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Resumo

Objetivo: Avaliar o comportamento mecanico e os efeitos
no processo de calcificagédo pds-implante do pericardio bovino
tratado com glutaraldeido submetido a varias doses de
radiacdo gama.

Método: Pericardios bovinos fixados com glutaraldeido
foram submetidos a radiacdo gama, nas doses de 0 a 10000
Gy. Seis amostras de cada grupo foram avaliadas pela
microscopia optica, determinagdo da temperatura de
desnaturacdo do colageno e ensaio mecanico de tragdo e
implantadas subcutaneamente em ratos. Ap6s quatro meses
do implante, as amostras foram explantadas e o contetido de
Ca* determinado pela espectrometria de absorgdo atdmica.

Resultados: Niveis de Ca?* (em pg/mg): 0 Gy (controle) -
194,45; 50 Gy - 154,64; 100 Gy - 169,37; 200 Gy - 163,64; 500
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Gy - 199,89; 1000 Gy - 184,02; 2000 Gy - 198,95; 5000 Gy -
227,95 e 10000 Gy - 362,62. Houve alteracdo significativa no
comportamento mecéanico do tecido irradiado, quando
comparado ao grupo controle, mesmo com o emprego de baixas
doses de radiagao.

Concluséo: O emprego da radiacdo gama no pericardio
bovino tratado com glutaraldeido ndo reduziu os niveis de
Ca* em implantes subcutaneos em ratos por quatro meses e
promoveu alterac¢do significativa no comportamento mecénico
do tecido, com reduc¢do na sua resisténcia, quando comparados
ao grupo controle.

Descritores: Glutaral. Calcinose. Raios gama. Pericardio,
efeitos de radiacao.
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Abstract

Objective: To evaluate the effect of gamma irradiation on
glutaraldehyde-fixed bovine pericardium.

Method: Glutaraldehyde-fixed bovine pericardium was
exposed to gamma radiation (doses from 0 to 10000 Gy). Six
samples from each of nine groups were evaluated by optic
microscopy, and shrinking and mechanical tests and the
denaturation temperature was determined. Additionally, they
were subcutaneously implanted in rats and after four months
they were explanted and Ca? levels measured by atomic
absorption spectroscopy.

INTRODUCAO

Tecidos colagenos tratados com o glutaraldeido tém sido
empregados na confeccdo de biopréteses cardiacas,
entretanto, a calcificacdo tardia pos-implante constitui a
causa predominante de sua faléncia.

O tratamento com o glutaraldeido ndo elimina todas as
atividades metabdlicas dos tecidos coldgenos. Foi
demonstrada uma retencéo na atividade hidrolitica da enzima
fosfatase alcalina da ordem de 10 a 75% [1], sugerindo o seu
envolvimento no processo de calcificacao.

A calcificacdo é um evento de multiplas causas, onde
fatores do hospedeiro, do implante e biomecénicos estéo
envolvidos, iniciando-se com a formacdo de cristais de
hidroxiapatita nas membranas celulares, que contém altas
concentracfes de fosfolipideos e elevada atividade da
enzima fosfatase alcalina [2].

O estudo da calcificacdo e de meios para controla-la ou
posterga-la tem sido o foco de pesquisas, nas ultimas duas
décadas [3-7], muitas das quais atuando na reducdo da
atividade enzimatica da fosfatase alcalina por extracéo ou
inibicédo [8-15].

Né&o existem relatos na literatura sobre os efeitos da
radiacdo gama na calcificacéo do pericardio bovino fixado
com glutaraldeido, entretanto, alteracdes na conformacéo
espacial da fosfatase alcalina induzidas pela radiacdo gama
podem, em teoria, inibir a sua atividade enzimatica e interferir
no processo de calcificacdo.

O objetivo da presente investigacdo é avaliar o
comportamento mecanico e os efeitos no processo de
calcificacdo pds-implante do pericardio bovino tratado com
glutaraldeido, submetido a véarias doses de radiacdo gama,
comparando-0s com 0 grupo controle ndo exposto a
radiacdo.

METODO

O pericardio bovino foi coletado em frigorifico submetido
a fiscalizacdo do Departamento de Inspecdo Federal do
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Results: The Ca* levels were (in ug/mg): control (0 Gy) -
194.45; 50 Gy - 154.64; 100 Gy - 169.37; 200 Gy - 163.64; 500
Gy - 199.89; 1000 Gy - 184.02; 2000 Gy - 198.95; 5000 Gy -
227.95; 10000 Gy - 362.62. Gamma irradiation caused a
significant effect on the biomechanical properties of the tissue.

Conclusion: Exposure to gamma irradiation did not reduce
Ca? levels and caused a significant reduction in the tensile
strength of glutaraldehyde-fixed bovine pericardium.

Descriptors: Glutaral. Calcinosis. Gamma rays.
Pericardium, radiation effects.

Ministério da Agricultura e Departamento de Vigilancia
Sanitéria da Secretaria de Saude Estadual, imediatamente
ap0ds o abate do animal, sendo selecionados, ap6s uma
limpeza inicial com retirada do tecido gorduroso peri-
pericardico, e transportados em solugdo salina de NaCl 0,9%
e MgSO, 1,0 g, pH 7,4 a 4°C. No laboratorio, o pericardio
bovino foi submetido a uma nova limpeza, selecionando-se
4 unidades com espessura e homogeneidade similares. Estes
pericardios foram emoldurados em suportes ovais plasticos
de 15,0x12,0cm.

Os pericardios foram submetidos a fixacdo pelo
glutaraldeido em solu¢do aquosa a 0,5%, tamponado a pH
7,4 (tampdo fosfato) e mantidos ao abrigo da luz, por 10
dias, a 4°C, com trocas da solugdo no 1°, 4° e 7° dias. Ao
término do processo de fixacdo, os pericardios foram
retirados dos suportes plasticos, lavados em solucdo salina
de NaCl 0,9%, sob agitacdo continua, com varias trocas da
solucdo, divididos em seis grupos e submetidos a acdo da
radiacdo gama. Grupo 1: 0 Gy - controle, grupo 2: 50 Gy,
grupo 3: 100 Gy, grupo 4: 200 Gy, grupo 5: 500 Gy, grupo 6:
1000 Gy, grupo 7: 2000 Gy, grupo 8: 5000 Gy e grupo 9:
10000 Gy.

Determinacéo da radiosensibilidade da enzima fosfatase
alcalina

Embora a fosfatase alcalina com atividade hidrolitica
possa ser extraida de forma reprodutivel no pericardio
bovino fresco, ela ndo pode ser detectada quimicamente
apos fixacdo com o glutaraldeido por 24 horas [16].

Tendo em vista essa dificuldade técnica, optou-se por
avaliar a radiosensibilidade da fosfatase alcalina in vitro,
em uma solucdo aquosa da enzima pura, com atividade
conhecida e a atividade remanescente mensurada frente a
varias doses de radiacdo gama. Esta solucdo foi fracionada
em nove aliquotas, acondicionadas em recipientes de vidro
e submetidas a radiacdo gama em gama-camara (fonte: Co®,
atividade de 22413,1 x 10 Bq e taxa de dose de 5010 Gy/h),
nas seguintes doses continuas: 0 Gy, 50 Gy, 100 Gy, 200 Gy,
500 Gy, 1000 Gy, 2000 Gy, 5000 Gy e 10000 Gy.
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A atividade resultante da fosfatase alcalina em cada
aliquota foi determinada pela formagéo do p-nitrofenol, com
leitura da absorb&ncia em espectrofotébmetro, no
comprimento de onda de 450 nm.

Determinacdo da temperatura de encolhimento

A temperatura de encolhimento abrupto das amostras,
que € temperatura requerida para liberar as pontes de H da
tripla hélice e modificar aleatoriamente a configuracéo do
colageno, foi 0 método empregado para a determinagéao do
grau de estabilizagdo do tecido apds a fixagdo.

Cinco amostras de cada grupo, cortadas em tiras de 3,0 x
1,0 cm e imersas em banho-maria com solucéo salina de
NaCl 0,9%, foram dispostas de modo a apresentarem uma
de suas extremidades fixa no fundo do aparelho e a outra
submetida a uma tracdo de 0,5 g. A temperatura do banho-
maria foi elevada progressivamente, na razo de 4 °C/min,
até ocorrer o encolhimento abrupto da amostra.

Ensaio de tracdo

Cinco amostras de cada grupo foram submetidas ao
ensaio de tragdo, em maquina de ensaio INSTRON 4400R,
para determinag8o do alongamento e tens&o.

As amostras foram cortadas em tiras de 3,0 x 0,4 cm,
presas as pingas do aparelho e mantidas imersas em solugédo
salina de NaCl 0,9%, a temperatura constante de 37°C. Uma
forgainicial de 0,5 g foi aplicada e o ensaio foi realizado com
velocidade de deslocamento constante de 10 mm/min até o
rompimento da amostra.

Foram registradas curvas de forga x deslocamento. Para o
célculo datensdo de tragao, considerou-se aarea inicial (largura
X espessura) das amostras e 0 alongamento foi determinado
pelo deslocamento das pin¢as do aparelho. Para determinar a
espessura, as amostras foram colocadas entre duas laminulas
de vidro e a medicéo foi feita com paquimetro digital.

O alongamento foi medido até o ponto equivalente a
tensdo maxima suportada pelo tecido e a resisténcia mecanica
definida como sendo o valor de tensdo maxima suportada.

A curva selecionada para analise como representativa
de cada grupo foi a que mais se aproximou do valor médio
das tensdes maximas.

Controle daesterilidade

A esterilidade das amostras foi assegurada por meio de
culturas em estufa a 25°C, por 14 dias, empregando-se como
meios de cultura o Tioglicolato e o Sabouraud.

Determinacdo quantitativa de Ca*

Cinco amostras de cada grupo foram desidratadas em
estufaa 50°C e mineralizadas em forno de Muflaa 800°C. As
amostras mineralizadas foram dissolvidasem HNO,2,5Me
enviadas para a determinacdo quantitativa do Ca?* pela

espectroscopia de absorcdo atdbmica com espectrémetro
Perkin Elmer, modelo Analyst 100, no comprimento de onda
de 422,7 nm. A curva de calibracdo foi obtida usando-se
solugdo padréo Perkin Elmer de 1,000 mg/L, com adigdo de
cloreto de lantanio a 1%. A quantidade total de Ca?* foi
expressa em g por mg de tecido seco.

Implante em ratos

Vinte e sete ratos fémeas Wistar, com idade média de 30
dias foram utilizados no experimento. Os animais foram
obtidos no biotério do Instituto de Pesquisas Energéticas e
Nucleares e a pesquisa aprovada pela Comisséo de Eticaem
Pesquisa da instituigdo (protocolo 001/2005 - IPEN). As
normas estabelecidas no Guide for the Care and Use of
Laboratory Animals e os principios éticos na
experimentacdo animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA) foram respeitados.

Os ratos foram anestesiados, tricotomizados e amostras
do tecido, medindo 2,0 x 1,5 cm, foram implantadas em duas
lojas subcutaneas dissecadas na regido dorsal, perfazendo
um total de 6 amostras de cada grupo. Decorridos quatro
meses, as amostras foram explantadas, dissecadas para
retirada do tecido do hospedeiro, e lavadas em solugéo de
NaCl 0,9%. Cinco amostras de cada grupo foram
encaminhadas para determinacdo do conteido de Ca?* e a
remanescente foi avaliada pela microscopica dptica,
empregando-se a coloracdo de vonKossa.

Anadlise estatistica

Os dados foram calculados em média + desvio-padrao.
As diferencas entre as médias dos grupos foram testadas
empregando-se o teste t Student. Os resultados foram
considerados significativos quando p < 0,05.

RESULTADOS

Radiosensibilidade da enzima fosfatase alcalina

A inibicdo da atividade enzimatica foi crescente com o
incremento da dose de radiagdo gama empregada, obtendo-
se uma reducdo superior a 98% da sua atividade inicial, com
dose igual ou superior a 5000 Gy (Figura 1).

Microscopia Optica

Nas amostras irradiadas pré-implante, observou-se a
preservagdo de uma estrutura coldgena homogénea. Nas
amostras explantadas, houve intensa calcificagdo em todos
0s grupos (Figura 2).

Temperaturade encolhimento

Em todas as amostras, a temperatura foi superior a 82°C
(valor considerado adequado para o pericardio bovino
fixado), independente da dose de radiacdo empregada.
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Comportamento mecénico

Ocorreram alterac@es significativas no comportamento
mecanico dos tecidos irradiados que apresentaram maiores
deformag@es e menores resisténcias, quando comparados ao
grupo controle. As curvas tenséo x deformagdo representativas
de cada grupo séo apresentadas na Figura 3.

Analise mineral

Néo foi observada reducdo nos niveis de célcio nas
amostras irradiadas e houve um aumento significativo do
conteido de Ca?* nas amostras submetidas a dose de 10000
Gy, quando comparadas ao grupo controle (p < 0,05). Os
resultados quantitativos de Ca*" obtidos nas amostras dos
diversos grupos, pré e pos-implante, sdo apresentados na
Tabela 1.

=
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Fig. 1 - Micrografias das amostras de pericardio bovino
explantadas. A. 0 Gy; B. 50 Gy; C. 100 Gy; D. 200 Gy; E. 500 Gy;
F. 1000 Gy; G. 2000 Gy; H. 5000 Gy; I. 10000 Gy - Von Kossa,
Aumento 80 X.
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Fig. 2 - Curvas de tenséo x deformacé&o obtidas em funcéo da dose
de radiac@o gama empregada (0 Gy = controle).
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Fig. 3 - Atividade hidrolitica da enzima fosfatase alcalina em solugéo
aquosa em funcéo da dose de radiagdo gama empregada (n = 5).

Tabelal. Dosagens de Ca*+ das amostras pré e pos-implante,
obtidas em funcéo da dose de radiagdo gama empregada.

Dose Pré-Implante Pds-Implante
Ca** (ug/mg) o(ug/mg) Ca* (ug/mg) o (ug/mg)
0 Gy 0,66 0,02 194,45 1950
50 Gy 0,77 0,04 154,64 34,36
100 Gy 0,64 0,04 169,37 3077
200 Gy 0,75 0,02 163,64 2755
500 Gy 0,73 0,02 199,89 81,97
1000 Gy 0,95 0,02 184,02 44,10
2000 Gy 0,66 0,03 198,95 4995
5000 Gy 0,69 0,04 227,95 54,24
10000 Gy 0,78 0,02 362,62 2027
DISCUSSAO

Existem poucos relatos sobre os efeitos da radiacdo gama
no colageno, a maioria restrita ao colageno fresco.

Cassel [17], empregando doses de 5a 220 x 10* JKg?, em
pele bovina e tenddo de cauda de canguru, observou
decréscimo na temperatura de encolhimento e aumento na
solubilidade e concluiu que a radiacdo gama causa a quebra
das cadeias peptidicas.

Bowes e Moss [18] estudaram os efeitos da radiacdo
gama no colageno purificado obtido da cauda de bois. No
colageno irradiado em estado seco, observaram acentuada
alteracdo na resisténcia a tragdo, mesmo em baixas doses,
reducdo na temperatura de encolhimento e aumento na
solubilidade. No colageno irradiado em solugéo, observaram
temperatura de encolhimento acima de 100 °C e discreto
efeito na solubilidade.

Os efeitos da radiacdo gama na estrutura do colageno
tratado com glutaraldeido foram descritos por Grant et al.
[19], que observaram uma marcante protecdo contra 0s
efeitos destrutivos da radiacdo gama com doses de até 25 x
10* JKg* pela microscopia eletrbnica.
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Hafeez et al. [20] estudaram as propriedades mecénicas
do pericardio bovino fresco submetido a radiagdo gama na
dose de 25 kGy e observaram alteracfes nas propriedades
mecénicas do tecido, com diminuicdo significativa na sua
resisténcia.

Na nossa investigacdo, a fosfatase alcalina em solucéo
aquosa mostrou-se altamente radiosensivel e, embora o seu
comportamento enzimatico frente a radiagdo gama nao tenha
sido descrito anteriormente, os resultados obtidos eram
esperados, visto que a inibicdo da atividade de outras
enzimas com o emprego da radiagdo gama encontra-se
descrita na literatura [21,22].

A integridade estrutural do colageno fixado nas amostras
pré-implante ndo foi alterada com o emprego de radiagdo
gama, entretanto, houve uma alteracdo significativa no
comportamento mecénico do tecido irradiado, quando
comparado ao grupo controle, mesmo com o emprego de
baixas doses de radia¢do. As deformag6es foram maiores e
as resisténcias mecénicas menores do que as observadas
no grupo controle e ndo proporcionais as doses empregadas.

Apesar da acentuada radiosensibilidade da enzima
fosfatase alcalina, com reducdo na sua atividade inicial
superior a 98%, na dose de 5000 Gy, ndo houve reducdo da
calcificacdo no tecido irradiado e, na dose de 10000 Gy,
houve aumento significativo dos niveis de Ca?* (362,61
20,27 ng/mg x 194,45 £ 19,50 ug/mg no grupo controle).

Embora os dados obtidos em uma solugdo aquosa da
enzima pura ndo possam ser automaticamente transportados
para o tecido fixado, pode-se inferir que a radiacdo gama
ndo se comportou como um agente anticalcificante no
pericardio bovino tratado com glutaraldeido.

CONCLUSOES

O emprego da radiagdo gama no pericardio bovino
tratado com glutaraldeido resultou em elevagdo dos niveis
de Ca?* em implantes subcutaneos em ratos por quatro meses
e promoveu uma alteracdo significativa no comportamento
mecéanico do tecido, com redugdo na sua resisténcia, quando
comparados ao grupo controle.
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