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implantadas en ratas
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RESUMEN
Las valvulas aorticas porcinas fijadas con glutaraldehido se injertan en pacientes cuyas valvu-
las nativas presentan un funcionamiento deficiente. Sin embargo, la calcificacion es uno de los
factores mas importantes de deterioro valvular en el largo plazo. La radiation gamma actua
cortando al azar los enlaces de glutaraldehfdo. Como consecuencia de la irradiaci6n, las fibras
polimericas proteicas que constituyen el tejido valvular tambien son cortadas, constituyendo
zonas desorganizadas de fibras de colageno. De acuerdo con la literatura existente, las fibras de
colageno presentes en el tejido actuarfan como un nucleador pasivo de sales en donde se preci-
pitarian las sales de fosfato de calcio. Estos depdsitos fueron descriptos en asociacidn con sitios
desintegrados de fibras proteicas, los que podrian favorecer la formaci6n de nuevos sitios don-
de las sales de calcio podrfan depositarse. Debido a que la irradiation es una tecnica utilizada
para la esterilizacidn de valvulas aorticas porcinas, el objetivo del trabajo fue el de estudiar el
efecto de distintas dosis de irradiation gamma sobre el proceso de calcificacion de valvulas
implantadas subcutaneamente en ratas de la cepa Wistar. Las valvulas aorticas porcinas fijadas
en glutaraldehido se sometieron a distintas dosis de irradiation gamma en una fuente de 60 Co y
luego se cortaron en piezas pequenas, que se implantaron en ratas. Para valorar el grado de
calcificacion se emplearon dos metodos: a) observaci6n en placas radiograficas de rayos X y b)
cuantificacidn por espectrofotometria de absorcidn atdmica. En las condiciones y dosis de irra-
diaci6n en las que se realizaron las experiencias, no se encontraron diferencias significativas en
los niveles de calcio entre las valvulas controles y las irradiadas, por lo que se concluye que con
las dosis utilizadas en el presente trabajo la radiation gamma no modifica el proceso de calcifi-
cacion. REV ARGENT CARDIOL 2000; 68: 263-269.
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INTRODUCCION
Las valvulas aorticas porcinas fijadas con gluta-

raldehido se injertan en pacientes cuyas valvulas
nativas presentan un funcionamiento deficiente. (1)
Esta practica se viene desarrollando con singular exi-
to desde 1960. Estas valvulas presentan un excelen-
te funcionamiento hemodinamico, una tasa baja de
tromboembolia en pacientes sin anticoagulantes y

una reduction de la respuesta inmune, entre otras
caracteristicas. (2)

Sin embargo, con el aumento de la frecuencia de
implantes y la disponibilidad de information sobre
ellos en el largo plazo, se ha observado que el tejido
valvular presenta una funcionalidad limitada a cau-
sa de los enlaces de glutaraldehfdo entre las fibras
polimericas proteicas y la mineralizaci6n del tejido.
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(3, 4) Debido a que la radiacion gamma actua cor-
tando al azar los enlaces de glutaraldehido, se ha
propuesto que esta interaccion disminuye la rigidez
inicial de la bioprotesis, prolongando su vida util en
el tiempo.

Como consecuencia de esta apiicacion, las fibras
polimericas proteicas que constituyen el tejido val-
vular tambien son cortadas, constituyendo zonas
desorganizadas de fibras de colageno. De acuerdo
con la literatura existente, las fibras de colageno pre-
sentes en el tejido actuarian como un nucleador pa-
sivo de sales, en donde se precipitarian las sales de
fosfato de calcio. (2) Estos depositos se describieron
en asociacion con sitios desintegrados de fibras pro-
teicas. (5) Las rupturas en las fibras podrian favore-
cer la formacion de nuevos sitios donde las sales de
caicio se depositarian.

La calcificacion es uno de los factores mas impor-
tantes de deterioro tisular en el largo plazo. (6-8) Las
evidencias clinicoquirurgicas sugieren que la mine-
ralizacion es mas frecuente y comienza antes en ni-
nos que en adultos, debido a un mayor metabolismo
de calcio durante el crecimiento. (2) La frecuencia de
fallas valvulares debidas a la calcificacion es del or-
den del 10% a los 10 anos en adultos mayores de 60
anos y del 50% a los 5 aflos en ninos y jovenes. (9)

Muchos estudios se han realizado en pos de dilu-
cidar los mecanismos de calcificacion de las valvu-
las implantadas, los sitios de su iniciacion y sus cau-
sas, asi como para desarrollar metodos de anticalci-
ficacion. Las tecnicas recientes de anticalcificacion
se basan sobre agentes qufmicos capaces de inhibir
o alterar el proceso de mineralizacion de una bio-
protesis in vivo. Tales serfan los casos de BiLix ® , No-
React® y AOA® , entre otros. (7, 10, 11)

En el presente trabajo, el objetivo fue el de estu-
diar el efecto de distintas dosis de radiacion gamma
sobre el proceso de calcificacion en valvulas aorti-
cas porcinas fijadas con glutaraldehido, implanta-
das subcutaneamente en ratas de la cepa Wistar.

MATERIAL Y METODOS
El tejido biologico fijado con glutaraldehido pre-

senta calcificacion en el corto plazo cuando se im-

planta subcutanea o intramuscularmente en el ab-

domen de ratas. (2, 8,12) Debido a esto se utilizaron

20 ratas Wistar como modelo de un sistema de mi-

neralizacion in vivo.
Se cortaron piezas pequenas, de 0,5 cm por 0,5

cm, de valvulas aorticas porcinas fijadas en gluta-
raldehido, de las que 60 se separaron para control y
otras 60 se irradiaron con distintas dosis: 25, 30 y 40
kGy a una velocidad de dosis de 0,087 kGy/min, en
una fuente de 60Co perteneciente a la Planta de Irra-
diacion Semi Industrial ubicada en el Centro Ato-
mico Ezeiza. Las piezas se irradiaron y mantuvie-

REVISTA ARGENTINA DE CARDIOLOGIA, MARZO-ABRIL 2000, VOL. 68, N° 2

ron hasty el momento del implante en su solucion
original de glutaraldehido al 0,55% a temperatura
ambiente. Las dosis se verificaron con dosimetros
nitrato/nitrito de potasio para dosis altas. (13)

La dosis absorbida es la cantidad de energia de
radiacion ionizante entregada por unidad de masa
de un material determinado. La unidad de dosis es
el gray (Gy), donde I gray es equivalente a la absor-
cion de 1 Joule/kg. La relacion matematica es el co-
ciente aE/am, aE es la cantidad de energia entrega-
da por la radiacion ionizante a un lm de masa de
materia de un material determinado. La velocidad
de dosis es la energia absorbida por la unidad de
masa en la unidad de tiempo. (14)

Tan to las piezas control como las irradiadas se
i mplantaron asepticamente en forma subcutanea en
ratas macho de la cepa Wistar de dos meses de vida.
Se implantaron en cada animal tres muestras irra-
diadas con la misma dosis y sus respectivos contro-
les, en un total de 20 animales. Inmediatamente pre-
vio a la implantacion de las piezas estas se lavaron
en solucion fisiologica esteril.

Los animales fueron alojados, para un mejor ma-
nejo de ellos, en grupos de cinco ratas por jaula con
provision de agua y alimento adecuado, mantenien-
dolos en condiciones ambientales apropiadas para
el desarrollo de la especie.

El grado de calcificacion presente en el tejido im-
plantado se estudio por dos metodos: a) observacion
en placas radiograficas de rayos X y b) cuantifica-
cion por espectrofotometria de absorcion atomica.

Luego de distintos perfodos de implantacion (30,
60 y 90 dias) se extrajeron las piezas: 2 muestras (con-
trol e irradiada) a los 30 dias, otras 2 a los 60 dias y
las 2 ultimas del mismo animal a los 90 dias. Se ra-
diografiaron de inmediato (Mammomat C3 de
Siernmens) y se liofilizaron. A causa de experiencias
futuras que se han de realizar con las piezas contro-
les e irradiadas, solamente se emplearon 77 de las
120 piezas implantadas, las que fueron tratadas con
HC16N a 78°C durante 96 horas. (2) El caicio se mi-
dio en el extracto acido por espectrofotometria de
absorcion atomica (Perkin-Elmer 2385). Los extrac-
tor controles para la calibracion del equipo se pre-
pararon a partir de piezas de valvulas aorticas
porcinas fijadas con glutaraldehido no implantadas,
las cuales se procesaron de la misma manera que ]as
muestras implantadas.

Analisis de datos
Los datos se expresan como media ± desvio estan-

dar y se analizaron con la prueba de la t de Student,
considerandose significativo un valor de p < 0,05.

RESULTADOS
El material irradiado y los controles fueron bien
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Panel A

tolerados por las ratas, ya que estas aparentemente
no presentaron procesos inflamatorios ni rechazo del
tejido heterologo.

Todas las piezas implantadas se extrajeron y ra-
diografiaron en toda su superficie. El material de
mineralizacion aparece como incrustaciones blancas
y opacas en la placa radiografica.

La Figura 1 muestra, en la placa radiografica, una

Panel B
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Fig. 1. Radiografias de piezas implantadas en forma subcutanea en el abdomen do ratas durante 30 dias. Panel A: pieza control (n = 6).Panel B: pieza irradiada con 25 kGy (n = 8).

pieza control (panel A) y una irradiada con 25 kGy
(panel B), respectivamente, ambos implantados por
30 dias. En ellas los depositos de calcio se presentan
sobre uno o dos de los cuatro bordes de las piezas.

La Figura 2 muestra radiograffas de una pieza
control (panel A) y una irradiada con 25 kGy (panel
B), despues de 60 dias de implantadas. A este tiem-
po, en ambos paneles se observa el material de mi-

Panel A

	

Panel B
Fig. 2. Radiografias de piezas implantadas en forma subcutanea en el abdomen de ratas durante 60 dias. Panel A: pieza control (n = 6).Panel B: pieza irradiada con 25 kGy (n = 5).
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neralizacion en bordes que a los 30 dias (Figura 1)
no estaban mineralizados. Paralelamente, se obser-
va un aumento de la calcificacion respecto de aque-
llas zonas que estaban mineralizadas a los 30 dias.
Se observa, tambien, que la mineralizacion comien-
za a extenderse por la superficie de las piezas.

A los 90 dias de implantadas las muestras (Figu-
ra 3, paneles A y B), tanto el tejido control como el
irradiado presentan el mayor grado de calcificacion
con respecto a los grupos anteriores. El material de
mineralizacion se deposita en los bordes y en la su-
perficie de las piezas control e irradiadas.

No se observaron diferencias radiograficas en

30 60 90

Fig. 4. Cuantificacion de calcio en piezas control (30 dias, n = 6;
60 dias, n = 6; 90 dias, n = 8) y piezas irradiadas con 25 kGy (30
dias, n = 8; 60 dias, n = 5; 90 dias, n = 7) luego de haber sido
implantadas en forma subcutanea en el abdomen de ratas.
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Panel A

	

Panel B

Fig. 3. Radiograffas de piezas implantadas en forma subcutanea en el abdomen de ratas durante 90 dias. Panel A: pieza control (n = 8).
Panel B: pieza irradiada con 25 kGy (n = 7).

Dias

cuanto a la secuencia de deposicion del material de
calcificacion entre piezas controles, asi como en las
piezas irradiadas con distintas dosis, e implantadas
durante el mismo periodo.

La Figura 4 muestra la concentracion de calcio en
muestras irradiadas con 25 kGy y sus respectivos
controles, implantadas durante 30, 60 y 90 dias. Los
valores de la cuantificacion del calcio (expresados
como mg de calcio por gramo de peso seco) fueron:
en el tejido irradiado a los 30 dias 88,7 ± 19,0, a los
60 dias 177,4 ± 23,0, y a 90 dias 182,0 ± 23,0; en el
tejido control a los 30 dias 94,8 ± 29,0, a los 60 dias
141,0 ± 24,0, y a los 90 dias 171,5 ± 29,0. Se observa

30 60 90 Dias

Fig. 5. Cuantificacion de calcio en piezas control (30 dias, n = 5;
60 dias, n = 5; 90 dias, n = 4) y piezas irradiadas con 40 kGy (30
dias, n = 5; 60 dias, n = 5; 90 dias, n = 4) luego de haber sido
implantadas en forma subcutanea en el abdomen de ratas.
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Fig. 6. Cuantificaci6n de calcio en piezas control (30 dias, n = 4)
y piezas irradiadas con 30 kGy (30 dias, n = 5) luego de haber
sido implantadas en forma subcutanea en el abdomen de ratas.

que a los distintos tiempos de implantacion de las
piezas no hay diferencias significativas entre las
muestras irradiadas con 25 kGy y sus controles.

En la Figura 5 se presentan los valores que se ob-
tuvieron de la cuantificacion del calcio en muestras
irradiadas con 40 kGy y sus controles no irradiados;
ambos tipos de piezas implantadas durante 30, 60 y
90 dias. Los valores de cuantificacion de calcio (ex-
presados como mg de calcio por gramo de peso seco)
en el tejido irradiado fueron: a los 30 dias 72,0 ± 16,0,
a los 60 dias 157,8 ± 7,0, y a los 90 dias 203,5 ± 28,0.
Mientras que los valores de sus respectivos contro-
les fueron: 80,4 ± 33,0, 173,2 ± 19,0 y 206,0 ± 24,0. La
concentracion de calcio en el tejido no presenta dife-
rencias significativas entre las muestras tratadas con
40 kGy y sus controles en los distintos periodos de
implantacion.

En las Figuras 4 y 5 se evidencia un aumento del
nivel de calcificacion proporcional al tiempo, tanto
en el tejido irradiado como en el no irradiado.

Se obtuvieron evidencias en placas radiograficas y
cuantificacion del calcio en muestras irradiadas con
30 kGy e implantadas durante 30 dias. Esto se debio a
la mortalidad de los animales. La cuantificacion se ex-
pone en la Figura 6, en la que se muestra que no hay
diferencias significativas entre las muestras irradia-
das con 30 kGy y sus controles, cuyos valores de calcio
(expresados como mg de calcio por gramo de peso seco)
fueron: 116,6 ± 14,0 y 121,3 ± 34,0, respectivamente.

DISCUSION
La calcificacion es un factor de deterioro valvular

importante en el largo plazo cuyo mecanismo toda-
via no esta dilucidado totalmente. (7,9) El principal
sintoma del deterioro tisular primario es la regurgi-
tacion aortica por ruptura valvar protesica, que ade-
mas puede combinarse con insuficiencia y estenosis
valvulares.

Numerosos factores se relacionan entre si y des-
empenan un papel importante en el proceso de cal-

cificacion. Los resultados de este estudio muestran
que la aplicacion de las radiaciones gamma, en el
tejido valvular previamente tratado con glutaralde-
hido, no favorece el aumento de la calcificacion en
las condiciones de irradiacion con las que se trabajo.
El tejido irradiado con 25,30 y 40 kGy e implantado
subcutaneamente en el sistema de mineralizacion in
vivo utilizado, presento calcificacion a los 30, 60 y 90
dias. El tejido control no irradiado e implantado
durante los mismos perfodos, tambien presento mi-
neralizacion. Los valores de la cuantificacion del
calcio fueron similares entre el tejido irradiado y el
no irradiado.

No debemos ignorar los cambios biologicos y ff-
sicos que las diferentes tecnicas originan en las bio-
protesis al ser tratadas para su acondicionamiento y
posterior utilizacion en pacientes. (15, 16) Gibbons
y Alladine (17) examinaron valvulas irradiadas por
tecnicas histologicas, mostrando que el tejido irra-
diado con 40 kGy no presentaba alteraciones en su
estructura histologica y su apariencia macroscopica
permanecia sin cambios. El tejido irradiado en seco
con 50 kGy o mas, no mostraba cambios visibles en
el tejido, mientras que si la irradiacion se realizaba
en medio liquido, algunas fibras de colageno se cor-
taban. Por otro lado, estudiaron post mortein valvu-
las irradiadas en pacientes que habfan fallecido por
causas ajenas a fallas de la valvula implantada y
observaron infiltracion de fibroblastos y formacion
de tejido endotelial. Mas tarde, Donnelly y colabo-
radores (16) compararon distintas tecnicas con la
irradiacion de valvulas cardfacas con una dosis de
25 kGy y a 4°C de temperatura. Las fibras de colage-
no de estas valvulas fueron morfologicamente simi-
lares a las de los controles normales no tratados, sin
que presentaran cambios ultraestructurales al mi-
croscopio electronico. Se implantaron en pacientes
valvulas irradiadas en esas condiciones por un lap-
so mayor de 3 anos.

Estos autores tienen en comun que en ninguno
de los trabajos mencionados cuantificaron los depo-
sitos de calcio. En nuestro trabajo estudiamos y cuan-
tificamos la calcificacion en el tejido valvular porci-
no, previamente fijado con glutaraldehido e irradia-
do con radiacion gamma e implantado subcutanea-
mente en ratas.

El glutaraldehido produce entrecruzamiento en-
tre las fibras de colageno valvular y de estas con otras
proteunas extracelulares, restringiendo significativa-
mente el movimiento relativo de las fibras de cola-
geno, que asi da por resultado una estructura fija
mas compacta que la estructura del tejido valvular
fresco. (18) La radiacion gamma interacciona con el
tejido valvular y el medio liquido en que se encuen-
tra la valvula, produciendo rupturas, polimerizacio-
nes y radicales libres. (19, 20) Los radicales que se
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originan como producto de radiolisis del agua (e a -
y OH- , H - entre otros) son altamente reactivos (19,
20) e interaccionarian por efecto indirecto (21) con
el glutaraldehido y con algunos de los grupos libres
de las fibras de colageno, entre ellos, hidroxilisina,
hidroxiprolina, uniones disulfuro, galactosa, gluco-
sa, (22) siendo las velocidades de reaction de los ra-
dicales libres (expresadas en dm 3 /Mol por segun-
do) ea - y H • con el grupo aldehido: 3,5 x 10'y 3 x 10';
radicales libres e a -, OH' y H - con union disulfuro
10 10, 10 9, 10 10 y con hidroxilisina 109, 101 , 105 , respec-
tivamente. (19) La radiacion gamma actuaria prin-
cipalmente por efecto directo sobre el tejido valvu-
lar y la action indirecta estaria minimizada debido
a la estructura compleja y compacta del tejido val-
vular fijado.

En las condiciones y dosis de irradiacion en las
que se realizaron las experiencias no se encontraron
diferencias significativas en los niveles de calcio en-
tre muestras irradiadas y controles. Es sabido que el
metodo de preparation y las condiciones de almace-
namiento de las bioprotesis es de gran importancia
y puede determinar la longevidad funcional y estruc-
tural de la valvula, asi como favorecer su calcifica-
cion. Experiencias futuras serfan necesarias para de-
terminar el metodo de procesamiento y posterior al-
macenamiento de las valvulas que se correspondan
con la aplicacion de la radiacion gamma utilizada
para disminuir los niveles de calcification del tejido.

Asf como la preservation y la estabilidad de la
estructura de ]as valvulas son de gran importancia,
la esterilizacion del tejido tambien lo es. (23) Las
valvulas biologicas cardfacas se pueden esterilizar
y almacenar por diversos metodos. La esterilizacion
quimica con (3-propriolactona u oxido de etileno y
posterior almacenamiento en un freezer se ha impul-
sado en 1965, pero los resultados clfnicos que se ob-
tuvieron utilizando valvulas tratadas por estos me-
todos fueron insatisfactorios. (16) Otros investiga-
dores utilizaron antibioticos donde se coloca la val-
vula, sugiriendo que podrian ser toxicos para el teji-
do valvular protesico. (24)

La esterilizacion por medio de la aplicacion
gamma posee varias ventajas sobre otros metodos.
(23, 25) Para garantizar la esterilidad y la compati-
bilidad de la radiacion con el material, el proceso de
esterilizacion se valida basandose sobre normas in-
ternacionales, en particular Norma ISO, (26,27) para
aplicar la dosis minima necesaria para alcanzar un
coeficiente de seguridad de esterilidad 10 -6.

Estas dosis y las condiciones de irradiacion tie-
nen que estar en concordancia con la dosis necesa-
ria para disminuir la rigidez, esterilizar y mejorar la
funcionalidad valvular del tejido fijado, sin deterio-
rar la ultraestructura del tejido irradiado ni alterar
sus propiedades fisicas. El presente trabajo muestra
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que con las dosis de esterilizacion utilizadas, la ra-
diacion gamma no modifica el proceso de calcifica-
cion. De esta manera, la radiacion gamma en valvu-
las podria aportar una nueva forma de procesamien-
to del tejido.

SUMMARY

GAMMA RADIATION AND ITS ROLE IN
BIOPROSTHETIC AORTIC VALVES
IMPLANTED IN RAT HEARTS

Porcine heart valves glutaraldehyde fixed are im-
planted in patients whith valvular deterioration.
Mineralization may be the major factor in the long-
term failure of tissue bioprosthesis.
Gamma radiation randomly breaks some glutaral-
dehyde cross-links. As a consequence of irradia-
tion, the polymeric fibers belonging to the valvu-
lar tissue are broken too, leading to sites of colla-
gen fiber disorganization. It is well known that the
collagen fibers may act as a passive nucleator of
salts where the calcium phosphate salts precipitate.
These salt concentration has been described in as-
sociation with desintegrated sites of protein fiber,
which may favour new sites where the calcium salts
would be deposit. The irradiation process is a tech-
nique used for sterilization of porcine heart valve.
The main objective of this work was to study the
effect of different doses of gamma radiation on the
calcification process of subcutaneously implanted
valves in rats.
Small pieces from glutaraldehyde fixed valves, ir-
radiated to different doses with a 60Co source were
implanted subcutaneously in rats. The calcium was
measured by X-ray and atomic absorption spectro-
photometry.
In our experimental conditions and at the radia-
tion doses used in these tests, the calcium meas-
urements on control and irradiated material were
not significantly different. We conclude that, at the
employed doses, the gamma radiation does not al-
ter the process.

Key words Gamma radiation - Heart valve - Calcification
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