimento de Amostras de Pericardio Bovino
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Figura 5.16 — Intumescimento de Amostras de Pericardio Bovino

Todas as amostras apresentaram capacidade de preservagado de agua apds serem
imersas por 1 hora e 6 horas em solugdo PBS, sendo que, para o tecido fixado, os
valores médios obtidos apds 1 e 6 horas foram praticamente os mesmos. As “Taxas

de intumescimento” estdo mostradas nas figuras 5.16, 5.17 e 5.20.

As amostras de pericardio bovino nao reticulado apresentaram taxas de
intumescimento bastante superiores as de pericardio bovino fixados, com média de
139,2% apds 1 hora e 197,3% apods 6 horas.

E importante salientar que os resultados mostram que mesmo a amostra submetida ao
menor tempo de fixagdo (BT1, exposta a solugédo de glutaraldeido 0,65% por 5 dias)
comprova sua reticulagéo. Isso confirma os resultados da literatura (WOODROOF EA,

1978), que mostraram que a reacao de fixagdo ocorre rapidamente para tecidos
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expostos a solugbes de glutaraldeido com concentragdes entre 0,1 e 5%. Segundo
estudos prévios, a pH 7,4 e temperatura ambiente a reacdo de reticulacido se mostra

quase completa apds 1 hora de exposicao e finalizada antes de 24 horas.

Os valores médios de taxa de intumescimento de pericardio bovino apds 1 hora de
imersao estdo apresentados na Figura 5.17.

Intumescimento de Amostras de Pericardio Bovino - 1 hora

BF1 BT1 BT2 BT3 BB1

150+

—
N
(64}
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50+ | | I I

Intumescimento (%)

Figura 5.17 — Intumescimento de Amostras de Pericardio Bovino ap6s 1h de Imersao

Foi realizada uma analise ANOVA, usada para analisar a diferenca da média para trés
ou mais grupos, conforme mostrado nas Figuras 5.18 e 5.19 e sintetizado na Tabela
5.6. A Figura 5.18 traz a analise completa de todos os grupos testados. A Figura 5.19
traz a analise removendo os resultados do grupo de amostras de pericardio bovino

ndo reticuladas, por serem estes claramente diferentes dos resultados para fixadas.
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Individual 95% CIs For Mean Based on

Pooled StDew

s T mmm e e e
(---7--)
(--7---)
[-=*--]
(-7
(---%--)
——— e - e e
ao 100 1Z0 140

Figura 5.18 — Analise ANOVA para Amostras de Pericardio Bovino apos 1h de Imerséo
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Figura 5.19 — Analise ANOVA para Amostras de Pericardio Bovino apos 1h de Imerséao

Tabela 5.6 — Sumario de Resultados de Intumescimento para

Pericardio Bovino apés 1 hora de imerséo

p VALUE
(somente tecido

INTUMESCIMENTO |  DESVIO P VALUE
GRUPO MEDIO (%) PADRAO (~|ncIU|_teC|do
nao reticulado)
BF1 139,2 5,2
BT1 82,3 6,7
BT2 78,0 5,1 0,0
BT3 91,5 2,8
BB1 89,2 6,0

l

Estatisticamente
diferentes

fixadoi

0,05

\J

Estatisticamente

diferentes

A andlise ANOVA mostrou que os valores médios obtidos para taxas de

intumescimento dos diferentes grupos testados sao estatisticamente diferentes, com

valor de p<0,5. Essa diferenca ocorre quando o tecido ndo reticulado € comparado

com o tecido fixado e, também, entre os diferentes grupos de tecido fixado.

Estudos prévios mostraram que a capacidade de intumescimento do colageno

decresce com a introducédo de ligagbes cruzadas (MA et al, 2003). A analise dos
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resultados de intumescimento apds 1 hora de amostras fixadas estocadas em solugao
de glutaraldeido mostraram tendéncia inicial de queda de intumescimento com o
aumento do tempo de exposi¢cdo ao agente reticulante para amostras reticuladas por
até 15 dias. Em seguida, houve aumento no intumescimento com o aumento do tempo
de exposi¢ao ao agente reticulante. A queda inicial pode ser explicada pelo aumento
da rigidez das cadeias provocado pela reticulagéo e a redugéo de grupos hidrofilicos
disponiveis, diminuindo, consequentemente, a capacidade de absor¢do de agua. O
aumento do intumescimento apds algum periodo de estocagem em glutaraldeido, por
sua vez, pode ser explicado pelo maior tempo dado para movimento e conformacao
das cadeias, possibilitando um arranjo mais favoravel, com cadeias mais abertas,

sendo, consequentemente, mais propicio a absorg¢ao de agua.

Estudos prévios analisaram o intumescimento de compdsitos colageno e quitosana
fixados com glutaraldeido (MA et al, 2003). Os resultados obtidos mostraram valores
de intumescimento aproximadamente 2 vezes menores para o material reticulado,

proporgao repetida neste estudo.

Os valores médios de taxa de intumescimento de pericardio bovino apds 6 horas de
imersao estdo apresentados na Figura 5.20.

Intumescimento de Amostras de Pericardio Bovino - 6 horas
BF1 BT1 BT2 BT3 BBL
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£ 1307 | | | |
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g | ! | |
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Figura 5.20 — Intumescimento de Amostras de Pericardio Bovino apds 6h de Imersao
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Foi realizada uma analise ANOVA, usada para analisar a diferenca da média para trés

ou mais grupos, conforme mostrado nas Figuras 5.21 e 5.22 e sintetizado na Tabela

5.7. A Figura 5.21 traz a analise completa de todos os grupos testados. A Figura 5.22

traz a analise removendo os resultados do grupo de amostras de pericardio bovino

ndo reticuladas, por serem estes claramente diferentes dos resultados para as fixadas.

Lewel
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Figura 5.21— Analise ANOVA para Amostras de Pericardio Bovino apds 6h de Imersao
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Figura 5.22 — Analise ANOVA para Amostras de Pericardio Bovino apds 6h de Imerséo
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Tabela 5.7 — Sumario de Resultados de Intumescimento para

Pericardio Bovino apés 6 horas de imersao

VALUE p VALUE
INTUMESCIMENTO DESVIO P V7 . .
GRUPO MEDIO (%) PADRAO (~|nclu|_ tecido (somgnte tecido
néo reticulado) fixado
BF1 197,3 9,1
BT1 83,0 10,2
BT2 78,1 4.8 0,0
BT3 93,5 3,6 0,09
BB1 91,6 7,7
d d
Estatisticamente | Estatisticamente
diferentes diferentes

A analise ANOVA mostrou que os valores médios obtidos para taxas de
intumescimento dos diferentes grupos testados sao estatisticamente diferentes, com
valor de p<0,5. Essa diferenca ocorre quando o tecido néo reticulado é comparado

com o tecido fixado e, também, entre os diferentes grupos de tecido fixado.

A andlise dos resultados de intumescimento apds 6 horas de amostras fixadas
estocadas em solugcéo de glutaraldeido confirmaram a tendéncia observada apds 1
hora de imersdo: queda inicial de intumescimento com o aumento do tempo de
exposicdo ao agente reticulante para amostras reticuladas por até 15 dias. Em
seguida, houve leve aumento no intumescimento com o aumento do tempo de
exposicdo ao agente reticulante. Da mesma maneira, a queda inicial pode ser
explicada pelo aumento da rigidez das cadeias provocado pela reticulagdo e a
diminuicdo de grupos hidrofilicos disponiveis, diminuindo, consequentemente, a
capacidade de absorgédo de agua. O aumento do intumescimento apos certo periodo
de estocagem em glutaraldeido, por sua vez, pode ser explicado pelo maior tempo
dado para movimento e conformagdo das cadeias, possibilitando um arranjo
estereoquimicamente mais favoravel, com cadeias mais abertas, sendo,

consequentemente, mais propicio a absorgao de agua.

5.1.2.3 Sumario da Discussao dos Resultados

Os resultados obtidos com as analises de FTIR e Intumescimento para o pericardio

bovino comprovam a reticulagdo de todas as amostras expostas a reticulagdo com
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solugéo de glutaraldeido a 0,65% (BT1, BT2 e BT3) e expostas a reticulagdo com
solucdo de glutaraldeido a 0,65% e posteriormente armazenadas em solugdo de
glutaraldeido a 0,2% (BB1). Apesar de demonstrado que todas as amostras citadas
foram reticuladas, o intumescimento mostrou que ha diferencas nas cadeias de
colageno para diferentes tempos de processamento. Essas alteragbes podem ser
atribuidas a alteragbes nas cadeias de colageno, buscando conformagbes de maior

estabilidade e de menor energia.

5.2 Variavel Concentragdo da Solucao de Glutaraldeido

As amostras de cuspides porcinas foram analisadas por Espectroscopia de

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Teste de Intumescimento.

5.2.1 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Os resultados obtidos por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de

Fourier (FTIR) estdo apresentados a seguir.

Detalhe Detalhe
] Detalhe  3000-2800cm’ 1800-1100cm’”
3700-3100cm™ «, v |\ T i
] (d) PG065
©
3 e
S (c) PG04
«©
£
(@]
8
< (b) PGO2
(a) Nao
. Reticulado
| ) | : | ! | 4 | : | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm™)

Figura 5.23 — Espectro de Cuspides Porcinas Nao Reticuladas e Fixadas
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A figura 5.23 apresenta os espectros de cuspides nao reticuladas e fixadas com
solugdes de glutaraldeido 0,2% (PG02), 0,4% (PG04) e 0,65% (PG065).

Observa-se um alargamento da banda entre 3200 e 3400cm™, normalmente atribuida
ao estiramento do OH e do NH,, com o aumento da exposi¢gdo ao glutaraldeido. A
exposic¢ao ao glutaraldeido e a consequente reticulagdo provocou um grande aumento
na banda a 1730cm™, associada & carbonila, e no dupleto entre as freqiiéncias de

2920 a 2850cm™, associado ao estiramento dos grupos C-H.

Com a reticulagao, observa-se um significativo alargamento das bandas associadas as
amidas I, Il e lll a 1630, 1550 e 1253cm™, respectivamente, e aumento da banda

associada ao grupo acetal, a 1150cm™.

0] 0] 0]

I R

\N\H - \N\ - \N\
Amida | Amida Il Amida Il

Figura 5.24 - Amidas Primaria, Secundaria e Terciaria

As Figuras 5.25 e 5.29 mostram detalhes das regides 1800-1100 e 3000-2800cm™’,

respectivamente.
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Carbonila Amida | ) Acetal
=0 1630 ~ Amidall 0-C-0

Absorbancia (u.a.)

(a) Nao
Reticulado

I I |
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I ! | 1
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Figura 5.25 — Espectro de Cuspides Porcinas Nao Reticulada e Fixadas

Detalhe Regido 1800-1100cm™”

Uma analise quantitativa para comparagcdo das intensidades observadas para as
bandas nos diferentes espectros pode ser feita obtendo-se os valores relativos de tais
bandas. Os valores de absorbancia obtidos para diferentes picos apds normalizagéo

dos espectros sao apresentados na Tabela 5.8.
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Tabela 5.8 — Absorbancia das Bandas dos Espectros de Cuspides Porcinas

AMOSTRA
PICO
Nao Reticulado PG02 PG04 PG065
Acetal
0-C-0 <0,10 0,52 0,52 0,37
» 1150cm”’
Q 6CH,
9 5 | 1440-1460cm’ 0.41 0,32 033 0,36
3 -C=N
7))
8 8 16300m-1 1,0 0,30 0,36 0,69
w Z -NH;
2 3 1550cm’” 0,80 0,21 0,24 0,45
a & Carbonila
‘2 2] -C=0 <0,10 0,79 0,78 0,43
w “<3 1730cm™
|—
Dupleto (1/2)
Z
- 2850cm’’ <0,10 0,72 0,71 0,42
Dupleto (2/2)
2920cm’” <0,10 1,0 1,0 0,62

Dividindo a absorbancia dos picos de -C=N e -NH, pela absorbancia do pico de
dobramento de CH, (8CH,), selecionado por ser abundante na cadeia e nao sofrer

reticulagdo com glutaraldeido, obtém-se os valores apresentados na Tabela 5.9:

Tabela 5.9 — Absorbancia Relativa das Bandas dos Espectros de Cuspides Porcinas

PICO Nao Reticulado PG02 PG04 PG065
-C=N
2,44 0,94 1,09 1,92
ol 1630cm™’
/ 15CH2 N,
p 1,95 0,66 0,73 1,25
1550cm

Dividindo o valor relativo de -C=N pelo valor de -NH, para cada amostra, tem-se os

valores apresentados na Tabela 5.10:
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Tabela 5.10 - Absorbancia Relativa das Bandas -C=N e -NH,

dos Espectros de Cuspides Porcinas

VALOR Nao Reticulado PG02 PG04 PG065

_C=N/ -NH, 1,25 1,42 1,49 1,53

As amostras analisadas demonstraram um aumento relativo da banda de grupos imina
(-C=N), em 1630cm”, e queda simultinea da banda de amina (-NH;) com a
reticulagdo com glutaraldeido e, também, com o tempo de exposi¢cdo a solugdo de
estocagem de glutaraldeido. Isso comprova a reticulagdo e mostra a continuidade da
reagdo mesmo apos o final do processo de reticulagdo e estocagem em solugéo de

glutaraldeido, conforme mostrado na Figura 5.26.
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Figura 5.26 — Variacao da Relagédo -C=N / -NH, para

Cuspides Porcinas Nao Reticulada e Fixadas

A partir dos espectros foi observada a banda de 1750cm™, atribuida ao grupo
carbonila. O significante aumento da intensidade dessa banda para amostras
reticuladas sugere que, neste caso, nem todo o glutaraldeido se ligou ao colageno,
permanecendo na forma de aldeidos livres. Dividindo a absorbancia dos picos da

carbonila pela absorbancia do pico de dobramento de CH, (6CH), selecionado por ser
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abundante na cadeia e nao sofrer reticulagdo com glutaraldeido, obtém-se os

seguintes valores, mostrados na Tabela 5.13 e ilustrados na Figura 5.27:

Tabela 5.11 — Absorbancia Relativa da Banda de Carbonila dos
Espectros de Cuspides Porcinas Fixadas
PG02 PG04 PG065
2,46 2,40 1,19

30 q

25 -

——

2.0 1

10 - 7|

05 4

Intensidade Relativa Carbonila
e

o D 1 " I L I

PG02 PG04 PG065

Figura 5.27 — Variagao da Intensidade da Banda de Carbonila para

Cuspides Fixadas

A anadlise dos valores de intensidade da banda de carbonila mostra valores bem
proximos para os grupos fixados com solugéo de glutaraldeido 0,2% e 0,4% e valores
aproximadamente 50% menores para o grupo fixado com solugéo de glutaraldeido
0,65%. A diferenga entre as intensidades da banda de carbonila dos grupos PG2 e
PGO04 para o grupo PG065 sugere que, para esse ultimo, a reticulagdo aconteceu de
maneira mais completa, com maior quantidade de glutaraldeido se ligando a cadeia de

colageno.

Dividindo a absorbancia dos picos de acetal pela absorbancia do pico de dobramento

de CH; (6CHs,), selecionado por ser abundante na cadeia e nao sofrer reticulagdo com
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glutaraldeido, obtém-se os seguintes valores, mostrados na Tabela 5.14 e ilustrados

na Figura 5.28:

Tabela 5.12 — Absorbancia Relativa da Banda de Acetal dos
Espectros de Cuspides Porcinas Fixadas
PG02 PG04 PG065
1,62 1,60 1,03

Intensidade Relativa Acetal

PG02 PG04 PGOES

Figura 5.28 — Variagado da Intensidade da Banda de Acetal para

Cuspides Fixadas

A andlise dos valores de intensidade da banda de acetal mostra valores bem préximos
para os grupos fixados com solugdo de glutaraldeido 0,2% e 0,4% e valores
aproximadamente 40% menores para o grupo fixado com solugdo de glutaraldeido
0,65%. A diferenga entre as intensidades da banda de acetal dos grupos PGO02 e
PG04 para o grupo PG065 sugere que, para os dois primeiros, a reticulagéo via
formagéo de acetal ocorreu de forma mais intensa do que para o grupo PG065. Uma
vez que a analise das intensidades do grupo carbonila para esses grupos mostrou
valores mais baixos para o grupo PG065, ha indicagdo de que, para esse grupo, a
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reticulacdo ocorreu preferencialmente por base de Schiff, enquanto que, para os

grupos PG02 e PG04, a ocorréncia da formagao de acetal foi mais intensa.

Dupleto Fixagdo Glutaraldeido

. : (d) PG065
© |
3 !
@ !
o :
S : (c) PG04
_e |
3 !
(2]
2 :
: (b) PG02
1 E (a) Nzo
I Reticulado
T T T T T T T T T T ' 1
3000 2950 2900 2850 2800 2750 2700

Numero de Onda (cm"1)

Figura 5.29 — Espectro de Cuspides Porcinas Fixadas
Detalhe Regido 3000-2700cm™

A Figura 5.29 mostra o aumento da intensidade das bandas do dupleto associado ao
estiramento dos grupos C-H, relacionado a reticulagdo com glutaraldeido, entre as
freqliéncias de 2920 a 2850cm™. O aumento significativo da intensidade desta banda
para as amostras fixadas comprova a reticulacdo, independente da concentragcédo de

solugao de glutaraldeido utilizada.
5.2.2 Testes de Intumescimento

Os resultados obtidos para os testes de intumescimento estao descritos a seguir.
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Intumescimento de Amostras de Cuspides Porcina
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Figura 5.30 — Intumescimento de Amostras de Cuspide Porcina

Todas as amostras apresentaram capacidade de preservagao de agua apds serem
imersas por 1 hora e 6 horas em solugdo PBS. As “Taxas de intumescimento” estdo
mostradas nas figuras 5.30, 5.31 e 5.33. Todas as amostras apresentaram taxa de
intumescimento média apés 6 horas superior aquelas observadas apdés 1 hora de

imersao.

Os valores médios de taxa de intumescimento de cuspides porcinas apos 1 hora de

imersao estdo apresentados na Figura 5.31.
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Intumescimento de Amostras de Cuspides Porcina
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Figura 5.31 — Intumescimento de Amostras de Cuspide Porcina apds 1h de Imersao

Foi realizada uma analise ANOVA, usada para analisar a diferenca da média para trés

ou mais grupos, conforme mostrado na Figura 5.32 e sintetizado na Tabela 5.13.

Indiwvidual 95% CIs For Mean Based on
Pooled 3tDew
Lewel  ------ H-—mm o o +---
PGOZ2 - 1 hora ([--—--=-=-===————= e ]
PGO4d - 1 hora [==——— e i
PGOS - 1 hora [==———mmmm F e ]
—————— o o e m +-—=
72.0 75.0 78.0 1.0

Figura 5.32 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apés 1h de Imersao

Tabela 5.13 — Sumario de Resultados de Intumescimento para

Cuspides Porcinas apds 1 hora de imerséo

GRUPO INTUMESCIMENTO DESVIO p VALUE (somente
MEDIO (%) PADRAO tecido fixado)
PG02 74,9 6,0
PG04 76,7 3,0 0,76
PG065 77,1 6,6
l
Estatisticamente iguais
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A analise ANOVA mostrou que os valores médios obtidos para taxas de
intumescimento dos diferentes grupos testados séo estatisticamente iguais, com valor
de p>0,5.

Estudos prévios mostraram que a capacidade de intumescimento do colageno
decresce com a introducédo de ligagbes cruzadas (MA et al, 2003). A analise dos
resultados de intumescimento apds 1 hora de amostras fixadas estocadas em solugao
de glutaraldeido nado evidenciou diferenga entre os grupos fixados com solugdes de
glutaraldeido de concentragbes diferentes, sugerindo que as estruturas dos materiais

dos diferentes grupos possuem semelhante capacidade de absorgéo de agua.

Os valores médios de taxa de intumescimento de cuspides porcinas apos 6 horas de

imersao estdo apresentados na Figura 5.33.

Intumescimento de Amostras de Cuspides Porcina
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Figura 5.33 — Intumescimento de Amostras de Cuspide Porcina apos 6h de Imersao

Foi realizada uma andlise ANOVA, usada para analisar a diferenca da média para trés

ou mais grupos, conforme mostrado na Figura 5.34 e sintetizado na Tabela 5.14.
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Indiwidual 95% CIs For Mean Based on
Pooled StDev
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Figura 5.34 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apos 6h de Imerséo

Tabela 5.14 — Sumario de Resultados de Intumescimento para

Cuspides Porcinas apos 6 horas de imerséo

GRUPO INTUMESCIMENTO DESVIO p VALUE (somente
MEDIO (%) PADRAO tecido fixado)
PG02 79,2 57
PG04 85,2 5,1 0,1
PG065 81,7 2,6
J
Estatisticamente diferentes

A andlise ANOVA mostrou que os valores médios obtidos para taxas de
intumescimento dos diferentes grupos testados sao estatisticamente diferentes, com

valor de p<0,5.

A andlise dos resultados de intumescimento apds 6 horas de amostras fixadas em
solucdo de glutaraldeido evidenciam pequena diferenga entre os grupos fixados com
solugdes de glutaraldeido de concentragdes diferentes, porém, com valores proximos,
em torno de 80 a 85% de intumescimento.

5.2.3 Sumario da Discussao dos Resultados

Os resultados obtidos com as analises de FTIR e Intumescimento comprovam a
fixagdo de todas as amostras expostas a reticulagdo com solugéo de glutaraldeido,
independentemente da concentracao da solucéo de fixagdo. As diferengas verificadas
nas estruturas analisadas em FTIR ndo foram evidenciadas no ensaio de
intumescimento, ou seja, ndo foi possivel verificar diferengas de comportamento de
absorgdo de agua entre o grupo PGO065 e os demais. Isso sugere que, apesar de a

reticulagcdo poder ter ocorrido preferencialmente por mecanismos diferentes, o grau de
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introdugéo de ligagbes cruzadas e a disponibilidade de grupos hidrofilicos ou a

combinacdo desses fatores ndo se mostrou diferente.
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6. CONCLUSAO

A analise dos resultados obtidos para cuspides porcinas nao reticuladas, reticuladas e
armazenadas por diferentes tempos apods a reticulagdo mostrou que o método
proposto promoveu a reticulagdo do colageno, alterando as caracteristicas estruturais
e comportamento de intumescimento quando comparados ao tecido nao reticulado. Os
resultados sugerem, ainda, que o armazenamento em solugdes de estocagem de
glutaraldeido continua a promover alteragbes nas cadeias de colageno, mesmo apds
finalizado o tempo necessario para que se considere o material reticulado. Além disso,
acredita-se que as cadeias de colageno sofrem alteragbes de conformagdo com o

tempo, tendendo a se conformar de maneira mais favoravel.

A andlise dos resultados obtidos para pericardio bovino ndo reticulado, reticulado e
armazenado apds a reticulagdo mostrou que o método proposto promoveu a
reticulagdo do colageno, alterando as caracteristicas estruturais e comportamento de
intumescimento quando comparados ao tecido nao reticulado. Apesar de demonstrado
que todas as amostras citadas foram reticuladas, o intumescimento mostrou que ha
alteragbes nas cadeias de colageno com o tempo de processamento. Essas
alteracdes podem ser atribuidas a alteragbes nas cadeias de colageno, buscando

conformagées de maior estabilidade e de menor energia.

A analise dos resultados obtidos para cuspides porcinas reticuladas com solugdes de
glutaraldeido de diferentes concentragdes mostrou que os métodos de reticulagdo
propostos promoveram a reticulagdo do colageno levando a estruturas moleculares
com algumas diferengas. Essas diferencas sugerem que as reacgdes de reticulagcao
dos grupos podem ter ocorrido preferencialmente por mecanismos diferentes. Apesar
das diferengas estruturais, os comportamentos de intumescimento foram os mesmos
apos 1 hora de imersdo e ligeiramente diferentes apds 6 horas de imersdo. Os
resultados comprovam a reticulacdo de todas as amostras, independente da

concentragao do agente reticulante utilizado.
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7. RELEVANCIA DOS RESULTADOS

O empirismo no desenvolvimento de biopréteses pode representar um fator dificultador
de melhorias de processos e produtos devido a falta de conhecimento dos efeitos de
variagdes de processamento na estrutura e propriedades dos tecidos de pericardio
bovino e cuspides porcinas e, consequentemente, no desempenho e durabilidade de

bioproteses.

Este estudo avaliou o efeito de 2 variaveis: tempo de exposi¢ao ao glutaraldeido e
concentracdo da solucao reticulante. Os resultados obtidos sao importantes para o
entendimento de caracteristicas observadas na pratica, mas, ainda ndo avaliadas com
profundidade. Com isso, processos poderao ser reavaliados para que, por exemplo, o
tecido utilizado fornega a melhor relagdo entre caracteristicas de trabalho (ex:

facilidade de manuseio e resisténcia a laceragdes) e propriedades do material.
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8. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Ensaios mecanicos ndo foram realizados para observar alteracbes de comportamento
com condi¢des diferentes de processamento. Sugere-se a realizagao de testes de
tracdo para avaliar se as alteragbes observadas nas estruturas dos materiais se

refletem em comportamento mecéanico diferenciado.

Sugere-se, ainda, analises que avaliam se as alteragdes observadas nas andlises
FTIR dos materiais se repetem na superficie dos tecidos. O método sugerido é o XPS
(X-Ray Photoelectron Spectroscopy) e os resultados obtidos podem ser uteis para
avaliagao de grupos livres na superficie dos tecidos e, consequentemente, para

estudos sobre o principal método de falha destes materiais: a calcificagao.
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10. APENDICE A

ANALISE ANOVA DE VALORES DE INTUMESCIMENTO

10.1 Variavel Tempo

10.1.1 Cuspides Porcinas

One-way ANOVA: INCHAMENTO versus GRUPO

Source DF 35 M4 F P
GRUFD 9 170535 18948 99.33 0.000
Error Z0 3513 131

Total 29 174343

§ = 13.81 R-8g = 97.8l% R-Sgladj] = 96.83%

Indiwvidual 95% CIz For Mean Based on
Pooled HtDew

Lewvel N Mean 3Ithewv —4----——-——- - o -

{a] PFl1 - 1 hora 3 363.53 Z.34 [-%--]

(bh] PT1 - 1 hora 3 147.80 36.14 [=*-=]

[c] PTZ2 - 1 hora 3 150.90 511 [=*=

(d) PE1 - 1 hora 3 134.10 11.:29 [-*-

[e] PEZ - 1 hora 3 104.72 11.09 [=#%=]

[E] PE3 - 1 hora 3 87.17 .92 [-%-)

[g) PE4 - 1 hora 3 107.37 7.18 [=t==]

{h] PES - 1 hora 3 107.02 Z.96 ]

(i} PBE6 - 1 hora 3 113.66 11.70 [-*=]

(1) PE7 - 1 hora 3 133.94 9,31 [-*-
e o o e
&0 1&0 Z40 320

Pooled 5tDev = 13.81

Figura 10.1 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apés 1h de Imersao
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Figura 10.2 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apés 1h de Imerséo
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One-way ANOVA: INCHAMENTO versus GRUPO
Gdource DF 55 Juks F P
GRIIPO O 287531 21943 43.34 0.000
Error 20 13219 6al
Total 29 300749
3= 25.71 B-83q = 95.60% B-3qgiadj) = 93.63%
Lewvel i) HMean Sthew
{a] PFl - & horas 3 495,15 3&.01
(b} PT1 - & horasz 3 179.94 53.04
[c] PT2 - & horas 3 230,17 36.20
(d] PE1l - & horasz 3 L1&88.68 G.63
[e] PBZ - & horas 3 154,72 15,58
(£) PE3 - & horas 3 1le6.22 17.00
(gl PB4 - & horas 3 157.60 11.0Z2
(h] PES - & horaz 3 171.:29 4,45
(i) PBS - 6 horas 3 174.26 14.54
[{j) PE? - & horaz 3 186.30 9,03
Indiwvidual 95% CIs For Mean Based on Pooled StDhevw
Lewvel F-——————— F-——————— F——————— F————————
[a] PFl - & horas [==%=1]
(b PT1 - & horas [—=*—=]
[c] PTZ - & horas [-%—-]
(d] PE1 - & horas [—=*=]
[e] PEZ - & horas [-=-%-]
[£) PBE3 - & horas [==*=]
[g] PE4d - & horas [-%—-]
{h] PES - & horas [=%-=]
(i) PE6 - & horas [-=%-]
(11 PBE? - & horas [—=*=]
o o e o
120 240 360 40
Pooled StDew = 25,71

Figura 10.3 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apds 6h de Imersao
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One-way ANOVA: INCHAMENTO versus GRUPO

SJource DF 38 Ma F P
GRIPO g 12178 1522 2.65 0.041
Error 18 10329 574

Total 26 22506

§ = 23.95 R-Sq = 54.11% R-Sgiadj) = 33.71%

Individual 95% CIz For Mean Based on
Pooled 3tDew

Lewel N Mean Sthew - ———4——-——-——- S e o
(b) PT1 - 6 horas 3 172.94 53.04 [-—————- Fmm e 1
[c) PT2 - 6 horas 3 230017 36.20 [=—m————- F e ]
(d) PEl - & horas 3 1558.65 5.63 [——————= Fmmm o —— I
(e} PBZ - 6 horas 3 154.72 15.58 [(-—-—-————- Fmmm e I
(£) PES - 6 horas 3 1e66.22 17.00 [-—————- Fmmm e 1
() PB4 - 6 horas 3 157.60 11.02 [-————-- T I
() PBES - 6 horas 3 171.29 4,458 [——————- LI TP I
(i) PEE6 - 6 horas 3 174.26 14.54 [—=———=== Fmmmme 1
(1) PEY - 6 horas 3 186.30 9.03 [-—————- Fmm e 1
—— - +-m - +-——— - e
140 175 210 245

Pooled Sthew = 23,95

Figura 10.4 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apds 6h de Imersao



10.1.2 Pericardio Bovino

One-way AMOVA: INCHAMENTO versus GRUFO

Source DF 55
GRUPO 4 T3z21l.4
Error 10 264.6
Total 14 7605.9
3 = 5,334 E-3q =10
Level i)
{al BFL - 1 hora 3
(b BTL - 1 hora 3
o] BTZ - 1 hora 3
(d) BT3 - 1 hora 3
fe] BEL - 1 hora 3
Pooled 3tDew = 5,33

M3
1530.3
28.5

B.26%
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gZ.
8.
91.
g9.
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31
0z
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19

F P
64,32 0.000
R-3giadj) = 94.76%
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Figura 10.5 — Analise ANOVA para Amostras de Pericardio Bovino apds 1h de Imerséo
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Figura 10.6 — Analise ANOVA para Amostras de Pericardio Bovino apds 1h de Imerséo
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One-way ANOVA: INCHAMENTO versus GRUFO

Source DF 35 M3 F P
GRUERO 4 Z9854.9 7471.2 131.67 0,000
Error 10 567.4 el

Total 14 30452.3

§ = 7.533 R-5gq = 95.14% R-Sg(adj) = 97.39%

Individual 25% CIz For Mean EBased on
Pooled 3tDew

Level N Mean Sthew o o F——————— +-———————
[a) BFlL - & horas 3 197.25% 9.14 [—*--1
[b) BTl - & horas 3 83.03 1l0.z24 [—=%-1
[c) BT2 - & horas 3 76.09 4.75 [=*—=1
(d) BT3 - & horas 3 93.53 3.61 [—=%-1
[e) BBl - & horas 3 91,55 7.73 [—-%--]
o - - +-———— -
70 105 140 1745

Pooled 3tDew = 7.53

Figura 10.7— Analise ANOVA para Amostras de Pericardio Bovino apos 6h de Imersao

One-way ANOVA:! INCHAMENTO versus GRUPO

Jource DF 33 ik} F P
GRUEO 3 473.0 157.7 3,15 0.086
Error g 400.4 0.1

Total 11 873.4

§ = 7.075 PR-Sq = 54.15% R-Sgiadj) = 36.96%

Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled ZtDev

Lewel 0] HMean Sthev —+———-—————- o —————— o F-——————

(bl BTL - & horas 3 83.03 10.24 [———————- e ]

[c) BTZ - 6 horas 3 78.09 4. 758 [-——————- e 1

(d) BT3 - 6 horas 3 93.53 3.6l [—————— e ——— 1

(el BElL - & horas 3 91.55 7.73 [mm——————— e 1
- +-— e e
T an an 100

Pooled S5tDew = 7.07

Figura 10.8 — Analise ANOVA para Amostras de Pericardio Bovino apos 6h de Imersao
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10.2 Variavel Concentragao da Solugdo de Glutaraldeido

One-way ANOVA: INCHAMENTO versus GRUFPO

SGource DF 55 Ma F P

GRUPQO 2 l6.6 8.3 0.28 0.758

Error 15 440.1 29.3

Total 17  456.7

5 = 5,417 R-3q = 3.63% B-Zgladj)l = 0.00%
Individual 95% CIs For Mean Based on
Pooled 3tDew

Lewvel N Mean Sthew ————-- +-——————— Fm——————— Fo——————— +-—-

PGOZ - 1 hora & 74.900 5,976 [-———--————eeeeo e ]

PGO4 - 1 hora & 7Te.731 Z.950 [-————— e ]

PGO&E - 1 hora & 77.093 6.603 [-————— e ]
————— T e - +---

72.0 75,0 7a8.0 81.0
Pooled 3thew = 5.417

Figura 10.9 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apés 1h de Imerséo

One-way ANOVA: INCHAMENTO versus GRUPO

Jource DF 35 M3 F P
GRUPO 2 111.1 &55.6 2.55 0.10%9
Error 15 323.5 Zl.6
Total 17 434.6
5= 4,644 B-48g = 25.57% E-53giadj) = 1lh.65h%
Indiwidual 95% CIz For Mean Based on
Pooled StDhew
Level i} Mean StDhev ——— o Fm e -
PGOZ - 6 horas & 79.184 5,658 [-———————= F e ]
PGO4 - 6 horas 6 85.240 5,077 [———————— e 1
PGOG - & horas 6 B8l.690 2,630 [-—=—————- e ]
- +-— = +-———— - +-———-
T6.0 a0.0 g4.0 ga.0
Pooled 3tDew = 4,644

Figura 10.10 — Analise ANOVA para Amostras de Cuspide Porcina apds 6h de

Imersao



