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DEFINICOES

Cuspide e Folheto: A cuspide € parte da valvula cardiaca, que tem a fungéo
de permitir que o sangue flua em somente um sentido. Normalmente ha trés
cuspides para cada valvula, com excecdo da valvula mitral, que possui duas
cuspides. O folheto é o tecido em forma de bolsa, que faz parte da cuspide da

valvula cardiaca.

FoLneTo

PO

<
-

Anastomose: Uma unido natural ou cirdrgica de duas partes ou ramais de
estruturas tubulares de forma a torna-los continuos. Um exemplo é a

reconexao cirlrgica de duas extremidades de uma artéria.

Desnaturacao: Um processo no qual a estrutura de uma proteina é alterada,
fazendo com que a proteina torne-se biologicamente inativa. E a destruicdo de
sua estrutura tridimensional natural, causada por um agente externo (calor, por

exemplo).
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SIGLAS

AEQ: Area Efetiva do Orificio. Area da valvula que abre efetivamente durante o

ciclo cardiaco sob fluxo e pressao constantes.

ANOVA: Acrénimo para "Analysis of Variance", ou Andlise de Variancia. E um
teste estatistico amplamente difundido entre os analistas, e visa
fundamentalmente verificar se existe uma diferenca significativa entre as

médias de dois grupos de dados.

DSC: “Differential Scanning Calorimetry”, ou Calorimetria Exploratéria Diferencial.
Técnica termoanalitica na qual a diferenca na quantidade de calor requerida para
aumentar a temperatura de uma amostra e uma referéncia sdo medidas em funcéo da
temperatura. A principal aplicacdo é estudar transicdo de fases, tais como fusao,

transicdo vitrea e decomposi¢des térmicas.

MEV: Microscopio Eletrdnico de Varredura.
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RESUMO

Biopréteses de valvulas cardiacas sdo fabricadas com suturas, que trazem
desvantagens como a dificuldade de automatizar o processo e concentracdo de
tensdo na regido de unido do tecido. A soldagem de tecido é uma técnica que pode

ser um substituto a sutura.

Estudos foram realizados com o intuito de avaliar a viabilidade da solda térmica para o
tecido biolégico utilizado na bioprétese, avaliar sua resisténcia mecanica e procurar

entender os mecanismos envolvidos no processo.

Os experimentos envolveram aplicacdo direta de calor no tecido a ser soldado. Na
busca dos melhores resultados, foram investigadas variacdes nos seguintes
parametros: temperatura, umidade, tempo de exposicdo, método de aplicacdo do calor
e fixacdo quimica. O melhor método consistiu em fazer um incisdo numa amostra do
tecido e expb-lo a temperatura e umidade controladas numa estufa. A resisténcia

mecanica da solda foi avaliada num ensaio de tracao.

A maior resisténcia mecanica média foi obtida com a solda feita na estufa a 40 °C,
com umidade controlada entre 30 e 40%. O tempo de exposi¢cdo ao calor também
aumentou a resisténcia mecéanica, mas esta diferenca desapareceu apos a fixacao
guimica. Por sua vez, a fixacdo quimica mostrou-se indispensavel na estabilidade da
solda, ja que esta se desfaz ap0Os a re-hidratacdo em solucao salina, caso ndo seja
fixada. Os melhores resultados foram obtidos com glutaraldeido a 2,50% por 15 dias.
Os resultados correspondem a cerca da metade da resisténcia mecanica média obtida
com suturas, mas alguns valores isolados mostraram que ha o potencial de se obter
soldas com resisténcia comparavel a sutura. A espectroscopia Raman e a analise no
MEV mostraram que a solda esta mais relacionada a ligacdo quimica entre fibras de

colageno do que propriamente uma fusdo do material.
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ABSTRACT

Cardiac valve bioprosthesis are manufactured by means of sutures, which brings some
disadvantages, as the difficulty of creating an automated process and the stress
concentration in the tissue suturing region. Tissue welding is a technique that can

replace the suture.

Studies were carried out with the purpose to assess the feasibility of applying the
thermal welding in the biological tissue used in the bioprosthesis, evaluating its

mechanical strength and understanding the mechanisms involved in the process.

The experiments involved the direct application of heat in the tissue to be welded. In
order to pursue the best results, the following parameters were assessed: temperature,
humidity, exposure time, heat application method and chemical fixation. The best
method consisted of making an incision in the tissue sample and exposing it to the
controlled temperature and humidity in an incubator. The mechanical strength of the

weld was evaluated in a tensile test machine.

The highest average mechanical strength was obtained from the weld made within the
incubator at 40 °C, with a controlled humidity between 30% and 40%. The heat
exposure time also increased the mechanical strength, but this difference disappeared
after the chemical fixation. The chemical fixation in turn was demonstrated to be
essential for the stability of the weld, which disappears after re-hydration in saline
solution, if it was not fixed. The best results were obtained with 2.50% glutaraldehyde
for 15 days. The results correspond to about half of the average mechanical strength
obtained with sutures, but some isolated values showed that the potential to obtain
welds with the strength as the suture. Raman spectroscopy and analysis at the SEM
showed that the weld is more associated with chemical bonds between collagen fibers

than material fusion.



1 INTRODUCAO

A pesquisa aqui apresentada sobre a soldagem de tecidos biolégicos foi realizada
objetivando uma potencial aplicacdo na fabricacdo de biopréteses de valvulas

cardiacas.

Préteses de valvulas cardiacas séo utilizadas para substituir, cirurgicamente, valvulas
do coracado, principalmente as valvulas adrtica e mitral. A valvula nativa pode
apresentar alguma anomalia ou problema que impeca o seu funcionamento normal,
afetando desta forma a circulacdo adequada de sangue pelo corpo que leva a diversas
complicacBes na vida normal de uma pessoa. Em alguns casos ha a possibilidade de
reparar a valvula nativa, mas em outros ha a necessidade de substituir a véalvula
doente por uma prétese, que pode ser mecanica ou biolégica. O alvo desta

investigacao € a do tipo bioldgica.

As préteses de vélvulas cardiacas biolégicas sdo também denominadas bioproteses
de vélvulas cardiacas. O termo "bioprotese" foi criado por Carpentier, renomado
pesquisador da &rea cardiovascular, que também introduziu, em 1968, o glutaraldeido
como agente para fixacao de tecidos biolégicos. Este composto quimico € utilizado até

os dias de hoje como o mais indicado para o processo de fixagdo quimica.

Bioproteses de valvulas cardiacas bioldgicas sdo hoje produzidas através da utilizagédo
de folhetos de valvulas porcinas ou de folhetos produzidos com o pericardio bovino.
Em ambos os casos, os folhetos sdo presos, através de suturas, a um anel de material

polimérico. A pesquisa sera focada na bioprétese de material porcino.

A producédo destas valvulas € um trabalho manual, que consiste essencialmente na
execucdo de suturas que unem os trés folhetos e os prendem ao anel de suporte.
Algumas destas suturas séo de dificil execucdo, especialmente na execucado da
comissura — que une as paredes de dois folhetos adjacentes — e, a0 mesmo tempo, 0s
fixa ao anel. A dificuldade esta no acesso a regido de sutura e a técnica exigida para

se ter um bom acabamento.



Devido a irregularidade do material biolégico, que apresenta as mais diversas
variac6es de forma e tamanho, por ser um material muito flexivel e pela complexidade
da técnica utilizada para suturar os folhetos, torna-se muito dificil inserir etapas
automatizadas no processo. Em outras palavras, a producéo fica muito dependente de
uma mao-de-obra muito especializada. E ¢é praticamente impossivel encontrar
profissionais prontos para a producao de uma bioprétese de valvula cardiaca, exigindo
um treinamento muito longo. Em um certo fabricante local o treinamento pode durar

cerca de 6 meses.

Talvez a solucdo para a questdo da automacdo de algumas etapas esteja numa
tecnologia que tem sido desenvolvida na area cirlrgica, e a qual percebeu-se que
poderia ter uma potencial aplicacdo na fabricacdo de bioproteses de valvulas

cardiacas: a soldagem de tecido biologico.

No campo da cirurgia de reparo de alguns 6érgaos como rim, vasos sanguineos
(anastomose) e figado, a soldagem como alternativa a sutura vem sendo bastante
estudada. Varias técnicas vém sendo estudadas, inclusive utilizando-se laser como
fonte de energia para o processo. Esta técnica ainda esta em fase de pesquisa, ainda
que j4 tenha sido aplicada algumas vezes em campo, mas 0s resultados tém

empolgado os pesquisadores.

As pesquisas citam dois termos quando falam de soldagem de tecidos: "tissue
welding" e "tissue soldering”. "Tissue welding" pode ser traduzido como soldagem de
tecido, pela semelhanca ao processo utilizado com outros materiais, principalmente o
metal. Na soldagem, a unido ocorre por aquecimento das bordas apostas e
conseqguente unido, sem a necessidade de qualquer outro agente estranho ao proprio
material. J& para "tissue soldering”, a melhor traducdo que podemos encontrar é
brasagem. Na metalurgia ou ciéncias dos materiais, brasagem é o processo de uniao
de dois materiais, pela adicdo de um material diferente cuja temperatura de fusdo é

menor que a do material de base.

Nas pesquisas de unido de tecidos biolégicos, comecgou-se a utilizar o termo
"soldering"” quando descobriu-se que a adicdo de algumas proteinas, como a
albumina, aumentavam a resisténcia da solda. Porém, € importante destacar logo aqui

na introdugcdo que a brasagem ndo é um método interessante para o objetivo deste



trabalho. Na cirurgia ele € util, pois aumenta a resisténcia da solda e o agente soldante
€ absorvido gradativamente pelo corpo humano, a medida que o processo natural de
recuperacdo ou cicatrizacdo do tecido vai ocorrendo. Em outras palavras, numa
cirurgia em um tecido vivo, a solda sé é importante mesmo nos primeiros momentos,
até que a regeneracéo do tecido retome a resisténcia normal do mesmo. Mas como o

AN

alvo deste trabalho é um bioprétese de valvula porcina, cujo tecido esta "morto” e ndo
tem condicOes de se regenerar, a solda tem que ser definitiva. Portanto, descarta-se a
opcdo da brasagem neste trabalho. Além disso, a solda pura, sem um material
estranho, é também mais interessante simplesmente pela ndo necessidade de se

adicionar um material estranho na protese.

No processo de montagem de uma valvula cardiaca, a unido por soldagem traz

vantagens potenciais em relacdo ao método atual com suturas:

. Possibilidade de desenvolver etapas automatizadas de fabricagéo.

. Melhor acabamento na regido de unido, que pode se traduzir também em

melhor comportamento hemodinamico da bioprotese.

. Ganho de produtividade, ou seja, o tempo gasto com soldagem do tecido

menor que a aplicacdo de uma sutura.

A investigacdo sobre os efeitos da soldagem térmica no tecido biolégico ajudardo a
entender o potencial desta técnica para futuras aplicacdbes na manufatura de

biopréteses de valvulas cardiacas.



2 OBJETIVOS

Nas fontes pesquisadas, vé-se que ha muitas pesquisas no campo cirdrgico, mas
nada com relacdo a biopréteses. A intencdo é entdo demostrar que existe um
potencial de aplicagdo da solda térmica em préteses que utilizam material bioldgico,

mais especificamente, biopréteses de valvulas cardiacas.

De forma bem sucinta, os principais objetivos deste trabalho séo:

e Verificar a viabilidade do uso da solda térmica para o tecido da cuspide porcina

- que € o tecido utilizado na fabricagcéo da bioprétese de valvula porcina.

e Definir parAmetros importantes que possam auxiliar, em um trabalho posterior,

no desenvolvimento de uma técnica de soldagem a laser deste tecido.
o Verificar a possibilidade de executar a soldagem sem a necessidade de se
utilizar material exégeno ou cromadforos para auxiliar na soldagem. A soldagem

deve ser realizada tdo somente com a acéo do calor sobre o material.

e Investigar a resisténcia mecanica do tecido soldado, comparando-o com a

resisténcia natural do tecido e também com o tecido unido por suturas.

e Procurar entender os mecanismos envolvidos na soldagem térmica do tecido.

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para alcancar estes objetivos, foram feitos experimentos com aplicagéo direta de calor
no tecido a ser soldado. Estes experimentos envolveram variagbes nos seguintes
pardmetros, na busca da combinacdo que trouxesse os melhores resultados para a

soldagem do tecido:

e Temperatura.



e Umidade relativa.

e Tempo de exposicdo a temperatura.

e Método de aplicagdo do calor (aplicacdo direta de calor com metal aquecido,
estufa com temperatura e umidade controladas, imersdo em solucdo com

temperatura controlada)

e Fixacdo quimica do tecido biolégico com glutaraldeido ap6s o processo de
soldagem (com variagdo também nos parametros do processo de fixacdo

quimica, como concentracdo do agente fixador e tempo).

A resisténcia da solda foi investigada através de ensaios de tracdo, para
quantificacdo da resisténcia mecanica do material soldado. Foi também avaliada

através de comparacao com o tecido integro e com o tecido suturado.

Para buscar um melhor entendimento dos mecanismos envolvidos no processo de
soldagem, além de avaliar os resultados obtidos com 0s experimentos acima
descritos, foram também realizadas analises em microscépio eletrbnico de

varredura e espectroscopia Raman.

O MEV (Microscépio Eletrbnico de Varredura) foi utilizado para se analisar a
estrutura fisica na regido da solda, onde foi observado se a solda ocorreu por uma
simples fusdo do material, um entrelacamento das fibras de colageno, alguma
ligacdo entre as fibras de colageno ou qualquer outro aspecto que traga uma

informacao atil no entendimento do processo de soldagem.

A espectroscopia Raman foi util para se analisar ligagbes quimicas que
porventuram tenha surgido (ou desaparecido) com o processo de aquecimento do

tecido, e que, portanto tenham contribuido para o processo de soldagem.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Valvulas cardiacas e bioproéteses de valvulas cardiacas.

As valvulas cardiacas sao as responsaveis por regular o fluxo de sangue através do

coracao, através da abertura e fechamento de seus folhetos.

Quatro valvulas principais mantém o sangue fluindo em uma sé direcao através do
coracdo. O fluxo de sangue entre o atrio e ventriculo € controlado pela valvula
tricispide no lado direito e pela valvula mitral no lado esquerdo. As valvulas aértica e

pulmonar controlam a passagem de sangue que sai do coracéo.

As mudancas que ocorrem com a pressdo no coracdo, causadas pela contracdo

(sistole) e relaxamento (diastole), fazem as valvulas abrirem e fecharem (Figura 3-1).

Diastole Systole

Pulmonary
Valve

Pulmonary
Valve

) Aottic Valve
Aoprtic Valve

Tricuspid
Valve

Tricuspid Valve

Figura 3-1 - Corte do coracdo mostrando as valvulas abrindo e fechando durante a

diastole e a sistole.

H4, basicamente, dois tipos de préteses de valvulas no mercado: valvulas mecénicas
e valvulas bioldgicas — com material de origem porcina ou bovina. Ha vélvulas

biolégicas com material oriundo de outros animais, mas ndo em escala industrial.



Entre as valvulas biolégicas, ha modelos fabricadas com ou sem anel de suporte. As
valvulas biol6gicas citadas neste trabalho referem-se as valvulas fabricadas com anel

do fabricante St. Jude Medical.

As valvulas biolégicas apresentam as seguintes vantagens, quando comparadas as

mecanicas:

. Melhor hemodinamica.

. Baixa trombogenicidade, ou seja, ndo ha necessidade de anticoagulantes.
. Melhor qualidade de vida.

As valvulas biol6gicas porcina sédo construidas a partir da vélvula de porcinos, da qual
extraem-se as cuspides. Estas clspides séo selecionadas, fixadas e preparadas para
0 processo de fabricacdo. As cUspides preparadas sao, entdo, selecionadas pelo
operador num processo chamado de “casamento”, na qual ele escolhe trés cuspides
cujas caracteristicas e tamanho sdo as mais proximas possiveis. Estas trés cuspides
sdo entdo posicionadas e fixadas a um anel de plastico revestido com um pano de

poliéster, formando a valvula, como a da foto na Figura 3-2




Figura 3-2 - Foto de uma bioprétese de valvula porcina, produzida pela St. Jude Medical

Apbs a fabricacdo, a bioprétese é submetida ao Teste de Fluxo Uniforme, no qual é
verificado o gradiente de pressdo através da valvula quando um fluido o atravessa.
Este valor € importante, pois esta diretamente relacionado com o esforco que o
coracdo devera fazer quando bombear o sangue através das valvulas. Valores de
gradiente sdo aceitos somente até um limite superior. Caso a bioprétese apresente um
valor acima deste limite, ela ndo podera ser aceita para uso clinico. Para que a valvula
apresente baixos valores de gradiente de pressdo, € importante, além de varios
fatores como bom casamento entre os folhetos, que ela tenha um bom acabamento. O
gradiente esta inversamente associado a Area Efetiva de Orificio (AEO), que é a area
efetiva que o sangue encontra para atravessar a valvula quando esta com os folhetos

totalmente abertos.

Além de manter os gradientes de pressao abaixo dos limites pré-definidos, €
importante também que a vélvula apresente os valores mais baixos possiveis por uma
questdo de competitividade no mercado de valvulas cardiacas, além de apresentar

uma melhor performance para o paciente.
3.2 Tecido conjuntivo e colageno

Ao estudar o potencial de uma solda na cuspide, é importante entender a composicao
basica do seu material constituinte. A cluspide é formada por um tecido mais espesso,
gue corresponde a parede da aorta, e uma bolsa de tecido mais fino, que € o folheto e
€ o responsavel pelo abrir e fechar da valvula. Nosso interesse volta-se para a parede
da aorta, que é a parte da cuspide que deve ficar fixa as cuspides vizinhas e ao anel
de suporte, na bioprétese. O folheto deve ficar livre para movimentar-se, mantendo

somente a ligacdo natural a cuspide.

A parede da aorta, assim como 0s demais vasos sanguineos, é constituida de tecido
conjuntivo. O tecido conjuntivo € caracterizado por ter uma quantidade relativamente
pequena de células e uma matriz extracelular rica em fibras (OREFICE et al.,2006). A
matriz extracelular é toda a massa que preenche os espacos entre as células, e é
constituido de proteinas e outros materiais fabricados pelas préprias células. As
propriedades do tecido conjuntivo estdo relacionadas a concentracdao ou densidades

daquelas fibras, sua posicdo na matriz e eventualmente sua minerilizacdo (OREFICE



et al.,2006). Estas fibras podem ser de varios tipos, sendo que a que mais se destaca
€ o colageno. O colageno é normalmente o principal responsavel pela resisténcia do
tecido (OREFICE et al.,2006).

O colageno é a proteina mais abundante nos mamiferos (NIMNI,1988) e representa
aproximadamente 1/3 de todas as proteinas, sendo composto de 33% de glicina, 13%
de prolina e 9% de hidroxiprolina. Diferentes propor¢cdes entre carboidratos e
peptideos e diferentes sequéncias de aminoacidos determinam caracteristicas
especiais para tipos diferentes de coldgeno. No caso dos vasos sanguineos, onde
incluimos a aorta, as principais fibras presentes na matriz extracelular sdo de colageno
do tipo lll.

O coladgeno do tipo Il pertence ao grupo de colagenos que formam fibrilas. As
moléculas desses colagenos se agregam para formar fibrilas (Figura 3-3) bem visiveis
no microscopio eletrénico. (JUNQUEIRA e CARNEIRO,1999)

Fibril

Tropocollagen —

helix

Figura 3-3 - Fibras, fibrilas e microfibrilas do colageno. (CAMPBELL, 1995)

A unidade protéica que se polimeriza para formar fibrilas colagenas € uma molécula
alongada denominada tropocolageno, que mede 280 nm de comprimento por 1,5 nm

de espessura. A molécula de tropocolageno consiste em trés cadeias polipeptidicas



10

dispostas em hélice (Figura 3-3). As diferencas na estrutura quimica dessas cadeias

sao responsaveis pelos varios tipos de colageno. (JUNQUEIRA e CARNEIRO,1999)

No colageno tipo Ill (assim como no tipo | e Il), as moléculas de tropocolageno se
agregam em unidades microfibrilares que se juntam para formar fibrilas (Figura 3-3).
Pontes de hidrogénio e interaces hidrofdébicas sédo importantes para a unido dessas
unidades que, posteriormente, sdo reforcadas por ligacdes covalentes. (JUNQUEIRA e
CARNEIRO,1999)

As fibrilas colagenas séo estruturas delgadas e alongadas, com diametro variavel,
geralmente entre 20 e 90 nm. No colageno tipo Il (assim como no tipo | também), as
fibrilas formam fibras. Na microscopia Optica, podem-se observar estas finas fibras
(JUNQUEIRA e CARNEIRO,1999).

As fibras colagenas mais frequentes sdo as do tipo I. No estado fresco sao brancas,
conferindo essa cor aos tecidos nos quais predominam. A cor branca dos tendbes

deve-se a sua riqueza em colageno.

Por serem longas e de trajeto tortuoso, a morfologia das fibras nao é facil de ser
estudada nos cortes histolégicos. Para essa finalidade, um preparado por distensao,
que ndo precisa ser cortado ao micrétomo, é mais conveniente. Num preparado por
distensdo as fibras colagenas aparecem como estruturas cilindricas alongadas e
flexuosas, com didmetro de 1 a 20 um e cujas extremidades se perdem entre 0s
outros elementos do tecido, por isso ndo é possivel medir o comprimento dessas

fibras.

Quanto a temperatura de transicdo vitrea do colageno, encotramos algumas
informacdes em DONG et al. (2003), que menciona os trabalhos de Mrevlishvili et al.
(1998) e Belopolskaya et al. (2000). O primeiro utilizou um microcalorimetro de
varredura adiabatica diferencial e o segundo utilizou o DSC (Calorimetro de Varredra
Diferencial). Ambos encontraram uma temperatura de 40 °C como sendo o ponto de

transigcdo vitrea do colageno.
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DONG et al. (2003) fez um estudo através de espectroscopia Raman. Ele obteve
colageno tipo | e preparou a amostra para analise. Ele obteve espectros do colageno

em diferentes temperaturas.

A banda a 1263 cm™ foi atribuida & vibracdo caracteristica da Amida lll, a qual é
utilizada para estimar caracteristicas de conformacdo da estrutura basica da proteina.
Esta banda desaparece quando a temperatura alcanca 110 °C. O desaparecimento
desta banda significa que as ligacdes de hidrogénio entre as trés hélices do coldgeno

guebraram e a desordem da estrutura das proteinas aumenta.

A banda em 1443 cm™ é associada ao metil e metileno. Ela denota a desnaturagéo do
colageno. A intensidade desta banda é baixa na faixa de temperatura do corpo
humano, o que indica que o colageno € muito estavel nesta faixa. Ja a 42 °C a banda
atinge um pico de intensidade, indicando que a estrutura do colageno mudara e a
denaturacdo ocorrera uma vez que a temperatura esteja acima na faixa normal de

temperatura fisiologica.

3.3 Soldagem de tecidos.

A busca por uma alternativa a sutura nos procedimentos cirtrgicos de uniao de tecidos
ja tem um histérico de varias décadas. Desde os estudos de Young em 1940,
estudando as possibilidades da fibrina como um material de adesdo para reatar um
nervo rompido, vérias tentativas tem sido feitas para unir tecidos bioldgicos com
técnicas diferentes a da sutura. Uma destas tentativas é a técnica de soldagem de
tecido com laser (MENOVSKY et al., 1995).

A unido de tecidos sem uso de suturas ja foi possivel através de "colagem" dos
segmentos, utilizando seja uma substancia estranha tal como cianocrilatos, ou
compostos naturais tais como trombina e fibrina. Potencialmente pode-se também
obter uma solda através do aquecimento do tecido, que pode ser alcancado por
resisténcia elétrica, fluido circulante, corrente de radio frequéncia, microondas,

ultrasom, radiacéo 6ptica infra-vermelha ou laser (ANDERSON,1999; 1999).
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Entre as op¢Bes de soldagem com calor, pode-se citar 0 método "Thermal Welding
System", descrito por KARATZIAS et al. (2005) como um novo instrumento cirdrgico
que utiliza calor e presséo para selar e dividir tecidos. Os desenvolvedores deste novo
instrumento térmico acreditam que os efeitos desejados de desnaturacdo de proteina
poderiam ser alcancados mais eficientemente através do uso de aquecimento direto
do tecido do que uma forma intermediaria de energia — elétrica, ultrasbnica, laser,

radiofrequéncia, etc.

A soldagem de tecidos ja vem sendo estudada a cerca de mais de 30 anos. A principal
forma de soldagem utilizada até o momento tem sido o laser. A soldagem a laser de
tecido tem sido investigada para aplicacdes cirdrgicas durante estas mais de trés
décadas (CONSTANTINESCU et al., 2007) e tem sido estudada nos mais diferentes
sistemas (BARRIERA et al., 2000).

As primeiras estruturas que foram unidas por laser foram vasos sanguineos, e maior
parte do conhecimento e experiéncia na unido de tecidos por soldagem é baseada em
experimentos com soldagem de tecidos vasculares. Outras estruturas tubulares tais
como intestino, uretra, e estruturas nao-tubulares tais como pele e membrana do

timpano tem sido unidas por varios sistemas de lasers (MENOVSKY et al., 1995).

O primeiro uso com sucesso de uma soldagem de tecido a laser de um pequenos
vasos sanguineos foi em 1979, quando Jain and Gorisch fizeram um reparo em
incisBes feitas em vasos sanguineos de ratos com um laser Nd:YAG. Nos anos
seguintes, varios pesquisadores tiveram sucesso na utilizacdo de diferentes
comprimentos de ondas e configuracbes do laser para utilizacdo em anastomose
vascular (TALMOR et al., 2001).

As pesquisas realizadas até entdo envolveram os mais diversos tecidos — como secao
de raiz adrtica de ovelha (FENNER et al., 1994), artérias e veias porcinas (OTT et al.,
2001), intestino porcino (PRAHL e PEARSON, 1997), aorta bovina (MCNALLY et al.,
1999), colageno tipo | de coelho e equinos (CONSTANTINESCU et al., 2007), tendao
de aquiles de bovino e pele de porcino (ANDERSON,1999; 1999), nervos, apéndice
atrial esquerdo (JAYAKAR et al., 2005), veia femoral de cachorro (SMALL et al., 1998)
— e também aplicagbes em procedimentos cirirgicos — como tonsilectomia
(KARATZIAS et al., 2005), pieloplastia (BARRIERA et al., 2000).
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Melhorias na qualidade da solda de tecido forma obtidas através da adicdo de um
soldante, usualmente contendo um croméforo tal como indocianina verde, para
absorcdo de luz, e proteinas, na maior parte das vezes, serum albumina
(CONSTANTINESCU et al., 2007). A aplicacdo de croméforos especificos para o
comprimento de onda do laser propicia uma absorcéo diferente entre a regido tingida e
o tecido adjacente (MCNALLY et al., 1999), reduzindo os efeitos indesejados de dano

ao tecido adjacente a regido de solda.

Nos experimentos realizados por OTT et al. (2001), os vasos soldados com laser de
diodo e albumina tiveram resisténcia bem maior que o uso exclusivo do laser Ho:YAG.
Os vasos soldados com laser de diodo de 808 nm utilizando albumina tiveram uma

resisténcia de 1 N comparado a 0,3 N do uso exclusivo do laser.

Porém, nédo ha ainda uma explicacdo sobre como a soldagem do tecido ocorre. Uma

discussdo mais detalhada sobre este assunto sera feita na se¢éo 3.5.

E crescente o nimero de pesquisas no sentido de desenvolver uma metodologia de
soldagem térmica do tecido biolégico. E o que vem motivando o desenvolvimento da
soldagem do tecido em substituicdo a sutura sdo as varias vantagens potenciais que
ela pode oferecer quando se ha a necessidade de unir ou reparar tecidos biologicos.

Estas vantagens e desvantagens sdo descritas com detalhes na proxima secéo.

A maioria absoluta destas pesquisas € feita com o emprego do laser, que traz

vantagens adicionais na obtencédo de uma boa solda.
3.4 Vantagens e desvantagens da solda em relacdo a sutura.

Varias sdo as vantagens do uso da solda apresentadas pelos pesquisadores, muitas
das quais sdo especificamente benéficas para os procedimentos cirdrgicos —
possibilidade de serem feitas endoscopicamente (OTT et al.,2001; TALMOR et
al.,2001), reduzem a possibilidade de aneurismas (OTT et al., 2001), desenvolvem
menos tecido cicatrizante (MENOVSKY et al.,1995; LA JOIE et al.,1996), melhor
recuperacdo no reparo de nervos (MENOVSKY et al.,, 1995). Estas vantagens nao
serdo discutidas em detalhes aqui, pois ndo teriam uma aplicacdo direta para o foco
deste trabalho, que é a bioprétese de valvula cardiaca. Portanto, seguem as demais

vantagens citadas pelos pesquisadores e que sao interessantes para a bioprétese.



14

A solda é menos traumética ao tecido. A sutura e agulha produzem um
trauma no tecido, pois a agulha tem que romper o tecido em varios pontos para
a passagem da sutura (BARRIERA et al.,2000; MCNALLY et al.,1999). Além
disso, depois de finalizada a sutura, os furos tornam-se concentradores de
tensdo quando o tecido é solicitado, lembrando-se que a linha é praticamente

inelastica e tem que manter unido o tecido, que por sua vez € elastico.

A solda produz um acabamento mais estanque, quando comparado a
sutura. Em aplicagbes como anastomose de vasos sanguineos, por exemplo,
pesquisadores mostraram a grande vantagem da soldagem criar um
fechamento imediatamente estanque contra vazamentos, ou seja, reduz o
sangramento logo apods a cirurgia (BARRIERA et al.,2000; MCNALLY et
al.,1999). Suturas podem vazar, o que pode causar complicacdes tais como

vazamento de fluido gastrico apdés cirurgia do intestino (ANDERSON,1999).

Tempos menores de operacdo. Uma vez dominada a técnica de soldagem,
pode-se obter tempos muito menores de operacdo, quando comparadas a
sutura (FENNER et al.,1994; BARRIERA et al.,2000; ANDERSON,1999).

Menor reacdo imunoldégica. Uma sutura € mais um corpo estranho que se
adiciona ao tecido operado, o que aumenta o risco de infeccdo ou reacédo
imunoldgica adversa (ANDERSON,1999; BARRIERA et al.,2000; MCNALLY et
al.,1999; FENNER et al.,1992). A solda utiliza o proprio material do tecido a ser

unido para promover a ligacéo das duas bordas.

Potencial para desenvolver um processo automatizado. Nos casos de
fabricacdo de bioproteses que utilizam tecido animal, como € o caso das
biopréteses de valvulas cardiacas, a unido dos tecidos é sempre feita através
de suturas. Este tipo de unido demanda uma grande habilidade humana, o que
dificulta muito o desenvolvimento de um sistema automatizado. O
desenvolvimento de uma soldagem térmica pode tornar mais préxima a
possibilidade de se criar um processo automatizado, pelo menos em alguns

passos do processo de fabricagéo.
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Melhor acabamento e melhor precisdo. FENNER et al. (1994) observou que,
seja pela técnica de desidratacdo ou laser, seja acima da temperatura de
desnaturacdo ou abaixo dela, a soldagem térmica do tecido pode criar uniées
de topo de alta qualidade, ao ponto de ser dificil de identificar a area que foi
soldada.

O procedimento de soldagem abre uma gama de possibilidades para pequenas
estruturas (por exemplo, pequenos vasos sanguineos), cujo tamanho esta
abaixo daquele acessivel para técnicas comuns de sutura (OTT et al.,2001;
FENNER et al.,1994; TALMOR et al.,2001).

Héa também, no entanto, efeitos indesejados da soldagem face aos bem estabelecidos

métodos de sutura. Estas desvantagens estdo mais relacionadas ao fato de a

soldagem térmica do tecido ainda estar em fase de desenvolvimento. Estas incluem:

Baixa resisténcia. Muitos estudiosos observaram que a solda resultante é
fraca quando comparada com a sutura. MCNALLY et al. (1999) e BARRIERA
et al. (2000) observaram que a anastomose feita através de solda a laser era
fraca, principalmente nos primeiros dias de recuperacdo. ANDERSON (1999) e
MENOVSKY et al. (1995) também observaram, em outras aplicacbes, que a

unido resultante é fraca.

Dificuldade técnica. Esta caracteristica levantada por varios autores esta mais
relacionado ao uso do laser. As dificuldades técnicas encontradas referem-se
ao dificil alinhamento do tecido (MCNALLY et al.,1999; BARRIERA et al.,2000),
falta de uma definicdo de um "ponto de finalizagdo" (MCNALLY et al.,1999;
OTT et al.,2001), baixa reproducibilidade (MCNALLY et al.,1999; BARRIERA et
al.,2000; SCHERR et al.,1998), técnica muito dependente da habilidade do
cirurgido (LA JOIE et al.,1996).

No caso do alinhamento do tecido, uma solucdo seria colocar alguns poucos
pontos de sutura na regido, mas adicionaria a unido algumas das
desvantagens das suturas ja discutidas anteriormente. A falta de definicdo de
um "ponto de finalizacdo" esta relacionada a dificuldade de saber 0 momento
ideal de interromper o fornecimento de calor a regido de solda. Se o tempo for
muito curto, pode-se ter uma solda muito fraca. Se o tempo for muito longo,

pode-se causar maiores danos térmicos ao tecido.
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Esta dificuldade técnica de alinhamento das bordas a serem soldadas tem
grande influéncia na resisténcia final da solda. Em OTT et al. (2001), por
exemplo, a soldagem a laser resultou em valores bem menores para veias —
cerca da metade — do que para artérias, exatamente porque 0 manuseio de
artérias é muito mais facil do que o manuseio de veias devido a maior firmeza

da estrutura.

Baixa reprodutibilidade. A baixa reprodutibilidade ainda é um problema para
esta nova técnica (MCNALLY et al.,1999; BARRIERA et al.,2000; SCHERR et
al.,1998). Porém a técnica de sutura, ainda que tenha melhor reprodutibilidade,
também sofre com varia¢des causadas por fatores como posicéo da agulha em
relacdo ao tecido, ajustes feitos durante a sutura, espacamento das suturas,

tensdo dos nds, que sao variantes dependentes do operador.

Dano térmico ao tecido. Este € outro ponto discutido, principalmente quando
fala-se de soldagem a laser. O calor gerado pode danificar o tecido adjacente a
regido da solda (MCNALLY et al.,1999; BARRIERA et al.,2000). A melhor
solucdo encontrada até agora para minizar este efeito, pelo menos quando a
solda térmica é feita através de um laser, é a utilizacdo de cromoéforos na
regido da solda. Um croméforo é uma substancia que possui uma grande
absorcdo de calor para o comprimento de onda especifico do laser utilizado.
Isto significa que o cromdforo concentra a maior parte da energia térmica na
regido em que ele estd presente, reduzindo consideravelmente a energia

térmica difundida para a regido do tecido nao tingida por ele.

Mecanismo da solda ainda é desconhecido. H& ainda muita discusséo sobre
0 exato mecanismo que ocorre na solda por laser ou outras fontes de calor (LA
JOIE et al.,1996; FENNER et al.,1994; PRAHL e PEARSON,1997,
CONSTANTINESCU et al.,2007). Constantinescu cita que ainda que a solda
térmica de tecido tenha sido descrita pela primeira vez em 1964, e tem sido
investigada intensamente desde entdo, o0 mecanismo exato ainda permanece

nao esclarecido.
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3.5 Hipoteses sobre os mecanismos envolvidos na soldagem de tecidos.

Como ja comentado na secdo 3.2, o mecanismo envolvido na soldagem de tecidos
ainda nao estad completamente desvendado (FENNER et al.,1994; REISER et al.,1997;
SCHERR et al.,1998; PRAHL e PEARSON,1997; CONSTANTINESCU et al.,2007;
SMALL et al.,1998), ainda que varias hipéteses e estudos tenham surgido. Como o
mecanismo fundamental ainda permanece sem elucidacdo, chama-se a unido de
tecidos biolégicos de “soldagem”, “fusdo”, “adesdo” ou “colagem” (PRAHL e
PEARSON, 1997). Mas entre estes, o termo “soldagem” € o mais utilizado, por
analogia ao processo de unido de materiais como a¢o, em que a unido € feita através

da fusdo do metal na interface e consequente resfriamento e solidificacéo deste.

Ainda que néo esteja totalmente conhecido, avancos tém levado a um entendimento
melhor destes mecanismos (TALMOR et al., 2001).

Grande parte das pesquisas sobre a soldagem de tecido biolégico foi feita utilizando-
se o laser com instrumento. Muitos dos autores acreditam que a soldagem ocorre por
um efeito térmico da irradiagcéo do laser sobre o tecido, ou seja, a energia luminosa do
laser é convertida em calor quando absorvida pelo tecido, ou que o efeito térmico é um
dos fatores importantes para a ocorréncia da unido soldada (FENNER et al.,1994;
FENNER et al.,1992; PRAHL e PEARSON,1997; MCNALLY et al.,1999; LA JOIE et
al.,1996). As mudancas térmicas na estrutura molecular dos tecidos permitem que eles

seja unidos.

MENOVSKY et al. (1995) faz, em seu trabalho, um apanhado das vérias hipéteses ja
postuladas para explicar o mecanismo de soldagem do tecido através do laser. Estes
mecanismos propostos incluem desnaturacdo das proteinas estruturais, aceleragdo da
polimerizagdo natural do fibrinogénio, fusdo colageno-colageno, ligagbes cruzadas
entre proteinas, formacao de ligagbes ndo-covalentes entre moléculas de colageno, e
interdigitacdo de fibras de coldgeno. Porém, ele ressalta que estes estudos tenham
sido realizados em diferentes tipos de tecidos com diferentes lasers e consideraveis
variacbes em doses de irradiacdo e luz. Além disso, a irradiacdo de laser no tecido

causa diversos efeitos e portanto uma teoria ndo exclui a outra.
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SCHERR et al. (1998) menciona que durante uma investigacdo maior dos
mecanismos da soldagem a laser, tornou-se também aparente que diferentes tipos de
tecido, como por exemplo pele e vasos sanguineos, séo alterados de formas
diferentes. As alteracbes bioquimicas em um tecido podem nao ser reproduzidas em
outro tipo de tecido. Isso pode ser explicado pelo fato do laser ter diferentes
caracteristicas de penetracdo em diferentes tipos de tecidos, portanto diferentes graus
de energia térmica sdo aplicados. Ou seja, 0 mecanismo da soldagem de tecidos por
laser envolve alteracdes da sub-estrutura do coldgeno através da energia térmica
gerada, seguida de ligacdes covalentes e eletrostaticas durante a "re-naturagéo" das

proteinas do tecido.

A natureza exata das ligacdes covalentes e eletrostaticas que conferem resisténcia a
solda ainda esta pouco esclarecida. Ha hipoteses, porém, de que as alteracbes
histologicas encontradas na matriz extra-celular ocorrem primeiro, seguidas das
ligagbes, tanto covalentes como eletrostatias, entre as proteinas dos tecidos. A
presenca de ligacOes covalentes e de dissulfito em tecidos soldados termicamente foi
demonstrada por varios investigadores. Porém, ainda néo foi esclarecido qual confere

a maior contribuicdo para a soldagem do tecido (SCHERR et al.,1998).

Além do maior consenso estar no efeito térmico da irradiacéo do laser na formacao da
solda, ha também um certo nivel de consenso de que o elemento principal do tecido
envolvido nesta unido seja o colageno. CONSTANTINESCU et al. (2007) acredita que
o efeito principal da irradiacdo de laser nos tecidos seja alteragbes conformacionais
das moléculas de colageno. Dois mecanismos foram discutidos: interdigitagdo de
fibrilas de colageno, como ja visto em estudo com microscopia eletrénica, sugerindo
mudancas na conformacdo 3-D das moléculas, e a indugdo de novas ligagbes
covalentes entre moléculas de coldgeno. CONSTANTINESCU et al. (2007) ainda cita
gue diferentes grupos analisaram a conformacéo 3-D de tecidos irradiados com laser,
reportando um afrouxamento e certa interacdo entre feixes de coladgenos ou um

"desfiamento” de feixes de colageno e subsequente interdigitacdo parcial.

Somente tecidos conectivos podem ser soldados, incluindo paredes vasos de sangue,
tendBes, alguns mausculos, pele, epineurium, nervos, uretra e intestino. Gordura e
tecidos com alto teor celular ndo podem ser soldados. Portanto, acredita-se que algum

tipo de coldgeno esteja envolvido na formacéo da solda. (ANDERSON,1999)
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WHITE et al. (1988) citam que soldagem a laser resulta na formacdo de ligacoes
colageno-colageno e colageno-elastina. Estudos anteriores associam o colageno ao
processo de soldagem, onde fibras individuais desenrolam-se a temperaturas acima
da de desnaturacao, e re-ligam-se com fibras de colageno da superficie do tecido
aposto (PRAHL e PEARSON, 1997)

SCHERR et al. (1998) citam o trabalho de outros pesquisadores, que investigaram o
mecanismo de soldagem através de estudos histolégicos e da composi¢do
ultraestrutural em uma anastomose da artéria carétida e também da reconexdo do
epineurium a um nervo. Eles encontraram varias alteracdes na matriz extracelular e na
sub-estrutura do colageno que ocorreram como resultado da energia térmica liberada
pelo laser. Houve uma interdigitacdo das fibrilas colagenas, o que acredita-se ser a
base para o efeito de soldagem do tecido. Varios outros estudos confirmaram as
mesmas mudancas ultra-estruturais em diferentes tecidos. SCHERR et al. (1998)
completam que as mudancas histolégicas envolvem ainda desnaturagéo da proteina, o
gue leva ao desenrolamento das estruturas secundaria e terciaria do colageno. Em
consequéncia desta desnaturacdo induzida pelo calor, acredita-se que ligacdes
disulfito eletrostaticas e covalentes promovem a resisténcia final na solda. SMALL et
al. (1998) também citam que mecanismos de ligacdes covalentes tém um importante

papel na soldagem com laser de argbnio de estruturas vasculares.

ANDERSON (1999) também demonstra um mecanismo semelhante ocorrido através
da interdigitacdo das moléculas de coldgeno. Ele entra em mais detalhes na questéo
interfacial da solda. Em seu estudo ele utilizou tenddo de aquiles de bovino e pele de
porcino. Ele juntou dois discos de 2 mm de espessura e colocou-0s em um banho
maria a difrentes temperaturas e tempos. O melhor resultado ocorreu pelo
aquecimento a 60 oC por 30 minutos. Apenas 1 a 2 micrometros das extremidades
livres das fibrilas fundiram-se no seu estudo. As demais fibrilas ndo desnaturaram-se.
Uma solda a 600C leva a um entrelagamento das extremidades livres das fibrilas
fundidas e desenroladas através do espaco entre as duas superficies a serem
soldadas. Somente uma regido de 2 micrémetros foi desnaturada, ainda que o tendao

tenha sido completamente aquecido uniformemente.

ANDERSON (1999) observou ainda que a temperaturas mais baixas (menor que 60

°C) ndo houve nenhuma mudanca na estrutura fibrilar, e a temperaturas mais altas,
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todo o disco do tenddo foi afetado e encurtou resultando em soldas fracas e/ou

destruicéo do tecido.

Teorias propdem que o processo de ligacdo é principalmente térmico, mas trabalho de

FENNER et al. (1992) mostrou que a desidratacdo é um fator importante.

FENNER et al. (1994) fez um estudo interessante, que trouxe mais um elemento para
a busca pela compreensdo do mecanismo de solda do tecido. Ele citou pesquisas de
outros autores que demonstraram que algumas unides foram criadas com laser abaixo
da temperatura de desnaturagdo, o que leva a crer que a desnatura¢do nao € o unico
fator necessério na realizacdo da solda. Em sua pesquisa ele postulou que, com o
efeito do calor, os sitios polarizados de moléculas de colageno hidratadas,
normalmente ocupadas por agua, sao liberadas pela desidratacdo e promovem ligacdo
polarizada intercolageno através dos novos sitios de ligagdo livres. Mesmo assim,
guando o tecido é sujeito a desnaturacao, as ligacdes cruzadas moleculares da triple
hélice sdo quebradas e revelam ainda mais sitios de ligagdo, 0 que aumenta a forca

de ligagéo.

CONSTANTINESCU et al. (2007) mostram porém que a solda ndo acontece com
colageno puro. Eles realizaram testes com colagenos provenientes de coelhos e
equinos. Irradiacdo de laser em coldgeno puro, com configuracdes de poténcia e
tempo de exposi¢cdo geralmente utilizadas em soldagem de tecido por laser, ndo induz
ligagBes covalente entre moléculas de colageno. Virtualmente nenhuma aderéncia das
camadas de coladgeno puro foi observada apos irradiacdo a laser. A tensdo méaxima do
colageno equino puro soldado por laser foi praticamente nula independente das
poténcias de laser e irradiagédo aplicadas. Até 0 momento, permanece ndo esclarecido
até que ponto as moléculas de colageno estdo envolvidas na resisténcia mecanica, e
se alteracdes nas ligacdes covalentes sdo 0s Unicos responsaveis pela solda a laser.
Soldagem a laser com tecidos com alta raz&o celular/matriz tais como pele, vasos
sanguineos, submucosa intestinal e rim demonstraram uma tensdo méaxima superior
apés a soldagem. Estas observagbes levantam a questdo se componentes do
citoplasma intracelular talvez sejam os que trazem os "ingredientes" necessarios para

a conexao do tecido.
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OTT et al. (2001), que estudaram a soldagem de tecidos através do laser, acreditam
que o tecido irradiado pelo laser é termicamente coagulado e o coagulo forma uma
massa adesiva. Este coagulo mantem as duas bordas unidas. Estudos feitos na
estrutura do colageno apdés a soldagem mostraram que a organizacdo estrutural
normal é perdida, com um certo inchamento e desorganizacdo das fibrilas do
colageno, formando um coagulo de proteinas desnaturadas. Os experimentos
revelaram que o colageno termicamente coagulado € um importante componente na

fusao térmica do tecido.

Nota-se também uma divergéncia sobre a importancia ou ndo da desnaturacdo da
proteina colageno sobre a solda. SCHOBER et al. (1986), por exemplo, reportam uma
alteracdo na estrutura do colageno apds a soldagem, o que leva a crer que a
desnaturagcdo € necessaria para a solda. Por outro lado, KOPCHOK et al. (1988) e
WHITE et al. (1988) citam que algumas unides foram criadas laser de argdnio abaixo
da temperatura de desnaturacdo, o que leva a crer que a desnaturacdo nao €

necessaria.

KARATZIAS et al (2005) também citam a desnaturacdo como fator importante para
ocorrer a soldagem quando utilizando o método TWS (Thermal Welding System). O
TWS utiliza um elemento aquecedor na ponta do instrumento combinado com pressao
para desnaturar as moléculas de proteina dentro do tecido. O tecido é espremido entre
0s mordentes isolados e calor concentrado € aplicado na regido local. As moléculas de
proteina no tecido sdo desnaturadas e fundidas umas as outras, formando um selo
estanque. Calor mais altamente focado é aplicado no centro do tecido entre os

mordentes do instrumento, de forma a minimizar o efeito nas estruturas proximas.

MENOVSKY et al. (1995) reforcam ainda que as temperaturas nas quais a soldagem a
laser teve maior sucesso foram na faixa de 60 a 120 °C. Estas temperaturas estédo
acima da temperatura de desnaturacdo do colageno, que é em torno de 65°C e na
qual 50% da estrutura é perdida e as moléculas alcangam sua transicao para a fuséo

fibrilar.



22

3.6 Fixacao quimica do tecido e sua importancia ap0s o processo de
soldagem.

O assunto "Fixacdo de Tecido" esta incluso neste estudo pois ele serd um fator

importante na estabilizacdo da solda realizada no tecido bioldgico.

A fixacao quimica é, basicamente, sujeitar o tecido a um agente que promove ligacdes
cruzadas entre as moléculas de colageno presente no tecido. Isso é importante
guando trabalha-se com tecidos biologicos na producédo de bioproteses e deseja-se
que o tecido ndo se degrade com o tempo. As ligacbes cruzadas promovem uma

estabilizacédo da estrutura interna do tecido e aumentam a sua resisténcia.

A ligagéo cruzada com glutaraldeido de fibrilas de coldgenos reconstituidas ou nativas

de tecidos ricos em coladgeno reduz significativamente a biodegradagao (NIMNI,1988).

ANDERSON (1999) menciona em seu trabalho que criar ligagdes cruzadas no
coldgeno na solda, ap6s aquecimento, propicia um efeito que leva a resisténcias a
ruptura muito aumentadas, porque ligacdes covalentes sdo adicionadas as ligacdes
fracas nado-covalentes envolvidas. Ele ainda observa em seu trabalho que ligacdes
cruzadas aumentam a tensdo a ruptura da solda por um fator adicional de 5 ap6s a
soldagem térmica. Por outro lado, criar ligacdes cruzadas antes do aquecimento reduz
ou realmente evita a soldagem, porque as fibrilas do colageno ficam impossibilitadas

de fundir-se ap0s a ligacéo cruzada.

ANDERSON (1999) ainda cita que estudos preliminares mostraram que a soldagem
térmica simples esta sujeita a acdo de enzimas como a tripsina, a qual hidrolisa
colageno desnaturado, mas ndo colageno helicoidal ou nativo. Com a ligacdo cruzada

quimica, porém, as soldas ficam mais resistentes a proteases, incluindo colagenase.

A forma mais empregada atualmente para promocdo de ligacdes cruzadas é a
utilizacdo de solugbes de glutaraldeido. Ha outras formas de se promover ligacdes
cruzadas, como através da aplicacdo de radiacdo ultra-violeta na &rea de contato
(ANDERSON,1999) ou outros agentes, como o formaldeido. Mas o glutaraldeido é o

gue promove ligagBes cruzadas mais estaveis.
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Como ja havia sido constatado que o formaldeido ndo poderia ser um bom agente
formador de ligacdes cruzadas, iniciaram-se estudos com varios outros agentes para
se encontrar um que pudesse estabilizar a estrutura de colageno com sucesso.
Vélvulas adrticas porcinas com mausculo e tecido conectivo foram tratadas com varios
aldeidos, incluindo formaldeido, acetaldeido e glutaraldeido, sob diversas condicdes e
temperatura e pH. Ao serem submetidas a agua corrente em temperatura ambiente,
0os tecidos tratados apresentaram degeneracdo estrutural microscopica e
macroscoépica, com excec¢do daquelas tratadas com glutaraldeido sob pH neutro. O
efeito do glutaraldeido na fixag&o do tecido é comparado a do formaldeido, porém este
representa uma classe de agentes formadores de ligagdes cruzadas que ndo geram

ligagbes intermoleculares estaveis (NIMNI,1988).

A ligagéo cruzada com glutaraldeido de fibrilas de colagenos reconstituidas ou nativas
e tecidos ricos em colageno reduz significativamente a biodegradacdo. Outros
aldeidos sdo menos eficientes que o glutaraldeido em gerar ligagbes cruzadas

estaveis termicamente, biologicamente e quimicamente. (NIMNI,1988)

A resisténcia da solda ap6s a fixacdo quimica vai também depender de fatores como

concentracao do glutaraldeido e tempo de exposicao.

NIMNI (1988) fornece véarias e importantes pistas sobre a utilizacdo deste agente
fixador. Segundo este pesquisador o tempo de fixacdo e concentracdo de
glutaraldeido sdo importantes na determinacdo da natureza da rede de ligacdes

cruzadas criada:

¢ O glutaraldeido a 2% penetra o tecido a uma profundidade de 0,7 mm em 3h a
temperatura ambiente, e a fixagdo adequada ocorre somente a 0,5 mm no
mesmo periodo de tempo. Apds 24 h, o glutaraldeido penetra a uma
profundidade de 1,5 mm, enquanto a fixacdo adequada ocorre a somente 1

mm de profundidade.

e A penetragdo a temperatura ambiente (25°C) é mais rapida do que em

temperaturas mais baixas.
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e Altas concentraces devem criar as ligacdes cruzadas somente na superficie
das fibras de colageno. Isso deve ocorrer por causa da rapida polimerizacao
que atrapalha a molécula de glutaraldeido de acessar os sitios internos das
fibras de colageno mais largas ou por criar sitios de nuclea¢des nos quais
moléculas adicionais de glutaraldeido podem se ligar. Estudos utilizando
pericardio indicam que a fixacao inicial do coldgeno por glutaraldeido ocorre na

superficie das fibras.
3.7 Metodologia e resultados obtidos com as soldas.

Nesta secdo foram relacionados os resultados obtidos e as metodologias utilizadas por
alguns pesquisadores na obtencdo de soldas térmicas de tecidos biolégicos. Os
resultados estdo resumidos e organizados na Tabela 3-1, onde todos os resultados
foram convertidos para uma s6 unidade (MPa). Esta tabela sera util para a
comparacado dos diversos dados entre si e com o0s resultados obtidos durante os

experimentos realizados neste trabalho.

ANDERSON (1999) soldou materiais contendo colageno, como tecido conectivo
biolégico contendo colageno tipo |. Mais especificamente, ele soldou tenddo de aquiles
de bovino, fresco e pele de porcino, fresca. Os dois tecidos foram cortados em discos
transversais de 2 mm de espessura, 0s quais foram colocados entre duas laminas de
microscopio seladas e ligeiramente clampeadas e imersas em um banho maria a
diferentes temperaturas e diferentes tempos. O melhor resultado ocorreu pelo
aquecimento a 60 oC por 30 minutos. Depois da remog¢do do banho maria, algumas
amostras foram bruscamente resfriadas ("quench") por imersdo em um segundo
banho a diferentes temperaturas, abaixo de 0 °C. As soldas mais fortes foram obtidas

apos o resfriamento brusco.

Aquecendo o tecido na temperatura entre 60 e 62 °C, a resisténcia a tensdo da solda é
cerca de 4 a 5 vezes mais forte que com outras técnicas de soldagem. O método
produz consistentemente soldas com resisténcia maior que 1 kgf/cm? (0,1 MPa),
guando soldas feitas a, por exemplo, acima de 70 °C, tem resisténcia menor que 0,2

kg/cm?.

ANDERSON (1999) faz também uma interessante observacao sobre as variacdes no

tempo e temperatura. Em geral, a temperatura necessaria vai diminuir apenas



25

ligeiramente, por exemplo, um ou dois graus, para um aumento de 10 vezes no tempo
de solda, para se obter resultados semelhantes. Por exemplo, se a temperatura por 30
minutos para aquecer um certo material € 60 °C, serd 61 ou 62 °C para um

aquecimento de 3 minutos do mesmo material.

Num outro teste feito ainda durante os experimentos de ANDERSON (1999), oito
discos de tend&o bovinos foram aquecidos a 62 °C por 10 minutos. As soldas obtidas
tiveram uma tens&do de ruptura de 200 (+ 50) g/cm? (0,02 MPa). Outra oito amostras
aquecidas na mesma temperatura foram tratadas com glutaraldeido a 1% por 12 horas
e entdo rinsadas. As soldas obtidas tiveram uma tensdo de ruptura de 950 (+ 300)
g/cm? (0,95 MPa).

Para aumentar ainda mais a tensdo de ruptura da solda, esta pode ser uniformemente
e rapidamente resfriada, ou "gquenched", imediatamente ap0s o0 aquecimento. Um
método € a perfusdo ou aspersdo no sitio da solda com solugédo salina fisiologica
gelada imediatamente apods a solda esta completa. Este "quenching" forga interacdes
maiores ha solda para aumentar a resisténcia da solda por um fator de

aproximadamente 2.

FENNER et al. (1994) também obtiveram alguns resultados com solda térmica de
tecido. Porém, ao invés de mergulhar o tecido a ser soldado em uma solu¢cdo numa
temperatura definida, o tecido foi exposto ao calor de uma estufa. O objetivo era
investigar, através de comparacao das propriedades das ligacBes criadas, a solda
criada através de um processo de desidratacdo com a solda feita por laser. FENNER
et al. (1994) concluiu que as anastomoses criadas por desidratacdo eram equivalentes
aquelas criadas por laser, com poucas diferencas em resisténcia, histologia e resposta
a reidratacdo. A Unica diferenca significativa foi a média da resisténcia mecéanica das

soldas criadas acima da temperatura de desnaturacéo do tecido.

FENNER et al. (1994) utilizou uma sec¢do de raiz adrtica de aproximadamente 2 cm de
comprimento, retirada de coragao fresco de ovelha. A secdo da raiz foi aberta e
congelada. Com a utilizagdo de um micrétomo, se¢bes de aproximadamente 140
micrémetros foram cortadas. Estas sec¢fes finas foram entdo cortadas em amostras
retangulares. Uma incisdo de 15 mm foi feita no centro da amostra com uma lamina

afiada.
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A amostra foi entdo posicionada sobre uma lamina de vidro e as faces da incisdo
foram apostas com o auxilio de um microscépio, para garantir uma boa aposicao ao
longo da extensdo da incisdo. Amostras cuja aposicdo das bordas néo era perfeita

eram descartadas.

Tiras de papel toalha foram afixadas cobrindo a amostra a até 1 a 2 mm de distancia
da linha da incisdo no tecido. As outras extremidades destas tiras de papel toalhas
eram entdo imersas numa solucéo salina para manter o restante do tecido hidratado. A

solug&o migrava para o tecido por capilaridade.

O primeiro grupo de dados obtidos por FENNER et al. (1994) comparava a resisténcia
da ligacdo em soldas criadas a temperaturas abaixo da de desnaturagcao por ambos os
métodos (laser e estufa). O coeficiente de variacdo nos valores é alto, e eles
atribuiram uma parte deste erro a dificuldade de calcular a espessura correta para
medicdo da area de soldagem. O grupo soldado com laser teve uma resisténcia de
234 g/cm? (0,023 MPa) e o grupo soldado na estufa uma resisténcia média de 288
g/cm? (0,029 MPa).

O proximo grupo foi soldado a temperatura acima da de desnaturacdo. O grupo
soldado na estufa apresentou uma resisténcia média de 994 g/cm? (~0,1 MPa) e o
grupo soldado a laser apresentou uma média mais baixa, de 548 g/cm? (0,055 MPa).
Isoladamente, uma das amostras soldadas na estufa conseguiu um resultado bem
maior que as médias, cerca de 2400 g/cm? (~0,24 MPa). Em temperaturas acima da
de desnaturacdo uma ligacdo mais forte ocorre — é cerca de 2 vezes mais forte —, mas

0 dano ao tecido é consideravel — desnaturacao.

FENNER et al. (1994) também investigou o efeito da re-hidratacdo do tecido soldado.
O tecido soldado a laser na temperatura abaixo da de desnaturacao foi re-hidratado
por 23 min, e gerou tensbes de resisténcia de 234 g/cm?® (0,023 MPa), enquanto o
grupo re-hidratado por 5 h gerou tensoes bem menores, resultando numa média de
101 g/cm® (0,01 MPa). A influéncia da re-hidratacdo na resisténcia da solda foi
também observada por OTT et al. (2001). Ele notou que os vasos soldados com o
laser de diodo e albumina mostraram valores de resisténcia a tracdo menores para as
amostras hidratadas por 24 horas — cerca de metade do valor. Uma possivel razédo

pode ser o destacamento parcial do soldante do tecido, como ja havia sido
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domonstrado em outros estudos. Para determinar a influéncia da hidratacdo na
resisténcia da solda a laser, as amostras foram mantidas por um dia em solucéo salina

a temperatura ambiente antes de serem submetidas ao ensaio de tracao.

Como controle, FENNER et al. (1994) mediu a tensdo de ruptura do tecido integro,
sem solda. Ele encontrou uma média de 2350 g/cm? (0,24 MPa). O tecido original é
cerca de 10 vezes mais resistente que aquele unido por desidratacdo abaixo da
temperatura de desnaturacdo, e 5 vezes mais que o unido acima da temperatura de

desnaturacgéo.

CHIVERS et al. (2000) utilizou aorta de porcinos, exatamente o tecido que € o foco

deste trabalho.

As aortas, removidas de coracdes de porcinos, foram abertas e cortadas em tiras de
40 a 50 mm de comprimento por 10 mm de largura. O tecido recebeu um corte, no
qual foi adicionado 10 microlitros de soldante, composto do croméforo indocianina
verde e de albumina bovina. A solda foi realizada com a irradiagdo de um laser de
diodo. Apos a soldagem, o tecido foi colocado entre duas folhas de papel-toalha por
uma hora, antes do ensaio de tracdo. Foram testadas varias poténcia diferentes do

laser.

Em sua pesquisa PRAHL e PEARSON (1997) executaram a soldagem de intestino de
porcino por imersdo em um banho maria em temperaturas em torno de 60 a 80 °C por
sete minutos. Também realizou soldas com laser. As duas partes eram unidas por
superposicdo, tal que a area superposta tinha 25 mm?. Para o tecido soldado em
banho-maria, obtiveram-se forcas de ruptura que variaram entre cerca de 20 e 180 gf,
0 que equivale a valores entre 0,008 e 0,071 MPa. Os experimentos com laser
levaram a valores ainda menores, entre 10 e 60 gf, correspondendo a 0,004 e 0,024
MPa.

BARRIERA et al. (2000) obtiveram alguns valores de resisténcia nas soldas
associadas a pressao anastomaética de ruptura — a pressédo com a qual o vaso soldado
comecaria a vazar — 0 que ndo pode ser comparado com os dados de resisténcia
mecanica, obtidos pelos outros pesquisadores e também que serdo analisados neste
trabalho. O mesmo se aplica a SCHERR et al. (1998)
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OTT et al. (2001) obteve valores de resisténcia mecanica em N para suas artérias e
veias soldadas. Como nao se sabe a area de solda, ndo é possivel calcular a tensdo
em MPa e, portanto, estes valores ndo seréo Uteis como referéncia para o trabalho. O
mesmo se aplica para MENOVSKY et al. (1995), com valores em g para o reparo de

nervos com laser de CO..
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Tabela 3-1 - Resumo dos resultados de tensédo de reisisténcia obtidos por alguns

pesquisadores

Tem Temno Resisténcia
Referéncia Tecido utilizado | Método (oc)p. (minp) mecénica
' média (MPa)
Imersdo em solugéo. 60 30 > 0,1 MPa
Tend&o de x =
ANDERSON (1999) | aquiles de bovino | Mersac em solucdo. 62 10 0.02 MPa
e pele de porcino
Imersdo em solugéo.
Depois fixado com
glutaraldeido a 1% 62 10 0,95 MPa
durante 12 horas.
Laser de argbnio 36 7,5 min 0,023 MPa
Exposi¢éo ao calor em
uma estufa 36 24 h 0,029 MPa
Laser de argdnio 70 7,5 min 0,055 MPa
. . Exposi¢éo ao calor em
FENNER et al. (1994) | Sesdoderaiz | o ectufa 70 24h 0.1 MPa
aortica de ovelha
Laser de argbnio, com
re-hidratacao por 23 36 7,5 min 0,023 MPa
min.
Laser de argonio, com 36 75min | 0,01 MPa
re-hidratacéo por 5 h
Tecido integro, sem NA NA 0,24 MPa
solda
CHIVERS et al. (2000) | Aorta de porcino | S2€r de diodo, 225 N&O | 4 min | 0,11 MPa
Joules medido
) Banho-maria 60-80 °C 7 min 0,008 20,071
PRAHL e PEARSON Intestino de MPa
(1997) porcino Laser de diodo Nao Ndo |0,004 a 0,024
medido | informado MPa
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4 METODOLOGIA

4.1 Preparacao da amostra.

O material utilizado para os experimentos, conforme ja citado, foi a parede do
segmento aortico de porcinos, matéria-prima utilizada na fabricacdo de bioproteses de

vélvulas porcinas.

O segmento adrtico é fornecido por frigorificos — que séo certificados pelo Ministério
da Agricultura e sdo os mesmos que fornecem carnes para alimentacdo — para a
empresa que fabrica as bioproteses, que faz a coleta do material, conserva-o em
solugdo de &lcool benzilico a 0,5% e o encaminha com até 6 dias para a linha de
processamento. Na fabrica, estes segmentos adrticos sdo abertos (ficam com a
aparéncia da foto "A" na Figura 4-1) e os folhetos deste segmento aodrtico sdo
avaliados quanto a qualidade, tamanho, presenca de defeitos, etc. Aqueles segmentos
cujos folhetos ndo podem ser aproveitados sdo descartados. A parede da aorta destes
segmentos, porém, estd em sua maioria em bom estado, servindo perfeitamente para

0 propdsito deste trabalho.

O segmento aortico € entdo cortado e limpo, para ser preparado para a exposi¢cao a
temperatura na camara climéatica (Figura 4-1). Primeiro, separa-se a regido do
segmento que possui os folhetos, que é descartada ("B" na Figura 4-1). A amostra fica
entdo com um formato retangular de aproximadamente 40 x 15 mm (Pode variar
bastante de acordo com o tamanho do segmento adrtico ou da forma como o
segmento foi cortado no frigorifico ou no recebimento de materiais da empresa). A
superficie externa da parede adrtica normalmente possui uma certa quantidade de
gordura aderida ("C" na Figura 4-1), cujo excesso € retirado ("D" na Figura 4-1). O
tecido é invertido de tal forma que a superficie interna da parede adrtica fique virada
para cima (e portanto sera a camada em contato mais direto com o ar aquecido da
camara climatica). Um corte de aproximadamente 15 mm é feito no centro do tecido
(representado em "E" pela linha preta desenhada sobre a foto do tecido, na Figura 4-1.
Veja também desenhos 2 e 3 na Figura 4-2). Este corte deve ser feito com um bisturi

com lamina nova.
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Figura 4-1 - Processo de limpeza do segmento adrtico para o processo de soldagem

térmica

4.1.1 Preparacdo da amostra para o processo de solda térmica em estufa.

A principal forma de preparagdo das amostras, descrita nesta secdo, é baseada

naquela desenvolvida por FENNER et al. (1994), com algumas alteragdes.

ApGs o corte, a amostra foi presa a uma placa de silicone com agulhas. As agulhas
foram posicionados a cerca de 2 mm da linha do corte (Desenho 4 da Figura 4-2). O
objetivo das agulhas era manter as bordas do tecidos em contatos durante a
exposicdo ao calor. Se o tecido com o corte é simplesmente exposto ao calor, as
bordas afastam-se uma da outra devido ao encolhimento do tecido, e a soldagem
portanto ndo acontece. Esta € uma diferenca importante com relagdo ao experimento
de FENNER et al. (1994), que ndo utilizou nenhum método para manter as bordas
criadas com a inciséo unidas. Como no estudo de FENNER et al. (1994) a espessura
do tecido estudado era bem menor, talvez ndo houvesse a necessidade de ancorar as
bordas. No caso deste estudo, em que o tecido fresco tem entre 1 e 2 mm de
espessura, a ancoragem foi necessaria. Testes preliminares mostraram que o tecido
encolhe e afasta as bordas criadas com a incisdo. Esta opcdo de ancoragem das

bordas sera denominada neste trabalho por "ancoragem com agulha".
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Uma opcéo, também testada, de unido das bordas do tecido bioldgico foi posicionar a
amostra com a incisdo sobre a placa de silicone e enrolar uma linha em torno do
conjunto, o que manteve as bordas unidas (Figura 4-3). Esta segunda opcédo de

estabilizacdo da posicao das bordas sera denominada "ancoragem com linha".

Duas tiras de papel toalha foram fixadas com uma fita adesiva a placa de silicone onde
se encontrava o tecido. Esta tira de papel toalha cobriu o tecido biolégico até a linha

dos alfinetes e tinha o aspecto da Figura 4-4.

O conjunto foi entdo colocado sobre a boca de um frasco plastico ou outro recipiente
cheio de 4agua, de tal forma que as extremidades livres das tiras dos papéis-toalha
ficassem mergulhadas na agua (Desenho 5 na Figura 4-2). Por capilaridade, a agua
migrava para a regido do tecido biolégico coberto com o papel toalha. O objetivo era
que somente a regido do corte fosse desidratada pela a¢éo do calor, mas que a regido

vizinha ndo sofresse um impacto tdo grande.
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Figura 4-4 - Aspecto do conjunto apés a fixagdo do tecido com alfinetes e fixagdo das

tiras de papel-toalha
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Finalmente, a amostra preparada foi colocada na estufa, submetida a temperatura,

umidade e tempo definidos na sec¢éo 4.2.

A estufa utilizada no experimento foi a seguinte:
e  Tipo: Camara climatica.
o Fabricante: Visome
o Modelo: Plus
¢ Faixa de temperatura: 10°C a 60°C
e Faixa de umidade: 10% a 100%

Ainda conforme definido na secéo 4.2, algumas amostras foram imersas em diversas
concentracdes de glutaraldeido e formaldeido, que sao agentes fixadores do tecido
biolégico, para avaliacdo do efeito da fixacdo por ligacdo cruzada na resisténcia
mecanica da solda. Algumas amostras também foram mergulhadas em solucéo salina,

para avaliacdo da re-hidratacdo da amostra sobre a solda criada na estufa.

Para avaliacdo dos resultados por comparacao, foram avaliados também um tecido

integro (ou seja, sem solda) e um outro unido por suturas.

4.1.2 Preparacdo da amostra para exposi¢cao a temperatura por imerséo
em liguido aquecido.

Algumas amostras foram imersas em agua aquecida. Como referéncia para o teste,
foram utilizados os mesmos parametros definidos no trabalho de ANDERSON (1999),
no qual os melhores resultados foram obtidos para a temperatura de 60 °C por 30

minutos.

A preparacdo foi semelhante a descrita para o experimento na estufa. Ou seja, a
sec¢do da raiz aortica recebeu um corte no centro e a amostra foi preparada tal que as

bordas da regido da incisdo mantivessem-se em contato durante todo o experimento.

As amostras foram imersas em um béquer com agua e o0 aquecimento ocorreu atraves
de uma placa de aquecimento. A temperatura foi monitorada através da utilizacdo de

um termdmetro de bulbo imerso no mesmo béquer.
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4.2 Parametros de temperatura, tempo, re-hidratacéo e fixagdo dos
experimentos.

4.2.1 Variagao datemperatura e umidade

Testes preliminares foram feitos em uma estufa na qual a umidade ndo podia ser
controlada. Vérias temperaturas diferentes foram tentadas (entre 30 e 60 °C) sem
alcancar resultados expressivos. Alguns testes foram entdo feitos em uma estufa com
controle de umidade ("camara climatica") e observou-se que com este controle
alcancavam-se resultados muito melhores. Os testes preliminares também mostraram
que valores em torno de 40 °C combinados com uma umidade em torno de 35%

produzem os melhores resultados.

Para analisar o efeito da temperatura e umidade na solda do tecido, os seguintes
valores foram testados. Em todos o0s experimentos, a dura¢do da soldagem foi de 24
horas, como feito em FENNER et al. (1994).

A temperatura de 40 °C, foram comparados os resultados a 30%, 35% e 40% de

umidade relativa.

Mantendo fixa a umidade de 35%, foram comparados os resultados a 30°C, 40°C e
50°C.

4.2.2 Efeito dafixagcdo com glutaraldeido do tecido soldado

Os resultados obtidos no item anterior foram comparados com novas amostras
soldadas nas mesmas condi¢des, porém submetidas a fixagdo quimica por imerséo da

peca soldada em glutaraldeido.

Além de comparar a peca soldada sem fixacdo quimica com a amostra fixada
gquimicamente, também foram testadas solucBes com diferentes concentracdes de
glutaraldeido - 0,65%, 1% e 2,5% - e dois periodos diferentes de exposi¢cdo ao

glutaraldeido — 24 horas e 15 dias.

A expectativa era que o glutaraldeido aumentasse a resisténcia da solda, assim como

ocorreu com o proprio tecido e também como foi observado por ANDERSON (1999).
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4.2.3 Avaliagdo da re-hidratagéo do tecido soldado.

O foco do trabalho € verificar se a solda tem um potencial de aplicagdo em uma
bioprétese cardiaca. Esta bioprotese estard& em constante contato com diversas
solugBes aquosas durante sua fabricacdo e armazenamento e, depois de implantada,
em contato com o sangue. Portanto, foi necessario avaliar o efeito da re-hidratacao na

resisténcia mecanica da solda criada.

Ap0s o processo de soldagem, a amostra foi submersa em solugdo salina 0,9% por 1
h e por 24 h. O teste foi feito com as amostras fixadas e as néo fixadas quimicamente

com glutaraldeido.
4.2.4 Variacao do tempo de exposicdo ao calor na estufa

Foi realizado o processo de soldagem na estufa aumentando o tempo de exposi¢céo ao
calor para 48 horas. Os resultados foram comparados com aqueles produzidos com
soldas fabricadas na estufa por 24 horas. Foram comparadas também amostras ndo

fixadas e fixadas quimicamente com glutaraldeido.

4.2.5 Comparacgao da resisténcia mecéanica do tecido soldado com o
tecido suturado e com o tecido integro

Compararam-se a resisténcia mecanica média obtida para o tecido soldado com os

valores obtidos para a amostra unida por sutura e com a amostra integra.
4.2.6 Experimentos preliminares

Outros experimentos preliminares realizados.

4.2.6.1 Soldagem com tecido ja fixado.

Antes do processo de soldagem na estufa, executou-se a fixacdo quimica do tecido
em glutaraldeido 0,65%, por 24 horas. Apds a fixacdo quimica, procedeu-se a
soldagem na estufa a 40 °C e 35% de umidade, por 24 horas, nas mesmas condi¢des
das soldas feitas nos itens anteriores. Nenhuma das 4 amostras apresentou qualquer

adesao.
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A auséncia de adesdo se deve ao fato de que com a fixacdo quimica as fibrilas do
colageno ficam impossibilitadas de rearranjar-se ap6s a ligagcdo cruzada
(ANDERSON,1999; 1999). Fica evidente que além da reatividade induzida pela
desidratacao parcial do colageno, ha a necessidade de mobilidade molecular para que

as novas interacdes sejam efetivamente realizadas.

4.2.6.2 Soldagem a temperatura ambiente

Para responder a questdo se a simples desidratacdo do tecido é o suficiente para
gerar uma ligacdo nas bordas do tecido a soldar, 4 amostras foram preparadas para a
soldagem tal como nos itens anteriores. Porém, ao invés de serem submetidas a
desidratacdo numa estufa com temperatura e umidade controladas, foram deixadas
numa sala, a temperatura ambiente, por 24 horas. A temperatura da sala estava em

torno de 21 °C. Nenhuma adeséao foi observada nas amostras.

4.2.6.3 Soldagem somente com glutaraldeido

Para investigar se o glutaraldeido é capaz de criar uma ligacdo entre as bordas do
tecido pela simples acdo de fixacdo quimica, 4 amostras preparadas para solda, tal
como nos itens anteriores, foram mergulhadas diretamente em glutaraldeido 0,65%,
por 48 horas. Ou seja, estas amostras ndo passaram pelo processo de desidratacdo
na estufa. Apos o experimento, nenhuma adeséo foi observada em nenhuma das 4

amostras.

Ainda que as superficies apostas estejam o mais proximo possivel uma das outra, a
nivel molecular ainda haja uma distancia que impeca a ligacdo cruzada entre

moléculas de ambas as superficies.

4.2.6.4 Aposicao forcada das bordas a serem soldadas

Tentou-se uma variacdo da preparacdo da amostra, visando aumentar a pressao entre
as bordas a serem soldadas no tecido. As parte de cima das quatro agulhas que

ancoram o tecido na placa de silicone foram unidas com o auxilio de uma fita adesiva.
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Apbs o processo de soldagem na estufa por 24 horas, a 40 °C e 35% de umidade
relativa, tal como nos experimentos anteriores, notou-se que a adeséo resultante era
praticamente nula — a simples manipulacdo das amostras ja causava a quebra da
solda resultante.

A aproximacdo mais forcada cria uma pressdo maior na interface mas desalinha as
superficies a serem soldadas (Figura 4-5), atrapalhando a ocorréncia de uma boa
solda.

Figura 4-5 - Preparacdo da amostra para solda com aposicéao for¢cada
4.2.6.5 Solda com aplicagao direta de calor no tecido através de metal

aquecido

Para testar a hipdtese de que a unido poderia ocorrer por fusao do material das bordas
apostas, tentou-se a solda através da aplicacédo direta de calor na regido de solda

através de um metal aquecido.

No primeiro experimento, utilizou-se a ponta de um ferro de solda.
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Duas tiras do parede aortica, de aproximadamente 10 x 40 mm, foram sobrepostas por
uma area de aproximadamente 10 x 10 mm. A ponta do ferro de solda foi forcada
sobre a area de sobreposicdo, de forma a atravessar as duas tiras e foi ligada para
iniciar o aquecimento. A intencéo é que o material em torno da ponto do ferro de solda

fundisse e criasse uma solda naquela regiao.

O que observou-se é que o material degradava (ficava negro) e ndo fundia-se, ou a

fusdo era pouca, e o resultado era praticamente nenhuma adesé&o.

O mesmo foi tentado numa prensa térmica. O material sobreposto foi colocado na
prensa de tal forma que a pressdo era aplicada ortogonalmente ao plano de

sobreposicéo das duas tiras.

Tentou-se pressfes entre 0,5 e 2 toneladas, e temperaturas — medidas com um
termopar posicionado ao lado da amostra — variando entre 70 e 150 °C. O tempo de
aquecimento e pressdo variou também entre 3 e 30 minutos. Em nenhuma das
diversas combinacbes de pressdo, temperatura e tempo foi observada qualquer
adesdo entre as partes. A Unica alteracdo que se observava era uma deformacao

plastica do material na regido da sobreposicao.

Este experimento reforca a hipétese de que a soldagem ocorre simplesmente pela

formacéo de ligagBes quimicas entre moléculas e ndo pela fusdo do material.

4.3 Analise das soldas

4.3.1 Analise visual

Apbs a soldagem, foi verificada visualmente a regido observando:

e Acabamento.

e Homogeneidade da solda.
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e Qualquer alteracdo no tecido, como mudanca de cor, alteracdo na flexibilidade

e alteracOes dimensionais.

Foi feito um corte ortogonal a linha da solda e os mesmos tipos de observacdes

visuais foram realizadas na regido da solda ao longo da espessura do tecido.

4.3.2 Ensaios de Tracao

Apbs a soldagem, a amostra foi cortada nas laterais de modo que o corte fosse
perpendicular ao corte feito antes da solda (Figura 4-6). Desta forma, obteve-se uma

amostra tal que a linha de solda atravessava toda a largura da mesma.
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Figura 4-6 - Corte na amostra para o ensaio de tracao

A amostra foi entdo colocada num equipamento de ensaio de tracdo universal (EMIC
DL3000). Garras apropriadas para o material foram usadas para segurar cada uma
das duas partes soldadas, tal que a tracdo ocorresse na dire¢do ortogonal a linha da
solda (Figura 4-7).
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Figura 4-7 - Configuragéo do ensaio de tracdo da amostra soldada.

4.3.3 Analise no Microscoépio Eletrénico de Varredura Ambiental

Uma amostra foi preparada para analise no MEV ambiental. Como um MEV ambiental

foi utilizado, ndo foi necessério desidratar a amostra ou proceder com a preparacao

normalmente necessaria para analise em um MEV convencional.

Para garantir a estabilidade da solda no envio da amostra para o laboratério onde foi

feita a analise, a mesma ficou imersa em glutaraldeido 0,65%.

Uma amostra menor foi cortada da amostra original produzida conforme descrito na

sec¢do anterior, para facilitar a visualizagdo no microscopio (Figura 4-8).

Foi utilizado o seguinte microscoépio:

Tipo: Microscopio Eletrénico de Varredura (MEV) Ambiental

Fabricante: FEI Company

Modelo: Quanta 400

Pressdo da camara: ~0,83 Torr para baixo vacuo; ~1x10-5 Torr para alto
vacuo.

Voltagem de aceleracao: varios KV.
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) Localizacdo: Laboratério da St. Jude Medical, unidade de Woodridge, St. Paul,
MN, Estados Unidos.

Figura 4-8 - Sub-secdo a-b da amostra original para observagdo no MEV

O uso do MEV ambiental teve como objetivo a obtencdo de imagens da regido da
solda, principalmente na interface entre as duas bordas, para observar como o tecido
comporta-se fisicamente naquela regido, tentando obter informagbes sobre o
mecanismo de soldagem. Foi também analisado como as duas bordas mantiveram-se

unidas.
4.3.4 Analise com Microscopia Raman

A preparacdo de amostra para anélise em microscopia Raman exigiu que esta nédo
fosse submetida ao processo de fixagdo quimica, pois grupos aldeidos atrapalham a
andlise. Téo logo a amostra foi soldada na estufa, esta foi levada para o laboratério

para andlise.

Uma amostra de tecido fresco também foi avaliada, para comparacao com o tecido
desidratado.

4.3.5 Encurtamento e Analise Histoldgica

Encurtamento do tecido biolégico e analise histol6gica também poderiam fornecer

informag0des Uteis & andlise da solda, mas esta técnicas ndo foram utilizadas.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise visual das soldas

Ao fazer a andlise visual das soldas, na maioria delas as seguintes observacdes foram

feitas:

¢ Na regido da solda o tecido tomava uma coloracdo mais escura (Figura 5-1) e
se tornava menos flexivel. Devido a desidratacdo e encolhimento do tecido, a
espessura do mesmo reduzia-se na regido da solda. A intensidade destas
mudancas eram tdo maiores quanto maior era o grau de desidratacdo na
regido. O grau de desidratacdo era avaliado visualmente. Quanto maior a
desidratacdo, o tecido fica mais duro e, com desidratacdo mais acentuada,

apresenta um aspecto transldcido.

e Em soldas com alto grau de desidratacdo a linha da solda praticamente
desaparecia, ou seja, a continuidade do material através da linha da solda era
guase perfeita (Figura 5-2). Ja em outras soldas, onde o grau de desidratacéo
nao foi tdo acentuado, notava-se que a camada interna da aorta (lado mais liso
do material) ndo apresentava uma boa unido, ficando um certo vinco na
superficie do material (Figura 5-1), indicando a regido onde a solda ocorreu.
Esta observacédo fica ainda mais evidente quando observa-se a solda ao longo

da espessura da tecido, apés fazer o corte ortogonal a peca.

¢ Quando a amostra soldada era re-hidratada ou imersa em glutaraldeido para a

fixacdo quimica, boa parte da flexibilidade na regido da solda era recuperada.
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Figura 5-1 - Aspecto do tecido naregido da solda. Tecido com grau médio de
desidratacéo.

Figura 5-2 - Aspecto daregido da solda em uma amostra com alto grau de desidratacao.

*As manchas brancas na Figura acima sao resquicios do papel-toalha que ficaram aderidos a amostra
apos o processo de soldagem.
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5.2 Ensaios de tracao

As amostras foram preparadas conforme definido na metodologia e a resisténcia

mecanica foi obtida através do ensaio de tragao.
5.2.1 Variacao de temperatura e umidade

Mantendo fixa a temperatura de 40°C, e tempo de exposicdo de 24 horas, obtiveram-

se os resultados para a variacdo da umidade descritos na Tabela 5-1:

Tabela 5-1 - Resisténcia mecénica x Umidade RelativaparaT=40°Cet=24h

Umidade Resisténcia Desvio o o
Relativa n mecanica média Padrio Minimo | Maximo
(%) (MPa)
30 6 0,86 0,48 0,33 1,57
35 12 0,73 0,65 0,21 2,1
40 16 0,58 0,52 0,13 1,98

Os valores médios de resisténcia mecéanica aparentemente diminuem com o aumento
da umidade, mas uma andlise de variancia (ANOVA) dos dados, feito através do
software MiniTAB, mostra que estatisticamente os valores de resisténcia para
umidades relativas maiores ndo sdo significativamente menores (Vide Analise de
Variancia dos dados no Apéndice A). Quando se compara os valores de umidade
relativa de 30% e 40%, p = 0,276.

Repetiu-se a analise retirando todos os valores menores que 0,25 MPa, que poderiam
significar uma soldagem falha, mas mesmo assim a redugdo na tensdo média ainda
nao era significativa.

Porém, observou-se que o controle de umidade €é importante, pois estudos
preliminares foram feitos em outras estufas nos quais nao havia controle de umidade.
Nestas estufas, a 40 °C, valores individuais dificilmente passavam dos 0,2 MPa e

muitas amostras nem sequer apresentavam adeséo.
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Num segundo experimento, mantendo-se fixa a umidade em 35%, e tempo de
exposicdo de 24 horas, obtiveram-se os resultados para a variagdo da temperatura

reportados na Tabela 5-2.

Tabela 5-2 - Resisténcia mecéanica x Temperatura para %H,O =35% et =24 h

Temperatura ReAsifsténci’a . Desvio Mini Mixi
°C) n mecanica média Padrio inimo aximo
(MPa)
30 4 0,19 0,05 0,11 0,24
40 12 0,73 0,65 0,21 2,1
50 4 0,90 0,49 0,41 1,58
60 5 0,00 0,00 0 0

Nota-se que a resisténcia mecanica aumenta com a temperatura, até 50°C. Porém, a
50°C o encolhimento do tecido é maior, tal que as bordas apostas afastavam-se umas
das outras, mesmo com a ancoragem das agulhas (desenho 4 na Figura 4-2), e a
solda fica impossibilitada de ocorrer em boa parte das amostras. Porém, nas amostras
nas quais era possivel concluir a soldagem, o valor da resisténcia mecanica era
razoavel comparado aos outros grupos. Ja a 60°C, nao foi possivel produzir nenhuma

amostra soldada.

Acredita-se que a medida que a temperatura aumenta, maior € o grau de desidratacdo
do tecido, o que libera um namero maior de sitios de ligagdo. Um nimero maior destes
sitios livres de ligagdo gerardo, consequentemente, um maior nimero de ligagbes na
interface entre as duas superficies a serem soldadas e, portanto, uma solda mais

resistente.

s

Porém, € essencial que as duas superficies a serem soldadas mantenham-se em
contato, caso contrario nao € possivel que as ligacdes ocorram. Este é o problema de
temperaturas maiores que 50°C, quando o maior encolhimento do tecido acaba por

afastar as duas superficies apostas.

A analise de variancia dos dados mostra que ha uma diferenca quando se compara o
grupo de dados a 30°C e 40°C (p = 0,182), e também quando se compara 30°C e 50°C

(p = 0,029). Porém, quando se comparam o0s grupos de dados a 40°C e 50°C,
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estatisticamente a diferenca ndo é muito significativa (p = 0,474). Portanto, pode-se

inferir que a 40°C obtém-se as melhores soldagens.
5.2.2 Efeito da fixacdo quimica com glutaraldeido da peca soldada

A Tabela 5-3 compara os valores de resisténcia mecéanica da solda de algumas das
amostras do item anterior com outras amostras produzidas nas mesmas condi¢oes,

porém imersas em glutaraldeido 0,65% por 24 horas.

Tabela 5-3 - Resisténcia mecanica: Tecido nao-fixado x tecido fixado

Preparagao na estufa Resisténcia .
Temperatura Fixagdo Quimica n mecanica Desvio
(3 . 0 o
P
°C) Umidade (%) média (MPa) adrdo
30 35 N3o 4 0,19 0,05
Glutaraldeido
30 35 0,65%, por 24 4 0,19 0,06
horas
40 35 Nao 14 0,64 0,64
Glutaraldeido
40 35 0,65%, por 24 7 0,35 0,09
horas
40 40 N3o 16 0,58 0,52
Glutaraldeido
40 40 0,65%, por 24 4 0,45 0,12
horas

Nota-se uma reducdo da tensdo média de resisténcia da amostra apds imersdo em
glutaraldeido 0,65%, porém a analise de varidncia mostrou que as diferencas entre os
grupos de dados nao € muito significativa, quando se compara a amostra sem fixagcdo
guimica e com fixagdo quimica (Apéndice A). Mas a fixacdo quimica sera importante

para manter a estabilidade da solda em meio aquoso, como serd visto a frente.

Neste caso dois mecanismos ocorrem. Primeiro, a amostra estd sendo re-hidratada
pela solucdo aquosa, que desfaz parte das ligacbes ocorridas durante a soldagem na
estufa. Segundo, ocorre a fixagdo quimica do tecido, que também age sobre as

ligacOes existentes na interface da solda, reforcando-a, ou seja, ao mesmo tempo em
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que algumas ligacdes na regido da solda sédo desfeitas, outras sdo reforcadas pelas
ligacdes cruzadas criadas pela acdo do glutaraldeido. Por isso a resisténcia ndo

apresentou diferencas significativas entre o grupo nao-fixado e o grupo fixado.
5.2.3 Efeito da concentracdo do glutaraldeido na resisténcia mecanica

A Tabela 5-4 mostra o efeito da concentracdo de glutaraldeido na resisténcia

mecanica da solda.

Tabela 5-4 - Efeito da concentragao do glutaraldeido na resisténcia mecanica

Preparag¢ao na estufa Resisténcia
Temperatura | Umidade Fixacdo Quimica n mecanica Desvio Padrao
(°q) (%) média (MPa)
40 35 Nado 12 0,73 0,65

Glutaraldeido a
40 35 0,65%, por 24 h 7 0,35 0,09

Glutaraldeido a
40 35 1,00%, por 24 h 4 0,35 0,07

Glutaraldeido a
40 35 2,50%, por 24 h 4 0,64 0,19

O que se observa é que para concentracfes menores de glutaraldeido a resisténcia
mecanica da solda, quando comparada as amostras nao fixadas, reduz-se. Porém,
gquando fixada com maior concentracdo utilizada neste teste, 2,5%, a fixacdo com
glutaraldeido é capaz de manter o mesmo nivel de resisténcia mecéanica para o tecido

soldado.

Na andlise de variancia dos grupos de dados (Apéndice A), a diferenca entre a
amostra sem fixacdo e aquela fixada com glutaraldeido a 0,65% ¢é pouco significativa
(p=0,247) e menos significativa ainda quando comparada com glutaraldeido a 1,0%
(p=0,389). Porém, quando comparado com o tecido fixado em glutaraldeido a 2,5%, a
diferenca é praticamente inexistente (p=0,994), ou seja, os valores de resisténcia

mecanica sao estatisticamente similares.
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Uma maior concentracao de glutaraldeido tem uma maior e mais rapida penetracdo no
tecido e na interface da solda, gerando um numero maior de ligacdes cruzadas na

regiao, o que aumenta a resisténcia da solda.
5.2.4 Efeito da re-hidratacéo do tecido soldado.

A Tabela 5-5 reporta o efeito da re-hidratacdo da regido soldada na resisténcia da

solda.
Tabela 5-5 - Efeito da re-hidratacéo na resisténcia mecénica
~ A Resisténcia .
Preparacao Fixagao . o A Desvio
L. Re-hidratagao n mecanica ~
na estufa Quimica . Padrao
média (MPa)
Ndo 14 0,64 0,64
Glutaraldeido
0,65%, por 24 7 0,35 0,09
horas N3o
Glutaraldeido
2,5%, por 24 4 0,64 0,23
horas
~ Solugdo Salina a
40°C/ 35% Ndo 0,9%, durante 1h 4 0,04 0,04
Ndo 4 0,00 0,00
Glutaraldeido Soolugao Salina a
0,65%, por 24 | 0:9%, durante 24h | 5 0,25 0,07
horas
Glutaraldeido
2,5%, por 24 4 0,49 0,23
horas

O mais importante a se observar neste experimento é o efeito da re-hidratacéo sobre a
solda obtida na estufa. A solda pode obter excelentes valores de tenséo e resisténcia,
logo ap0Gs a preparacdo desta na estufa. Porém, depois de apenas 1h de re-hidratacéo
a solda praticamente desfaz-se. Depois de 24h de re-hidratacdo, entdo, a solda

desaparece e nado resta nenhum sinal de adesé&o entre as bordas.
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Surge entdo a importancia da fixacdo quimica. Apds a fixacdo com glutaraldeido,
Tabela 5-5, é possivel notar que os valores de resisténcia mecanica da solda
reduzem-se mas o tecido é capaz de manter ainda um certo grau de adesdo mesmo

ap0s a re-hidratacao.

A re-hidratacédo teria um efeito contrario ao o que ocorre na estufa. Os sitios de ligacdo
que tinham sido liberados pelas moléculas de agua e ligados com outra molécula sao
agora, na presenca da solugdo aquosa, religados as moléculas de agua, desfazendo
as ligac6es criadas. Como foi discutido anteriormente, somente a fixacdo quimica sera
capaz de estabilizar estas ligacdes, através da ligacao cruzadas criada pelo agente

fixador.

5.2.5 Efeito do tempo de exposicao ao calor na estufa

A Tabela 5-6 mostra como o tempo de exposicdo ao calor afeta a resisténcia mecanica

da solda.

Tabela 5-6 - Efeito do tempo de exposi¢ao ao calor naresisténcia mecanica

Preparagao na estufa Resisténcia Desvi
Temperatura | Umidade T Fixagdo Quimica n mecanica P:;:’;z
(°C) (%) empo média (MPa)
40 40 24 h Nao 16 0,58 0,52
40 40 48 h Nao 15 3,16 1,00
Glutaraldeido
40 40 24 h 0,65%, por 24 4 0,45 0,12
horas
Glutaraldeido
40 40 48 h 0,65%, por 24 3 0,49 0,16
horas

Quando testam-se as amostras logo apés a soldagem, nota-se uma grande diferenca
nos valores de resisténcia mecéanica quando o tempo de exposi¢cdo € aumentado de
24 h para 48 h. A média é multiplicada por mais de 5 vezes. Porém, apds a fixacao

das amostras no glutaraldeido, nenhuma diferenca é notada entre os valores de

resisténcia.
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O aumento da resisténcia com o tempo de exposicao esta relacionado, mais uma vez,
ao grau de desidratacdo das moléculas na interface da solda. Um tempo de exposicdo
maior aumenta o numero de sitios de ligacao liberados pela retirada das moléculas de
agua, e também o tempo de ligacdo entre as moléculas das superficies opostas,

aumentando o nimero de ligacdes e, consequentemente, a resisténcia da solda.

Os resultados das amostras fixadas levam a crer, porém, que independente do
namero de ligagdes criadas durante a solda na estufa, a fixagdo quimica criara sempre
o mesmo numero de ligacdes cruzadas na regido da interface. Este numero de
ligacOes cruzadas vai depender na realidade de outros fatores, como concentracdo do
agente fixador e tempo de fixacdo quimica, mas ndo do numero de ligacdes
inicialmente criadas na estufa. Ou seja, somente um ndimero determinado de ligacées
serdo reforcadas pela fixacdo quimica, e as outras serdo desfeitas pela acdo re-

hidratante da solucdo aquosa.

Durante os testes de resisténcia mecanica da solda com estas amostras, uma das
amostras produzidas conforme a linha 1 da Tabela 5-6 (Amostra produzida a 40°C,

40%, durante 24 horas, sem fixacdo quimica), teve um comportamento diferente.

Durante o ensaio de tracdo, somente metade da solda rompeu-se (Figura 5-3, letra A)
e a amostra acabou soltando da garra superior sem no entanto romper-se por
completo. A amostra foi entdo cortada perpendicularmente a linha de solda, de modo a
retirar a regido da solda que tinha rompido (Figura 5-3, letra B). O pedaco soldado foi

entdo submetido a novo ensaio de tracdo (Figura 5-3, letra C).

Este novo pedaco teve um alto valor de resisténcia mecéanica, 2,48 MPa, quando

comparado a média do grupo de dados, de 0,58 MPa.

O que ocorreu com esta amostra esta certamente ligado a qualidade da aposicao das
superficies na regido da solda. No lado que rompeu-se primeiro a aposicdo das
superficies ndo era tdo boa (aproximacdo ndo foi suficiente ou, aproximagao foi
excessiva ou, superficies das duas partes estavam desalinhadas entre si), ao contrario

do outro lado, em que a aposicdo estava mais préxima de uma aposi¢cao perfeita.



53

Figura 5-3 - Resisténcia mecénica elevada em parte de uma das amostras soldadas

5.2.6 Efeito do tempo de fixagdo quimica na resisténcia mecéanica

A Tabela 5-7 relata os resultados de resisténcia da solda apds tratamento em tempos

diferentes de estabilizacdo quimica com glutaraldeido.

Tabela 5-7 - Efeito do tempo de fixagdo quimica na resisténcia mecénica

Preparagdo na estufa

Resisténcia

Temperatura | Umidade Fixagdao Quimica n mecanica Desvio Padrao
(°C) (%) média (MPa)
40 35 Nao 12 0,73 0,65
Glutaraldeido a
40 35 2.50%, por 24 h 4 0,64 0,19
I Idei
40 35 Glutaraldeido a 3 0,87 0,16

2,50%, por 15 dias

O fator tempo na fixacdo quimica é capaz de aumentar um pouco mais a resisténcia

mecénica média da amostra soldada. A analise de variancia (Apéndice A) mostra que

h& uma certa diferenga entre os grupos de dados, ainda que estatisticamente pouco

significativa (p=0,155).
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Com um tempo maior de exposicdo ao glutaraldeido, a penetracdo no tecido e na
interface da solda é ainda maior, ainda que 24 horas j4 sejam suficientes para a
penetracao e fixacdo adequada a 1 mm das superficies do tecido. H4 maior tempo
para a ocorréncia de uma maior quantidade de ligacées cruzadas, reforcando ainda

mais a solda.

5.2.7 Comparacdo da resisténcia mecanica da tecido soldado e do tecido
suturado

A Tabela 5-8 reporta dados de resisténcia mecanica de tecidos soldados e suturados.

Tabela 5-8 - Resisténcia mecanica: Tecido soldado x tecido suturado

Preparagéo na estufa Resisténcia .
Temperatura | Umidade Tempo Fixacao Quimica n mecanica E:::Ia.l,z
(°C) (%) média (MPa)
Glutaraldeido
40 35 24 h 2,50%, por 24 4 0,64 0,19
horas
Ndo 3 0,70 0,11
Tecido suturado Glutaraldeido
2,50%, por 24 3 1,36 0,21
horas

A unido através de sutura do tecido fixado é aproximadamente duas vezes mais
resistente que a unido por solda. A andlise de variancia (Apéndice A) mostra que a
diferenca é significativa (p=0,005).

Importante observar que na unido suturada a fixagdo quimica também aumenta a sua
resisténcia, pois o tecido fica mais resistente ao rasgamento causado pela sutura
guando a unido é solicitada mecanicamente.
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Os valores de resisténcia mecénica da solda sdo comparados com os valores da

resisténcia mecanica do tecido integro na Tabela 5-9.

Tabela 5-9 - Resisténcia mecanica: Tecido soldado x tecido integro

Tipo Preparagao na estufa o Resisténcia )
] Fixacao n- Desvio
Temp. | Umidade Tem Quimica n mecanica Padrao
Q) | (%) | P média (MPa)
40 35 24 h - 14 0,64 0,64
Tecido Glutaraldeido
soldado 40 35 24 h 2,50%, por24 | 4 0,64 0,19
horas
- - - - 11 2,17 0,64
Glutaraldeido
- - - 2,50%, por 24 5 4,45 0,83
Tecido horas
integro 40 35 24 h - 4 3,18 1,50
Glutaraldeido
40 35 24 h 2,50%, por 24 3 2,74 0,36

horas

As duas primeiras linhas da Tabela 5-9 referem-se ao tecido soldado néo-fixado e

fixado com glutaraldeido. As linhas 3 e 4 da tabela referem-se ao tecido integro e

fresco. As duas ultimas linhas da tabela referem-se ao mesmo tecido das linhas 1 e 2,

que foi soldado na estufa, porém é parte do tecido que ndo foi cortada (e

consequentemente soldada) e manteve-se integra. Mas sofreu a mesma exposi¢cao ao

calor e umidade que a regido da solda.

O tecido fresco, sem fixacdo quimica, € cerca de 3,3 vezes mais resistente que o

tecido soldado.

Quando comparam-se o tecido fresco fixado em glutaraldeido e o tecido soldado,

também quimicamente soldado, a diferenca é ainda maior. O tecido fresco € quase 7

vezes mais resistente que o tecido soldado.
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E interessante quando comparam-se os dados do tecido integro fresco quimicamente
fixado e o tecido integro, submetido a temperatura e umidade, também fixado. A
diferenca é significativa e o tecido submetido a temperatura e umidade da estufa torna-
se menos resistente a tracdo. A tensdo média de resisténcia é cerca de 60% do tecido

fresco.

A explicacdo para a reducao da resisténcia do tecido integro pode estar na acao da
temperatura na conformacdo das moléculas de colageno que, alteradas, afetam

negativamente as ligacdes intermoleculares.

Este tecido integro, que esteve na estufa nas mesmas condi¢cbes da parte que foi

soldada, é cerca de 3 vezes mais resistente que o tecido soldado.

Todos os grupos de dados analisados acima apresentam diferencas significativas

entre si. (Veja Analise de Variancia no Apéndice A).

5.2.9 Comparacéo daresisténcia mecéanica da solda e do tecido integro
apoés alta desidratacdo das amostras

Este experimento ocorreu de forma ndo planejada, porém gerou resultados muito
interessantes. O que ocorreu foi que o papel-toalha que mantinha o tecido adjacente a
regido da solda ficou muito curto e, com a reducdo do nivel de agua dentro do
recipiente, o papel-toalha parou de umedecer o tecido, que ficou completamente

desidratado.

Notou-se que a solda apresentou um 6timo acabamento visual, ficando dificil notar
onde estava a linha da solda. De cada amostra retirou-se dois pedacos: um tal como
descrito na metodologia de preparacdo da amostra e que possuia a linha de soldagem
e outro no canto da amostra, que néo era alcancado pelo corte feito na amostra. As
resisténcias foram comparadas e viu-se que nado havia diferenca entre as médias de

valores dos dois grupos de amostras (Tabela 5-10).
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Tabela 5-10 - Resisténcia mecanica: Tecido soldado x tecido integro apds alta

desidratacéao

Preparagao na estufa
- Resisténcia .
. . Fixagao as Desvio
Tipo | Temperatura | Umidade Tem Quimica n mecanica Padrio
°C) (%) empo média (MPa)
Tecido 40 40 48 h N3o 2 10,75 2,11
soldado
Tecido 40 40 48 h N3o 3 10,68 1,67
integro

Pela Andlise de Variancia (Apéndice A), vé-se que ndo ha diferenca entre os dados
(p=0,970).

Interessante que uma das amostras soldadas rompeu-se em outra regido e ndo na

solda (esta amostra ndo foi incluida na tabela acima).

Com o alto grau de desidratacdo, o niumero de ligacbes entre as moléculas das duas
superficies apostas deve ter atingido o méximo de ligacdes possiveis, ficando com

uma resisténcia comparavel ao do préprio tecido integro.

Vale lembrar que esta resisténcia da solda vai desaparecer com a re-hidratacdo, ou
seja, a solda s6 é comparavel com o tecido integro na situagdo em que ambos estédo

totalmente desidratados.

Na realidade a desidratacdo a temperatura e umidade ambientes é muito pequena, e
portanto praticamente ndo ocorre o efeito de liberacdo dos sitios de ligacdes das

moléculas de colageno.
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5.3 Andlise de curvas Tensdo x Deformacé&o obtidas nos ensaios de
tracao.

A primeira observacao quando se compara as curvas de tensdo x deformacdo do
tecido fresco e o tecido soldado, é a quantidade de deformacédo que o material sofre

antes de romper-se.

A Figura 5-4 mostra uma curva tensdo x deformacao tipica do tecido fresco da aorta
porcina. O tecido deforma-se mais de 150% antes de romper-se. Qutra observacéo na
Figura 5-4 é que as curvas mostram varios "vales" nos valores de tensédo. Eles
correspondem ao momento em que apenas uma das camadas do tecido rompe-se.
Normalmente observa-se que as camadas externas rompem-se antes, o que leva a

crer que estas camadas tem menor elasticidade que a camada intermediéria.

Typical Stress-Strain curve for fresh tissue
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Figura 5-4 - Curvas tenséo x deformacao tipicas do tecido fresco.
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A Figura 5-5 é uma curva tipica do tecido soldado, e com alto grau de desidratacéo —
neste caso todo o tecido ficou desidratado. A desidratacéo e o rompimento da solda —
menos resistente que o tecido integro — reduzem a quantidade de deformacéo para
em torno de 40% e ampliam a tesdo de ruptura (de 0,8MPa para 10MPa). Nota-se
também na comparacdo entre estes dois graficos que o rompimento € bem mais
abrupto no tecido soldado do que no tecido fresco. Este rompimento abrupto —
rompimento fragil — é exatamente o rompimento da linha de solda. No tecido fresco

percebe-se um rompimento mais ductil.

Typical Stress-Strain curve for highly de-hydrated welded tissue
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Figura 5-5 - Curvas tensédo x deformacgao tipicas do tecido soldado e com alto grau de

desidratacéo.
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A Figura 5-6 mostra a curva do tecido integro — ou seja, ndo soldado — mas que foi
submetido a desidratacdo na estufa, nas mesmas condi¢cdes em que sao feitas as
soldas. Esta amostra estava parcialemente desidratada, ou seja, havia uma parte do
tecido umedecido pelo papel-toalha, como descrito na secédo de Metodologia. Mesmo
parcialmente desidratado, o tecido integro ainda mantém uma alta ductilidade — entre
200% e 300% de deformacédo. Note que o tecido desidratado fica mais resistente a
tracdo. Esta maior resisténcia alidada a sua flexibilidade sdo os responséaveis pela

grande taxa de deformacdao (até cerca de 2 vezes o tecido fresco).

Typical Stress-Strain curve for partially de-hydrated welded tissue
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Figura 5-6 - Curvas tensédo x deformacao tipicas do tecido parcialmente desidratado na

estufa
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A quantidade de deformacéo do tecido integro é reduzida com a fixagcdo quimica do
tecido, o que ja era de esperar. A Figura 5-7 mostra curvas tipicas do tecido fixado
quimicamente, em que as deformacfBes ndo atingem 100%. Nota-se, porém, que a

resisténcia do tecido é maior ap0s a fixagao.

Typical Stress-Strain curve for tissue chemically fixed with glutaraldehyde
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Figura 5-7 - Curvas tensédo x deformacao tipicas do tecido fixado quimicamente com

glutaraldeido.
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Quando se comparam as curvas do tecido soldado sem fixacdo e com fixacdo quimica
— Figura 5-5 e Figura 5-8 — percebe-se um aumento da quantidade de deformacéo
absorvida pelo tecido fixado antes de romper-se, ao contrario do que ocorre no tecido
integro. A explicacdo esta no fato de que o tecido desidratado tem muito baixa
ductilidade e o glutaraldeido, além de fixar o tecido quimicamente, também re-hidrata o
tecido, recuperando parte de sua ductilidade. Portanto, é possivel deformar o tecido

um pouco mais antes de romper a solda — ainda que rompa com uma tensdo menor.

Typical Stress-Strain curve for hightly de-hydrated welded tissue
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Figura 5-8 - Curvas tensao x deformacéo tipicas do tecido soldado e fixado

quimicamente em glutaraldeido.

Cada curva apresentada nas figuras 5-4 a 5-8 representa a curva de apenas uma das

amostras analisadas, e ndo a média das amostras.
5.4 Andlise no Microscépio Eletrénico de Varredura

A amostra soldada em estufa e fixada quimicamente em glutaraldeido 0,65% foi
observada no MEV ambiental. Observando-se a Erro! Fonte de referéncia néo
encontrada. e a Figura 5-10, nota-se a presenca de fibras que partem de um borda e
estendem-se até a outra borda, criando uma ligacdo entre as duas. As dimensdes

destas fibras, que pela Figura 5-10 tém um didmetro da ordem de 5 a 10 pm,
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coincidem com as dimensdes de fibras de colageno, que variam entre 1 a 20 um
(JUNQUEIRA e CARNEIRO,1999).

Nota-se também que n&o ha sinais de soldagem por fusdo do material na interface, o
que pode ser inferido da planicidade com que se manteve a superficie de ambas as

bordas, planicidade esta produzida pelo corte com a lamina do bisturi.

A melhor hip6tese que pode-se inferir destas imagens é que ocorrem entdo ligacdes
guimicas entre as fibras de coldgeno das superficies apostas, e que estas levam a

unido das duas bordas.



Figura 5-10 - Imagem gerada no MEV da regido da solda térmica (400x)
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5.5 Analise com Microscopia Raman

A espectroscopia Raman foi utilizada para investigar alteragfes na estrutura do tecido
frente & desidratacéo pela elevagédo de temperatura e reducdo da umidade. A amostra
de tecido analisada foi posicionada no microscopio de forma que a camada intima da
parede da aorta (camada interna da artéria) ficasse voltada para o laser durante a

analise.

Espectros forma obtidos de trés amostras: um tecido fresco, um tecido parcialmente
desidratado e um tecido bastante desidratado (Figura 5-11). Os espectros obtidos
foram sobrepostos e normalizados, para um comparacdo adequada. O espectro
resultante foi dividido em 4 figuras (Figura 5-12 até Figura 5-15), para facilitar a

visualizacéo.

Neste espectro, a linha azul representa um tecido fresco, ou seja, sem nenhuma acéao
sobre o tecido, como desidratacédo, fixacdo quimica ou qualquer outro tratamento. O
tecido foi analisado cerca de uma semana depois de recebido do abatedouro. O tecido
(segmento aértico de porcino) é recebido do abatedouro até no maximo 6 dias apés a
morte do porcino e é mantido em alcool benzilico a 0,5%. Esta amostra sera o

controle, e a chamaremos de “tecido fresco”.

REGiaw pE
AvRUSE
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Figura 5-11 — Desenho esquematico mostrando as regides do tecido analisadas na

espectroscopia Raman.
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A linha laranja representa uma parte do tecido que foi exposta a temperatura e baixa
umidade na camera climatica, porém mantida umida pelo papel-toalha em contato com
ela e cuja outra extremidade estava mergulhada em agua (Figura 5-11). Ainda que o
tecido seja mantido com um suprimento de umidade, ele apresenta um certo grau de

desidratacdo. Chamaremos esta amostra de “tecido semi-desidratado”.

A linha vermelha representa a analise da regido do tecido bem préxima a regido de
solda, e que ficou diretamente exposta a temperatura e baixa umidade da camara

climatica. Chamaremos esta amostra de “tecido seco” (Figura 5-11).

Analisando os gréficos no sentido crescente dos nimeros de onda, observamos as

seguintes alteracdes nos espectros que sdo as mais evidentes:

1. Na Figura 5-12 percebe-se uma aumento da intensidade do sinal na banda
entre 420 e 470 cm™ e também na banda entre 500 e 600 cm™. Ligacdes S-S
normalmente aparecem na faixa entre 430 e 550 cm™, o que leva a crer que
um grande numero destas ligagBes surgiram na regido do tecido seco. A
deteccao destas ligagfes através da espectroscopia Raman € muito forte. Esta
ligacdo que surge coincide com o estudo de SCHERR et al. (1998), que
acredita que as ligacdes disulfito eletrostaticas e covalentes, que surgem com a
desnaturacdo induzida pelo calor, aumentam a resisténcia final na solda. Ele
cita ainda que a presenca de ligacBes dissulfito em tecidos soldados

termicamente foi demonstrada por varios investigadores.

2. Na banda entre 640 e 700 cm™ também pode-se notar um aumento na
intensidade do sinal para o tecido seco (Figura 5-12). A regido entre 630 e 790
cm™ normalmente corresponde, na espectroscopia Raman, a ligacées C-S

alifaticas. (Horiba Jobin Yvon)

3. Na banda entre 1000 e 1040 cm™ nota-se uma reducéo da intensidade do sinal
no tecido seco quando comparado ao tecido fresco. Porém, entre 1040 e 1145
cm™ é nitido o aumento do sinal no tecido seco em comparagéo com o tecido
fresco (Figura 5-13). A espectroscopia Raman detecta fortemente para as
ligacbes C=S, que normalmente ocorrem na banda entre 1000 e 1250 cm™, e

para ligagbes C-S arométicas, que ocorrem numa banda mais estreita, entre
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1080-1100 cm™. (Horiba Jobin Yvon) Isso leva a crer que a desidratacéo leva
a uma mudanca nas ligacdes existentes no tecido, principalmente nas ligacdes

envolvendo o enxofre.

Mudancas s&o observadas na banda de 1660 cm™, que correspondem & Amida
| (BADIl e HOWELL, 2003). A alteracdo na densidade do sinal denota
alteracBes na conformacédo das proteinas e na estrutura secundaria. Porém
nao foram observadas alteracdes significativas em 940, 990 e 1239 cm™, o que
reflete alteracdes na hélice, na cadeia e na espira, respectivamente (BADII e
HOWELL, 2003).

Na banda em 1443 cm™ (Figura 5-13), associada aos grupos metil e metileno, e
cujo aumento na intensidade denota a desnaturacao da proteina (DONG et al.,
2003), nota-se um aumento da intensidade no tecido seco, o que denota que

houve uma desnhaturagéo do tecido na regido da solda.

. A préxima banda que mostra uma nitida alteragcdo no tecido seco, em
comparacdo as amostras semi-desidratada e fresca, é na banda
aproximadamente entre 1500 e 1600 cm™ (Figura 5-14), onde a intensidade do
sinal € bem maior para o tecido seco. A detec¢do nesta banda pelo Raman é
de intensidade média para ligacdes como N=N alifadticas (normalmente na
banda 1550 a 1580 cm™) e C-NO2 assimétricas (normalmente na banda entre
1530 a 1590 cm™) (Horiba Jobin Yvon).

Na banda entre 3000 e 3800 cm™ (Figura 5-15) nota-se nitidamente que a
intensidade do sinal decresce do tecido fresco para o semi-desidratado e deste
para o seco. Esta banda esta associada a presenca de moléculas de agua na
amosta (LEIKIN et al.,, 1997), portanto a reducdo na intensidade acontece

conforme esperado.

Na banda entre 2800 e 3000 cm™ (Figura 5-15) temos as ligagées C-H (Horiba
Jobin Yvon). A variacdo das intensidades de uma amostra para a outra nao é
tdo nitida assim, mas nota-se uma ligeira alteracdo no formato do pico nesta
banda. No tecido fresco, o pico apresenta dois “degraus” bem definidos, um de

cada lado do pico. A medida que caminhamos no sentido do tecido mais seco,
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observamos que estes “degraus” perdem um pouco de sua definicdo. Uma
hip6tese é que a quantidade de ligagdes C-H ndo varia muito, mas que pode

ocorrer variagdes nos formatos das moléculas de hidrocarbonetos.

O que pode-se inferir dos dados acima é que algumas alteracdes quimicas ocorrem
durante o aguecimento do tecido, e ndo somente uma simples fusdo por
entrelacamento das fibras de coldgeno, desnaturadas por agdo do calor. Uma pista
importante encontrada nesta andlise foram as ligag6es disulfito e as ligacdes C-S e
C=S, que surgiram com maior intensidade no tecido seco. Estas liga¢cdes, em que o
enxofre o elemento principal, e que j& foram citadas em pesquisas anteriores, pode ser

um dos principais contribuintes para a promocéo da unido dos tecidos.
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Figura 5-12 - Espectro das amostra de tecido fresco, semi-desidratado e seco. Banda de
400 a 700 cm™.
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Tecido fresco

Tecido semi-desidratado

Tecido seco

969'T
0891
G991
6791
Pe9'T
8191
€091
L8S'T
[YAS!
G561
ors'tT
st
80S'T
6yl
9Lv'T
09%'1T
i
8r'l
[4N A
96¢'T
08E'T
P9E'T
8rE'T
[431
STET
66C'T
€871
L9C'T
0S¢t
PeCT
LTCT
10¢'T

-100

Numero da onda {cm?1)

Figura 5-14 - Espectro das amostra de tecido fresco, semi-desidratado e seco. Banda de

1200 a 1700 cm™.



70

—— Tecido fresco

£
L)
]
o
R
o
L)
[t

o
S 9
m
= W
T o
E=am=
w0
U
T

v8L'E
9Lt
ovL'e
8TL°E
S69°E
€L9E
0s9°t
8¢9t
S09°t
(8S°E
655°E
9ES’E
EIS'E
oet't
99v°¢t
evvE
ocr'e
96€°¢t
CLEE
6vEE
SeE'E
T0E'E
LLITE
¢SCE
8¢l't
voT'e
6LT°E
SST'E
OET'E
SOT'E
080°¢t
SS0°E
TE0'E
900°¢t
086'¢
§56°¢
0g6'C
706'¢C
648°¢C
£€58°¢

Filrd»]

3000 -+

2500 +

2000

1500 -

500 +

0 -

Con

-500

Numerode onda {cm™)

Figura 5-15 - Espectro das amostra de tecido fresco, semi-desidratado e seco. Banda de

2800 a 3800 cm™.



71

6 CONCLUSOES

Uma variabilidade nos resultados para cada um dos experimentos — como foi o caso
das amostras preparadas a 40 °C e 35% de umidade, em que 0s valores variavam de
0,07 MPa até 2,1 MPa — leva a crer que ha vérios fatores com grande peso nos

resultados finais. Os principais fatores observados podem ser resumidos como:

e Grau de desidratacdo na regido da solda: Quanto maior a desidratacao,
melhores s@o os resultados obtidos. Porém esta grande diferenca nos

resultados é reduzida substancialmente apoés fixagdo quimica e re-hidratagéao.

e Qualidade da aposicédo das bordas a serem soldadas: Observou-se que uma

boa aposicdo das bordas contribui significativamente para o sucesso da solda.

e Controle da umidade: Os testes em estufas diferentes mostraram que o

controle da umidade € importante para se obter boas soldas.

e Controle da temperatura: Ha uma faixa de temperatura ideal para realizar as
soldas, que deve ser um pouco acima da temperatura ambiente, em torno de
40 °C, e nao acima de 50 °C, onde o tecido encolhe muito e a solda ndo pode

ser obtida.

As melhores soldas foram obtidas a 40 °C, com a umidade controlada entre 30 e 40%.

Quanto ao fator tempo de exposicdo dentro da estufa, um aumento do tempo
aumentou significativamente as médias de resisténcia mecénica. Mas esta diferenca

desaparece depois da fixacdo quimica.

Outra observacdo significativa nos ensaios de tracdo é a importancia da fixagao
quimica do tecido soldado. Os experimentos demonstraram que a solda desfaz-se
quando a amostra é submetida a re-hidratagdo apdés o processo na estufa. Mas a

solda ndo desfaz-se quando o tecido soldado é submetido a uma fixacdo quimica,
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antes da re-hidratacdo. Em suma, pode-se dizer que a solda ocorrida na estufa cria
condicBes para que a fixacdo quimica ocorra nas fibras na regido de interface entre as
duas partes, ligacdes estas estaveis e resistentes a re-hidratacdo — esta afirmacao é
reforcada pelos testes preliminares que demonstraram que a simples fixacdo quimica
nao é capaz de, sozinha, restabelecer a unido entre duas partes. Bons resultados

foram obtidos com a fixac&o quimica em glutaraldeido a 2,50% por 15 dias.

Quando comparado com a sutura, a média da resisténcia mecanica da amostra
soldada é a metade da obtida com a sutura, mas a avaliagdo de alguns valores
isolados mostraram que ha o potencial de se obter soldas com resisténcia comparéavel
a sutura. Além disso, vale lembrar que a sutura apresenta a desvantagem da

concentracdo de tensdo na regido onde a sutura atravessa o tecido.

Quando comparada ao tecido integro, € interessante notar que a resisténcia mecanica
€ praticamente a mesma do tecido quando ambos estdo altamente desidratados. Mas
apos a fixagdo quimica — que também re-hidrata — o tecido integro mostra-se 7 vezes
mais resistente que o tecido soldado — diferenca similar ao observado em outros
trabalhos, como o de FENNER (1994).

Quanto ao entendimento do mecanismo envolvido na soldagem do tecido, algumas
pistas foram obtidas durante os experimentos. Algumas observac¢des oriundas dos
experimentos levam a crer que a soldagem ocorre pela ocorréncia de ligacdes
quimicas entre as fibras colagenas na interface das duas partes unidas, e ndo pela
simples fus&o do tecido e unido pelo entrelacamento destas fibras — mesmo porque as
solda também foram realizadas em temperaturas abaixo da temperatura de fusdo do
tecido. Isso fica demonstrado pelas imagens obtidas no MEV, em que se vé fibras
interligando as duas faces das bordas unidas, e o aspecto plano das borda, diferente

do que se esperaria ver caso houvesse uma fusdo do material naguela regiéo.

A espectroscopia Raman também trouxe algumas informagfes sobre ligacdes que

surgiram como efeito do calor sobre o tecido.

Os indicios de que a ligacdo ocorra pela existéncia de ligagbes quimicas entre as
fibras de colageno, e o fato de que a solda se desfaz quando a amostra é re-hidratada

logo apds o processo de soldagem, sugere que a hipotese levantada no trabalho de
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FENNER (1994) é a que melhor explica 0 mecanismo envoldio na soldagem. Ou seja,
a exposicao ao calor desidrata o tecido e as moléculas de agua retiradas liberam sitios
de ligacbes nas moléculas de colageno. Os sitios de ligacdes livres das fibras das
duas bordas opostas encontram-se formando uma ligacdo quimica. Esta ligacdo é

entdo reforcada através da fixacdo quimica com o glutaraldeido.
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7 RELEVANCIA DOS RESULTADOS

Os resultados dos experimentos com a parede adrtica soldada na estufa com controle
de temperatura e umidade mostraram gque a solda do tecido é possivel, e que valores
de resisténcia mecanica razodveis podem ser alcancados com o desenvolvimento da

técnica.

Mais do que obter uma solda com elevada resisténcia, demonstrou-se que esta pode
ser alcangada sem a utilizag&do de elementos exdgenos (colas, albuminas, cromoforos)
para auxiliar a adesdo, ou seja, apenas calor foi o suficiente para criar a unido das

duas partes.

Quando comparados a valores obtidos em outras pesquisas similares, vé-se que 0s
valores médios de resisténcia mecanica aqui obtidos sdo bem promissores, sendo
muitas vezes superiores aos obtidos em grande maioria dos trabalhos de estudiosos

referenciados neste trabalho.

Demonstrou-se que a fixagdo quimica com glutaraldeido tem profunda importancia na
estabilidade da solda, quando se contempla a re-hidratacdo do tecido e 0 seu contato

com diversas solucdes de processo e fluidos fisiologicos.

O aspecto visual da solda também foi um ponto positivo, mostrando que a regido pode
apresentar um bom acabamento, 0 que € interessante para aplicacbes como a

fabricagcéo de bioproteses de valvulas cardiacas.

Portanto, a soldagem térmica do tecido do segmento adrtico é possivel, com grande
possibilidade de se obterem resultados ainda melhores. Salvo a longo prazo (efeitos
da fadiga), que néo foi avaliado. H4 um potencial para estudar aplicacdes do método

na fabricacdo de biopréteses de valvulas cardiacas.
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8 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Como discutido anteriormente, 0 sucesso da solda é afetado por variagbes nos
pardmetros controle de temperatura e umidade, qualidade da aposicao das bordas a
serem soldadas, tempo de exposicdo a temperatura e a fixacdo quimica com
glutaraldeido, concentracdo do agente de ficacdo quimica, efeito da re-hidratacédo e

grau de desidratacéao.

A grande variabilidade nos resultados de resisténcia mecanica mostra um potencial
para se obter médias ainda melhores do que as apresentadas aqui, portanto, fica a
sugestao de, em trabalhos futuros, investigar outras variacdes nestes parametros. Por

exemplo:

e Desenvolver dispositivos que mantenham uma melhor aposicdo das bordas a
serem soldadas. Investigar também os fatores que definem uma boa aposi¢éo
das bordas durante todo o processo de solda e como lidar com o encolhimento

do tecido durante o0 aquecimento.

e Investigar outras combinacdes de tempo de exposicdo ao calor, temperatura,

umidade e tempo de exposi¢ao ao glutaraldeido.
o Efeito de concentracBes maiores de glutaraldeido para a fixacdo quimica.

e Investigar os efeitos de uma exposicdo mais prolongada a re-hidratacdo e
também o efeito que outros fluidos podem ter sobre a solda, como, por

exemplo, o sangue ou uma solucéo similar.

e Avaliar a solda em um teste de envelhecimento acelerado ou de fadiga, para

investigar a resisténcia a longo prazo.

E uma vez que se demonstrou ser possivel obter solda no tecido por efeito térmico,
fica também a sugestdo de desenvolver um trabalho sobre a solda a laser do tecido.
Segundo acreditam varios pesquisadores, o tecido absorve a energia luminosa do
feixe de laser e a transforma em energia térmica, que tem um efeito semelhante ao

obtido neste trabalho. Sugere-se, neste caso, iniciar estudos com a seguinte
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combinacéo: Laser de diodo e regido da solda com o cromdéforo indocianina verde, que

€ a combinacdo mais frequente encontrada nos trabalhos na area.
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10 APENDICES

10.1 Apéndice A: Analises de Variancia dos dados de Tens&do Média de
Resisténcia.

10.1.1 Anadlise de Variancia para os dados da Tabela 5-1 - Resisténcia
mecanica x Umidade Relativa

One-way ANOVA: 40-30; 40-35

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,194 0,194 0,54 0,473
Error 18 6,494 0,361

Total 19 6,688

S = 0,6006 R-Sq = 2,90% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on Pooled StDev

Level N Mean StDev Fom———— e - S -
40-30 6 0,8550 0,4847 - A )
40-35 14 10,6400 0,6397 (- K )
T — Y —— Y —— Y ——
0,30 0,60 0,90 1,20

Pooled StDev = 0,6006

One-way ANOVA: 40-35; 40-40

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,027 0,027 0,08 0,780
Error 28 9,408 0,336

Total 29 9,435

S = 0,5797 R-Sq = 0,28% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev  ———-—- Fomm e Fom o o e
40-35 14 0,6400 0,6397 (- A e )
40-40 16 10,5801 0,5221 (~————————————- A )
————— T . o ——— o ——— +———
0,40 0,60 0,80 1,00

Pooled StDev = 0,5797



One-way ANOVA: 40-30; 40-40

Source DF SS MS F P
Factor i 0,330 0,330 1,25 0,276
Error 20 5,264 0,263

Total 21 5,593

S =0,5130 R-Sq = 5,89% R-Sq(adj) = 1,19%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Stbhev ——-—---- R Fom e Fom e +-—

40-30 6 0,8550 0,4847 (- A )}
40-40 16 0,5801 0,5221 (--------- K )}

—_—————— Fom e ——— Fom Fom +——

0,50 0,75 1,00 1,25

Pooled StDev = 0,5130

10.1.2 Analise de Variancia para os dados da Tabela 5-2 - Resisténcia
mecanica x Temperatura

One-way ANOVA: 30-35; 40-35

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,644 0,644 1,93 0,183
Error 16 5,328 0,333

Total 17 5,972

S =0,5771 R-Sq = 10,79% R-Sq(adj) = 5,21%

Individual 95% CIls For Mean Based on Pooled StDev

Level N Mean Sthev = ——4————————- e Fom e Fom

30-35 4 10,1850 0,0545 (- - )

40-35 14 10,6400 0,6397 (—————-—- - )
B — T — T — T
-0,35 0,00 0,35 0,70

Pooled StDev = 0,5771
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One-way ANOVA: 40-35; 50-35

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,203 0,203 0,54 0,474
Error 16 6,050 0,378

Total 17 6,253

S =0,6149 R-Sq = 3,25% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev  ———t+-————————— Fom e Fommm Fomm

40-35 14 0,6400 0,6397 (- H - )

50-35 4 10,8955 0,4934 (—————————————————— H )}
———te—e e Fom e Fom [
0,35 0,70 1,05 1,40

Pooled StDev = 0,6149

One-way ANOVA: 30-35; 50-35

Source DF SS MS F P
Factor 1 1,010 1,010 8,19 0,029
Error 6 0,739 0,123

Total 7 1,749

S =0,3510 R-Sq = 57,73% R-Sq(adj) = 50,68%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Stbev -——--—- e Fom o e
30-35 4 0,1850 0,0545 (----——--—- o — )
50-35 4 0,8955 0,4934 (————————- e )
—_————— Fomm e Fom e Fom [
0,00 0,40 0,80 1,20

Pooled StDev = 0,3510



10.1.3 Andlise de Variancia para os dados da Tabela 5-3 - Resisténcia
mecanica: Tecido nao-fixado x tecido fixado

One-way ANOVA: 30-35; 30-35 G065-24

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,00005 0,00005 0,02 0,905
Error 6 0,01930 0,00322

Total 7 0,01935

S = 0,05672 R-Sq = 0,26% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev —t e R o e
30-35 4 0,18500 0,05447 (- o — )}
30-35 G065-24 4 0,19000 0,05888 (- -
e Fom Fom Fom
0,120 0,160 0,200 0,240

Pooled StDev = 0,05672

One-way ANOVA: 40-35; 40-35 G065-24

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,404 0,404 1,43 0,247
Error 19 5,372 0,283

Total 20 5,776

S =0,5317 R-Sq = 7,00% R-Sq(adj) = 2,10%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean  StDev -—-+---——-—-——- Fom - Fom - e

40-35 14 0,6400 0,6397 (=== H e )

40-35 G065-24 7 0,3457 0,0940 (--———--—-—---—- - )
—t———————— o —— o ——— o ———
0,00 0,30 0,60 0,90

Pooled StDev = 0,5317



One-way ANOVA: 40-40; 40-40 G065-24

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,054 0,054 0,24 0,633
Error 18 4,130 0,229

Total 19 4,184

S = 0,4790 R-Sq = 1,30% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev  ——4————————- e Fomm S

40-40 16 0,5801 0,5221 (-———---—- H - )

40-40 G065-24 4 0,4500 0,1163 (~—---————===————- A )
—teeee Fom e —_——— Fom e —_——— R
0,00 0,30 0,60 0,90

Pooled StDev = 0,4790

10.1.4 Andlise de variancia para os dados da Tabela 5-4 - Efeito da
concentracao do glutaraldeido na resisténcia mecanica

One-way ANOVA: Nao; G0,65

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,404 0,404 1,43 0,247
Error 19 5,372 0,283

Total 20 5,776

S =0,5317 R-Sq = 7,00% R-Sq(adj) = 2,10%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean  StDev --+-—————-—- e Fom Fom
N&ao 14 0,6400 0,6397 (- F e )
60,65 7 0,3457 0,0940 (————--—-——""——- Femm )
——tm Fommm o Fomm
0,00 0,30 0,60 0,90

Pooled StDev = 0,5317
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One-way ANOVA: Néo; G1,0

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,262 0,262 0,79 0,389
Error 16 5,333 0,333

Total 17 5,594

S = 0,5773 R-Sq = 4,68% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Stbhev ——-—---- R Fom e Fom e +-—
N&o 14 0,6400 0,6397 (Gt H )}
G1,0 4 0,3500 0,0668 (~-——----————————- A )
—_—————— Fom e ——— Fom Fom +——
0,00 0,35 0,70 1,05

Pooled StDev = 0,5773

One-way ANOVA: Nao; G2,5

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,000 0,000 0,00 0,994
Error 16 5,422 0,339

Total 17 5,422

S =0,5821 R-Sq = 0,00% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev  ————————- e Fom - o +
Nao 14 0,6400 0,6397 (-———-—-—-—-—- K- D
G2,5 4 0,6425 0,1852 (--—-—-———————————- H e o )
--------- o4
0,35 0,70 1,05 1,40

Pooled StDev = 0,5821
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10.1.5Anélise de Variancia dos dados da Tabela 5-7 - Efeito do tempo de
fixacdo quimica na resisténcia mecanica

One-way ANOVA: 24 horas; 15 dias

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,081 0,0861 2,81 0,155
Error 5 0,1533 0,0307

Total 6 0,2395

S =0,1751 R-Sq = 35,97% R-Sq(adj) = 23,16%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Sthev  ————————- Fom - Fom S - +
24 horas 4 0,6425 0,1852 (-—-----—---- o )
15 dias 3 0,8667 0,1589 - e )
————————— ot
0,60 0,80 1,00 1,20

10.1.6 Andlise de Variancia dos dados da Tabela 5-8 - Resisténcia
mecanica: Tecido soldado x tecido suturado

One-way ANOVA: Solda e Fixado; Sutura e fixado

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,8907 0,8907 22,85 0,005
Error 5 0,1949 0,0390

Total 6 1,0857

S = 0,1975 R-Sq = 82,04% R-Sq(adj) = 78,45%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean Stbev ————————- - Fomm o o +
Solda e Fixado 4 0,6425 0,1852 (--—--- H e )
Sutura e fixado 3 1,3633 0,2146 (---—-—-—-- * h)
————————— ot
0,70 1,05 1,40 1,75

Pooled StDev = 0,1975



10.1.7 Andlise de Variancia dos dados da Tabela 5-9 - Resisténcia
mecéanica: Tecido soldado x tecido integro

One-way ANOVA: solda; fresco

Source DF
Factor 1

SS MS

14,440 14,440

Error 23 9,371 0,407
Total 24 23,811

S = 0,6383 R-Sq = 60,65%
Level N Mean StDev
solda 14 0,6400 0,6397

fresco 11

2,1711 0,6365

Pooled StDev = 0,6383

F

P

35,44 0,000

R-Sq(adj) = 58,93%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
—_——— Fom e Fom e Fom e e
(--===*-===2)
(- )
—_——— o o o o
0,60 1,20 1,80 2,40

One-way ANOVA: solda e fixado; fresco e fixado

Source DF SS MS
Factor 1 32,216 32,216
Error 7 2,865 0,409
Total 8 35,081

S = 0,6397 R-Sq = 91,83%
Level N Mean
solda e fixado 4 0,6425
fresco e fixado 5 44,4500

Pooled StDev = 0,6397

F

P

78,72 0,000

R-Sq(adj) = 90,67%
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Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev
R o o o
(----*----)
(----*---
e Fom Fom Fom
0,0 1,5 3,0 4,5



One-way ANOVA: fresco e fixado; integro na estufa e fixado

Source DF SS
Factor 1 5,461
Error 6 3,020
Total 7 8,481

S = 0,7095 R-Sq

Level
fresco e fixado
integro na estufa

Level
fresco e fixado
integro na estufa

e

e

MS F P
5,461 10,85 0,017

0,503

64,39% R-Sq(adj) = 58,46%

N Mean StDev
5 4,4500 0,8310
fixad 3 2,7433 0,3592

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

- R —— R — T
(- Hommmee )
fixad (----—---- H - )}
et Y —— Y —— R y——
2,0 3,0 4,0 5,0

Pooled StDev = 0,7095

One-way ANOVA: solda e fixado; integro na estufa e fixado

Source DF SS
Factor
Error
Total 6 7,9269

S = 0,2687 R-Sq

Level
solda e fixado
integro na estufa

Level
solda e fixado
integro na estufa

1 7,5660 7,5660

e

e

MS F P
104,81 0,000

5 0,3609 0,0722

95,45% R-Sq(adj) = 94,54%

N Mean StDev
4 0,6425 0,1852
fixad 3 2,7433 0,3592

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

_———— o o o S
—mm* o)
fixad (-——-*-—--2)
—————— T T T tm—
0,80 1,60 2,40 3,20

Pooled StDev = 0,2687
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10.1.8 Anélise de Variancia dos dados da Tabela 5-10 - Resisténcia
mecanica: Tecido soldado x tecido integro ap0s alta desidratagéo

One-way ANOVA: Soldado; integro

Source DF SS MS F P
Factor 1 0,01 0,01 0,00 0,970
Error 3 10,06 3,35

Total 4 10,06

S =1,831 R-Sq = 0,06% R-Sq(adj) = 0,00%

Individual 95% Cls For Mean Based on
Pooled StDev

Level N Mean StDev ---+---————-—- Fo———— Fo———— Fo——

Soldado 2 10,745 2,114 (--—-——————————- ettt e )

Iintegro 3 10,677 1,671 (- H )
———t————————— Fommm— Fommm————— [ e —
7.5 10,0 12,5 15,0

Pooled StDhev = 1,831
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