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1 INTRODUCAO

Ao longo dos anos, tem-se demonstrado que a incapacidade
das proéteses valvulares em reconstituir um tecido cardiaco viavel parece ser
o principal fator determinante da trombogenicidade, da inflamacdo e da
limitacdo da durabilidade tardia, as quais tém sido apontadas, pelo menos
em parte, como 0 resultado de uma reacdo imunogénica ao tecido
xenogénico mediada pela acao citotxica do glutaraldeido.*

Diante deste cenario, a preservacdo da estrutura e da fungéo
natural dos tecidos ganhou notoriedade tornando-se um dos maiores
objetivos na pesquisa e no desenvolvimento dos novos substitutos valvares?.

Estudos anteriores demonstram que a extracdo celular e a
remocao de detritos celulares de dentro dos componentes valvares reduzem,
substancialmente, a antigenicidade prescindindo da fixagdo com
glutaraldeido (GA)**. Verificou-se, também, que a manutencdo da
integridade da matriz pode ser assegurada pela possibilidade de re-

endotelizag&o por células do hospedeiro®®"®,
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Na literatura, ndo ha relatos de endotelizacdo espontanea
completa dos folhetos valvulares apds o seu implante com a utilizacdo dos
meétodos usuais de preservacao tecidual.

O presente estudo tem como objetivo testar o potencial para re-
endotelizacao in vivo das proteses valvulares porcinas montadas em suporte
e tratadas por um novo processo nédo-aldeidico de preservacao tecidual,
comparando-as quanto ao desempenho hemodinamico e o0 aspecto

histolégico com as bioproteses de preservacao pelo glutaraldeido.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Desde o final da década de sessenta, as valvulas bioldgicas
vém sendo implantadas com resultados satisfatérios a curto e médio
prazos®'°. Entretanto, a baixa durabilidade tardia constitui o maior problema
funcional das biopréteses por se tratarem de estruturas desvitalizadas e
incapazes de regenerar-se™”.

Ja estda bem demonstrado que, a longo prazo, as biopréteses
sofrem um processo degenerativo principalmente por calcificacdo secundaria
ao processo de fixacdo do tecido valvar®!®. Estes métodos de fixacdo
tecidual séo utilizados para mascarar 0s xeno-antigenos e tornar a matriz do
tecido conjuntivo resistente a degradacao; entretanto, como consequéncia,
0os tecidos tornam-se desvitalizados seja pela presenca de residuos
quimicos citotéxicos ou pela resisténcia da matriz & migracao celular***,

Nas ultimas décadas, foram propostas varias modificagcdes na
preservacao e estabilizacéo dos tecidos valvares heterélogos*®’.

O Cialit (sal organo-mercurial) foi o primeiro agente de

preservacao valvar a ser utilizado. Entretanto, a série clinica original de
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BINET et al. mostrou resultados inaceitaveis com apenas 10% das proteses
normofuncionantes no seguimento de quatro anos, indicando acéao deletéria
deste agente sobre os componentes do colageno do enxerto®®.

A durabilidade limitada com esta série inicial motivou a
pesquisa de outros agentes para preservacdo e esterilizacdo tecidual
capazes de melhorar a credibilidade dos xenoenxertos valvares. Em 1966,
O'BRIEN et al.’ na Australia, iniciou uma série clinica com 23 substituicdes
valvares adrticas por bioproteses porcinas preservadas com acido
formaldeidico tamponado a 4%. Este método mostrou-se eficaz em reduzir a
antigenicidade, porém as proteses tratadas por este método tiveram
durabilidade muito limitada com 38% dos pacientes apresentando disfuncéo
protética no seguimento de 3 anos. Em 1971 no Brasil, PUIG et al.?®%,
iniciaram uma série clinica com 272 substituices valvares com proteses de
duramater preservadas com glicerol a 98%. Apesar da melhora no
rendimento hemodinamico e na durabilidade com apenas 18% da disfuncéo
protética em seis anos; estudos subsequentes demonstraram que o glicerol,
embora seja um excelente estabilizador, ndo esteriliza os tecidos®**. A
degeneracéo do colageno foi também um achado comum apos 23 meses do
implante destas proteses?*.

O glutaraldeido, quimicamente conhecido como 1,5-pentano
dialdeido, foi empregado pela primeira vez na pratica clinica em 1968 na
Franca por CARPENTIER et al.®® para a preservacdo de biopréteses

porcinas. Os resultados, com esta série inicial, mostraram-se bastantes

satisfatorios com apenas 7% de disfuncdo protética em seis anos. A
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introducdo do uso do glutaraldeido em baixa concentracdo (0,5%) para a
preservacao tecidual desencadeou uma nova era no campo das proteses
bioldgicas permitindo que outros tecidos, como por exemplo o pericardio,
pudessem ser preservados pelo mesmo método com resultados
consistentes a médio e longo prazos, onde destacam-se o estudo pioneiro
de IONESCU et al.?**?"? na Inglaterra e os estudos de BRAILE et al.***° e
POMERANTZEFF et al® no Brasil, cuja a incidéncia linearizada de
disfuncéo protética nestes ultimos foi menor que 1%/paciente/ano em 11 e
15 anos respectivamente.

Até o presente, o glutaraldeido permanece como o agente de
preservacao mais amplamente utilizado no preparo dos tecidos bioprotéticos
devido a sua alta solubilidade aquosa em pH fisiolégico e ao seu custo
relativamente baixo®?. A sua acdo se faz através de ligacdes cruzadas com
as proteinas do tecido valvar diminuindo a antigenicidade e estabilizando-o
contra a degradacéo proteolitica apés o seu implante®*3*.

Por outro lado, o glutaraldeido residual presente no tecido
valvar preservado € citotoxico e impede que o mesmo seja repopularizado
por células do hospedeiro, tornando-o vulneravel a insudacéo por proteinas
e sais a qual é precursora do processo de calcificacdo, que € uma das mais
importantes causas de disfuncéo primaria das proteses
valvuIares35'36'37'38'39'40'41'42.

O glutaraldeido também reduz o relaxamento e aumenta a

dureza dos folhetos levando a um funcionamento mecanico anormal das
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proteses valvulares resultando em danos teciduais localizados que
predispdem & trombogenicidade****,

Atualmente, acredita-se que o0 desenvolvimento de uma
camada de células endoteliais autdogenas teria acao protetora contra estes
danos teciduais assegurando-lhes maior resisténcia e durabilidade**®4’.
Entretando, o crescimento endotelial somente é possivel se os folhetos
valvulares forem processados utilizando-se um método atdoxico de
preservacao tecidual, uma vez que os aldeidos mantém-se toxicos as
células endoteliais em concentracbes tdo baixas quanto trés partes por
milhdo, impedindo que as valvulas biologicas assim preservadas adquiram
revestimento endotelial*®*°.

Estudos recentes, com métodos alternativos de preservacao
ndo-aldeidica, tém demonstrado que a recelularizacdo da superficie e da
matriz do coldgeno com células endoteliais do hospedeiro pode conferir
potencial para regeneracdo e crescimento do tecido valvar transformando-o

%051 pDentre as alternativas, destaca-se a

numa estrutura viva
decelularizacéo, a qual pode ser enzimatica ou pelo uso de detergentes ou
ainda pela foto-oxidagdo seguida da semeadura endotelial in vitro com
células do receptor>#>°2°3345% Este método também apresenta limitacdes
como: a necessidade de intervencdo para a obtencdo das células
endoteliais, crescimento celular em meio de cultura, pouca adesividade das
células ao colageno subjacente, e baixa resisténcia do novo endotélio as

forcas do fluxo®®*>’.
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A endotelizacdo in vivo das proteses cardiacas tem sido
proposta como a alternativa definitiva para a preservacdo da estrutura e
funcdo naturais dos tecidos. Por este método a matriz se tornaria cito-
compativel espontaneamente, mantendo inalteradas as propriedades fisicas
dos folhetos>®°9:0061,
Assim, a endotelizacdo espontanea dos folhetos valvulares; a
qual prescinde das manobras complexas da re-endotelizacdo in vitro,

apresenta-se como uma nova fronteira a ser explorada na busca do

substituto valvar ideal.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecdo da amostra

Foram selecionados 14 ovinos de raga Santa Inés (Ovis aries),
sendo todos machos castrados, com idade entre 4 e 6 meses (meédia =
5,2m) confirmada pelo tempo de erupcao dental e pelas mudancas na tabua
dental, e com peso entre 30 e 35kg (média = 32kg).

Os animais permaneceram sob quarentena durante 15 dias, e
ao seu término foram submetidos a um exame clinico geral por um médico-
veterinario, e uma vez considerados clinicamente sadios foram liberados
para a intervencao cirargica.

Todos os animais receberam um numero de identificacédo individual e
uma ficha clinica contendo todos os cuidados recebidos durante a

permanéncia dos mesmos no estudo.
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3.1.1 Preparo das Proteses

3.11.1 Prétese nao-aldeidica

As valvas porcinas foram obtidas de um abatedouro aprovado
pelo Ministério da Agricultura e pelo Servi¢co de Inspecao Federal. E, apos a
limpeza e a sua individualizagcdo com a exclusao dos folhetos musculares,
foram montadas com trés folhetos idénticos em suporte de acetalcopolimero
(Plasticos GM, Belo Horizonte, Brasil). Este suporte foi revestido por tecido
tubular de poliéster Fabric (Bard, New Jersey, EUA), ao qual foi incorporado
um anel de sutura de elastdmero (Nusil Silicone Technology, Carpenteria,
EUA).

Completada a montagem, as proteses receberam o tratamento
de preservacdo pelo processo L-Hydro[l (Philogenesis Inc., Monrovia,
EUA)%, o qual consistiu em trés etapas distintas descritas abaixo em linhas
gerais (patente pendente):

12 Etapa: extracdo dos antigenos porcinos e mascaramento
dos antigenos remanescentes sob oxidacao
guimica controlada pelo uso do acido
polietilenoglicol;

22 Etapa: incorporacdo ao tecido valvar de um agente

antiinflamatério  ndo-esterdide (equivalente a
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aspirina) e de um agente antitrombdético
(equivalente a heparina);

32 Etapa: esterilizacdo de tecido em fase aquosa de perdxido
de hidrogénio (H205).

Concluido o processo de preservacdo, as préoteses foram

estocadas em solucéo de etanol a 50% até a sua utilizacao (Figura 1).

FIGURA 1 — Protese porcina ndo-aldeidica. A — Face atrial, B — Face
ventricular

3.1.1.2 Protese aldeidica

As valvas porcinas utilizadas na preparacdo das biopréteses
Labcor® foram obtidas em frigorificos autorizados pelo Servi¢co de Inspecao
Federal imediatamente apds o abate dos animais com idade entre 30 e 60

meses.
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As valvas foram dissecadas e imersas em solucdo salina
tamponada como pH mantido em 7,4. Os folhetos musculares foram
excluidos e substituidos por folhetos livres. ApOs a fixacdo e esterilizacédo
com pressao zero em solucéo de glutaraldeido a 0,4% e etanol a 20%, trés
folhetos idénticos foram montados em anel flexivel de Celcon™
(acetalcopolimero) revestido com Dacron™ (poliéster Fabric macio).Cada
préotese foi submetida individualmente a testes hidrodinamicos e a inspecéo
sob luz polarizada para confirmar a sua integridade estrutural. As préteses
foram mantidas em quarentena até a confirmacéao da sua esterilidade pelos
testes microbiolégicos; em seguida, foram embaladas com solucdo de
formaldeido a 4% em recipiente plastico selado, estéril, apirogénico,

contendo etiqueta com as especificacdes do fabricante.

3.1.2. Preparo dos animais de experimentacao

Os animais permaneceram em jejum de solidos por 24 horas e
de liquidos nas seis horas que antecederam a cirurgia, quando foi
administrado 1,0 g de cefalotina intramuscular (IM).

Quinze minutos antes da inducdo anestésica, foi administrado
1mg de sulfato de atropina IM.

A inducdo anestésica foi realizada através da administracéo

endovenosa (EV) de 12,5 mg.Kg™ de tiopental sédico.
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A veia jugular externa esquerda foi cateterizada e conectada a
uma torneira de 3 vias para a administracdo de drogas e solucdes
eletroliticas. Neste momento foram administrados 250mg de
metilprednisolona e 1g de cefalotina EV.

A seguir, o animal foi intubado e uma sonda orogastrica foi
inserida através da qual foram administrados 150ml de solucéo de hidroxido
de aluminio. A ventilagdo mecanica foi estabelecida com volume de 12ml de
0,.Kg™ e na frequéncia de 12 ciclos por minuto. Em seguida, o registro
continuo do tracado eletrocardiografico e da temperatura retal foram obtidos
utilizando-se um monitor multiparamétrico (Bese, Belo Horizonte, Brasil).

A anestesia foi mantida pela administracdo de halotano a 1,5%
por via inalatéria e de 100mg de cloreto de suxametonio EV.

Todos os experimentos deste estudo foram realizados no
Centro de Pesquisas da Labcor Laboratorios (Belo Horizonte, Brasil),
mediante a aprovacdo da Comissao Cientifica do Instituto do Coracédo e de
Etica do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da Universidade de
Sdo Paulo, e seguindo-se as normas da American Association for
Accreditation of Laboratory Animal Care®.

No anexo A, encontram-se os dados de identificacdo dos
animais incluindo data de nascimento, idade, peso e categoria (teste ou

controle).
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3.1.3. Implantes em animais

3.1.3.1. Técnica operatoéria

Com o animal posicionado em decubito lateral direito, e apos a
antissepsia e colocacdo de campos estéreis, realizou-se uma toracotomia
lateral esquerda no quarto espaco intercostal. A seguir, o pulméo esquerdo
foi afastado com afastador maleavel sobre uma compressa Umida expondo o
saco pericardico, o qual foi incisado longitudinalmente em direcdo ao apice
do coracéo.

Neste momento, o animal recebeu heparina sédica na dose de
350 Ulkg! EV, e foi administrada uma dose adicional de 125mg de
metilprednisolona EV.

Apos trés minutos da administracdo da heparina, introduziu-se,
na aorta descendente, uma canula DLP 16Fr (DLP, Grand Rapids, EUA)
com a ponta orientada cranialmente, e no atrio direito uma canula unica de
dois estagios DLP 30Fr.

Em seguida, a circulacdo extracorporea foi estabelecida
utilizando-se um oxigenador de membranas adulto (Vitae, DMG
Equipamentos Meédicos Ltda, Rio de Janeiro, Brasil), cujo volume do
perfusato foi de 1500ml de Ringer Lactato (Fresenius, Campinas, Brasil). O

fluxo arterial foi mantido entre 50 e 70 ml/kg/min, e o fluxo de gas em
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0,5I/min da mistura de 95% de O, e 5% de CO,, os quais foram ajustados no
transcorrer do procedimento de acordo com os valores da gasometria.

A temperatura corporea foi reduzida para 34°C, e induzida a
parada cardiaca anoxica por fibrilacdo ventricular mediante o contato do
epicardio com uma bateria de 9 volts (Duracell, Sdo Paulo, Brasil). O
ventriculo esquerdo foi drenado por meio de uma canula DLP 12Fr inserida
no apice do coracao.

Em seguida, foi realizada uma atriotomia longitudinal esquerda
para exposicdo da valva mitral nativa, a qual foi excisada junto ao anel,
sendo suas cordas seccionadas dos respectivos musculos papilares.

As bioproteses foram implantadas em posicdo anatdbmica
utilizando-se 12 pontos em “U” de fio poliéster trancado 2-0 (Polysut”,
Biosut Ltda., Belo Horizonte, Brasil). Ap6s a passagem do ultimo ponto,
iniciou-se o0 reaquecimento do animal e a atriorrafia esquerda com fio

polipropileno 4-0 (Ethicond, Sdo José dos Campos, Brasil) (Figura 2).
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FIGURA 2 — Implante da protese em posi¢cao mitral

ApoOs a retirada do ar das camaras cardiacas esquerdas e o
restabelecimento dos batimentos cardiacos, a circulacdo extracorporea foi
descontinuada e as céanulas do atrio direito e da aorta foram retiradas.
Prosseguiu-se com a administracdo de sulfato de protamina EV na dose de
10mg para cada 1000 Ul de heparina administradas.

Um dreno toracico foi inserido no 6° espaco intercostal e
deixado em aspiracao continua.

A parede toracica foi suturada por planos com fio
monofilamentar 3-0 inabsorvivel.

Os animais tiveram a canula traqueal e o dreno toracico
retirados ainda na sala cirurgica, e em seguida foram transferidos para sala
de recuperacao pos-operatoria.

Foram excluidos do estudo quatro animais que tiveram Obito
perioperatorio, sendo considerados como falha técnica do procedimento
cirdrgico. A amostra com os 10 animais sobreviventes ficou assim
distribuida:

1) Grupo Teste: composto por 7 animais implantados com a

bioprotese  porcina nao-aldeidica  (L-

Hydro[).

Vinicius José da Silva Nina



Material e Métodos 18

2) Grupo Controle: composto por 3 animais implantados com
a bioproétese porcina Labcor Comercial
preservada com glutaraldeido a 0,4%
(Labcor Laboratdrios Ltda., Belo Horizonte,

Brasil).

No anexo B, encontram-se discriminados os dados intra-
operatorios (data da operacéo, tipo e tamanho das préteses e tempo de

CEC).

3.1.3.2. Cuidados poés-operatorios

Apos cinco horas da retirada da canula traqueal, reinstituiu-se a
oferta hidrica e a dieta com feno, e administrou-se 1g de cefalotina IM e
5.000 Ul de heparina subcutanea, as quais foram administradas a cada 12
horas nos 3 primeiros dias.

A temperatura retal dos animais foi monitorada diariamente na
primeira semana e, ao término desta, quando considerados em condi¢cdes
clinicas satisfatérias, foram transferidos para o biotério, aonde
permaneceram em observacao diaria até completar o tempo de exposicao

de 150 dias estabelecidos para o sacrificio.
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3.1.3.3 Avaliacdo EcoDopplercardiografica

Os estudos ecoDopplercardiograficos transtoracicos foram
realizados antecedendo o sacrificio dos animais.

Utilizou-se um equipamento da marca ATL Ultramark 6 (Philips,
Drachten, Holanda) com transdutores de 2,0 e 3,0 megaHertz.

As imagens foram obtidas nos cortes transversal, apical e
paraesternal longitudinal em varios planos, gravados no minimo trés ciclos
cardiacos consecutivos, sendo considerados os valores médios, excluindo-
se as imagens nao bem definidas.

Foram determinadas a mobilidade e a suficiéncia da valvula, o
grau de regurgitacao valvular, os gradientes transvalvares médio e maximo e
a area valvar da protese.

O ecoDoppler continuo, obtido em posicéao apical, corte quatro
camaras, foi utilizado para a determinacdo do grau de regurgitacdo mitral
pela pesquisa da area de fluxo retrogrado turbulento a partir do orificio mitral.
Foi considerada de gralyglisgifie:gdands a i&®iteguloitante ocupava menos
de 20% da area do étri uerdo; moderada, quando ocupava entre 20 e

40%; e importantg ia mais de 40% do atrio esquerdo (Figura

3). Discreta

B Moderada

B Acentuada
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FIGURA 3 — Esquema do mapeamento da cavidade atrial esquerda para
quantificacdo da insuficiéncia mitral pelo Doppler pulsatil. AD = &trio
direito; VD = ventriculo direito; VE = ventriculo esquerdo

O gradiente transvalvar maximo foi calculado pela medida da
velocidade do fluxo sanguineo através do orificio mitral durante a diastole
utilizando-se a equacao simplificada de Bernoulli:

gradiente = 4 x velocidade de fluxo?2.

O gradiente médio foi determinado pela planimetria da curva de
fluxo mitral.

A é&rea valvar mitral foi determinada por planimetria do orificio
valvar no momento de abertura maxima, e calculada pela sequinte férmula®:

Area mitral = 220
PHT
Onde: 220 = PHT constante para area mitral de 1cm?

PHT = “pressure-half-time”, ou tempo de meia pressao

3.1.3.4. Avaliacdo angiografica
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Os estudos foram realizados apds completados os 150 dias de
poOs-operatorio, e precederam o sacrificio dos animais para o explante das
proteses.

Antes da anestesia, foram coletados de todos 0s animais,
amostras de sangue da veia jugular externa para hemocultura, hematimetria
e bioquimica.

Os animais foram anestesiados através da administracao
endovenosa de tiopental sédico na dose de 12,5mg.Kg™, e em seguida
intubados e ventilados mecanicamente. A anestesia foi mantida pela
inalacdo de uma mistura de oxigénio associada a 1,5% de halotano e 50%
de oxido nitroso.

O animal foi posicionado em decubito lateral esquerdo, e apos
antissepsia do lado direito do pescoco, realizou-se uma cervicotomia
longitudinal para a exposicdo de artéria cardtida e veia jugular externa, as
quais foram ligadas distalmente e cadarcadas proximalmente com fita
cardiaca.

Foi realizado um cateterismo cardiaco direito e esquerdo
através de veia jugular e carétida direita utilizando-se um cateter de Swan-
Ganz 7Fr e um Pig-Tail 6Fr, respectivamente (Baxter Healthcare
Corporation, Irvine, E.U.A).

Foram obtidos os registros das pressdes venosa central,
arterial sistémica e pulmonar, ventriculograma e débito cardiaco por
termodiluicdo. O registro destes dados foi feito utilizando-se um monitor

multiparamétrico da marca Bese, modelo Biomonitor 7 (Bese, Belo
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Horizonte, Brasil), sendo considerados os valores médios,excluindo-se
agueles cujas curvas nao estavam bem definidas.

O registro da ventriculografia foi obtido pela injecdo na
cavidade ventricular esquerda de 40ml de contraste a base de diatrizoato de
meglumina a 75% (Hypaque M 75%", Sanofi-Syntelabo, Rio de Janeiro,
Brasil), e as imagens gravadas pela exposicdo simultanea a fluroscopia (10
mA) utilizando-se um fluoroscoépio Philips XG 4002/00 (Philips, Drachten,
Holanda).

Pela ventriculografia esquerda foi analisada a contragao

ventricular e a presenca de estenose ou regurgitacao protética.

3.2. Explante das préteses

Ao término da angiografia, os animais receberam heparina a
razdo de 350 UI.Kg™ e foram sacrificados pela injecéo endovenosa de 1g de
tiopental sddico e 39 mEq (30ml) de cloreto de potassio a 10%.

Em seguida, uma toracotomia esquerda sobre a incisao prévia
foi realizada para retirada em bloco do coracgéo e vasos da base.

A protese mitral foi exposta pela transeccdo do ventriculo
esquerdo abaixo do sulco atrioventricular, e pela transec¢cdo do atrio

esquerdo acima do plano valvar.
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Apos ser lavada com solucédo salina e fotografada, a protese foi

encaminhada para 0 exame macroscopico.

Os restos dos animais foram incinerados.

3.2.1. Avaliacdo macroscopica

Pelo exame macroscopico pesquisou-se a:

1.

2.

Funcionalidade e integridade do procedimento realizado;
Integridade dos tecidos (valvar e miocardico);

Orientacéo, direcao e mobilidade dos folhetos;

Presenca de trombose, vegetacdo, calcificacdo e fibrose
(“pannus”);

Presenca de solucdo de continuidade periprotética

(vazamento).

Os pontos de ruptura e perfuracdes das cuspides valvulares

foram classificados em quatro tipos de acordo com a classificacdo de

ISHIHARA et al.*®, os quais consideram como lesdo Tipo | aquelas rupturas

que envolvem a borda livre das cuspides; Tipo Il, as perfuracdes linerares na

regido basal; Tipo Ill, grandes defeitos redondos ou ovais nas areas centrais;
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e Tipo IV, as pequenas perfuracbes em cabeca-de-alfinete nas areas
centrais das cuspides.

AplOs 0 exame macroscopico, as proteses explantadas foram
fixadas em histochoice™ (Amresco Inc., Solon, E.U.A.), e transportadas para

o exame radiolégico.

3.2.2. Avaliacédo radioldgica

As proteses foram submetidas ao estudo radiolégico para
determinacdo da distribuicdo e intensidade dos depdsitos de calcio nos
folhetos valvulares.

Foi utilizado um mamoégrafo Senographe DMR (GE, Buc,
Franca) com voltagem de aceleracdo em 22 kV.

O grau de calcificacao foi classificado de 0 a 4 de acordo com o
método de GRABENWOGER et al.**, que se baseia na quantidade de
depositos de calcio detectada pela radiografia considerando quatro areas
diferentes do folheto valvular: basal,central, borda livre e comissural. Por
este método, a calcificacdo em cada uma destas quatro areas é contada
como um grau de calcificacdo independente de quantos folhetos estejam

afetados (Figura 4).
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B Area basal
Area central

I Borda livre

I Area comissural

FIGURA 4 — Esquema para classificacdo do grau de calcificacdo pela
mamografia

3.2.3. Avaliacao histolégica e imuno-histoquimica
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Os estudos histoldgicos foram realizados para a pesquisa da
re-endotelizacdo dos folhetos valvulares e da recelularizacdo da matriz do
colageno por células do hospedeiro; para comprovacgao da viabilidade celular
do novo revestimento endotelial, e ainda para pesquisa da deposicdo de

calcio e de material trombotico na superficie das valvulas.

3.2.3.1. Microscopia 6ptica

As bioproteses previamente fixadas, foram cortadas em
fragmentos que incluiram a base, a porcdo média e a borda livre dos
folhetos. Estes fragmentos foram desidratados em alcool, embebidos em
parafina e seccionados em fragmentos de quatro micrémetros. E em
seguida, receberam trés coloracdes distintas: com hematoxilina-eosina para
pesquisa de revestimento endotelial e recelularizacdo da matriz colagénica;
com nitrato de prata de von Kossa , 0 qual é especifico para depédsito de
calcio corando-o em preto; e pelo fator VIII para demonstracéo da viabilidade
celular endotelial corando as células endoteliais em marrom-claro (Factor
von Willebrand Policlonal Dako, Gostrup, Dinamarca).

As laminas foram observadas com o0 microscopio Optico

Olympus CBA (Olympus, Tokyo, Japéao).
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3.2.3.2. Microscopia eletrénica de varredura

Os fragmentos fixados de tecido valvular foram lavados em
cacodilato tamponado e desidratados com acetona até o ponto critico do
didéxido de carbono, e em seguida recobertos com ouro e examinados no
microscopio eletrdnico de varredura Stereoscam 240 (Cambridge
Instruments, Cambridge, Reino Unido).

A microscopia de varredura foi realizada para pesquisar a
repopularizacdo endotelial da superficie valvular e para confirmar a

morfologia e a organizacdo do novo endotélio.

3.2.3.3. Microscopia eletrénica de transmissao

De cada protese, foram colhidos cinco fragmentos dos folhetos,
medindo 1x1x1mm cada. Os mesmos foram refixados em glutaraldeido a
3%, pos-fixados em tetroxido de 6ésmio a 1%, contrastados em bloco em
acetato de uranila a 0,5% e incluidos em araldite. Cortes ultrafinos foram
contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo de Reynolds
e observados no microscépio eletronico de transmissao Philips EM-301

(Eindhoven, Holanda).
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A microscopia eletronica de transmissédo foi realizada para
analisar a ultra-estrutura valvular e identificar os tipos celulares e a sua

integridade.

3.3. Analise estatistica dos dados

Os dois grupos; grupo teste (protese néo-aldeidica L-Hydro[l) e
o grupo controle (prétese glutaraldeidica Labcor Comercial”), foram
comparados quanto aos dados ecoDopplercardiograficos,angiograficos,
radioldgicos e histopatologicos.

Os dados quantitativos foram expressos como meédia e erro-
padrdo. Comparacdes entre os grupos foram feitas com o teste-t de Student
nao-pareado. Os dados qualitativos foram descritos através de frequéncias
absolutas e relativas e comparadas entre 0os grupos pelo teste exato de
Fisher. O nivel de significancia adotado foi de 5%.

As suposicdes de distribuicdo normal e variancias iguais foram
testadas.

O processamento dos dados e analise estatistica foram
realizados utilizando-se o programa estatistico GraphPad InStat 3.0 for

Windows 95 (GraphPad Software, San Diego, E.U.A.).
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4 RESULTADOS

4.1 Andlise ecoDopplercardiogréafica

N&o houve diferenca estatistica quando comparados os dois
grupos quanto aos gradientes transvalvares médio e maximo, e quanto a
area valvar.

Em apenas um caso do grupo teste (caso 7) ndo foi possivel
aferir estas variaveis pela impossibilidade da obtencdo de uma janela
ecocardiografica satisfatoria, entretanto, o modo bidimensional mostrou
funcao ventricular preservada neste caso.

Ao ecoDopplercardiograma, as proteses se mostraram
normofuncionantes, exceto em um controle (caso 10), no qual havia reducéo
na mobilidade dos folhetos secundaria a extensa calcificacdo permitindo
refluxo valvular de grau acentuado.

As meédias, os erros-padrdo e o nivel descritivo do teste-t de
Student ndo-pareado (valor de p) das variaveis ecoDopplercardiograficas

encontram-se apresentadas na Tabela 1.

Vinicius José da Silva Nina



Resultados 32

TABELA 1 - MEDIAS E ERROS-PADRAO DAS VARIAVEIS
ECODOPPLERCARDIOGRAFICAS NOS 2 GRUPOS

) TESTE CONTROLE
VARIAVEL p
Média + EP Média | £ EP
Gradiente maximo (mmHg) 6 1,30 4,3 0,88 0,40
Gradiente médio (mmHg) 3 1,04 2,33 0,33 0,65
Area valvar (cm?) 2,5 0,34 1,66 0,33 0,17

No Anexo C, encontram-se discriminados os valores das

variaveis ecoDopplercardiograficas.

4.2 Andlise angiografica

N&o houve diferenca estatistica (p > 0,05) quando comparados
os dois grupos quanto as pressdes sistémica, pulmonar e o débito cardiaco.
Entretanto, a presséo capilar pulmonar mostrou significancia estatistica em
favor do grupo teste (p = 0,03) cujo valor médio foi 15,3 + 2,9 contra 37 *

10,3 para o grupo controle, conforme demonstrado no Grafico 1.
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GRAFICO 1 — PRESSAO CAPILAR PULMONAR NOS 2 GRUPOS
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A ventriculografia mostrou contratilidade preservada em todos
0S casos; exceto em um controle (caso 10), no qual havia reducédo da
contratilidade ventricular associada ao retardo no esvaziamento atrial
esquerdo, havendo correlagdo com os achados ecocardiograficos quanto a
calcificacdo e a insuficiéncia valvular acentuada neste caso.

Em apenas um caso do grupo teste (caso 1) ndo foi possivel
aferir as variaveis angiograficas devido a instabilidade hemodinamica
secundaria a arritmia ventricular no momento da angiografia.

As meédias, os erros-padrédo e o nivel descritivo do teste-t de
Student ndo-pareado (valor de p) das variaveis angiograficas encontram-se

apresentadas na Tabela 2.
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TABELA 2 - MEDIAS E ERROS-PADRAO DAS VARIAVEIS
ANGIOGRAFICAS NOS 2 GRUPOS

) TESTE CONTROLE
VARIAVEL p
Média |+ EP Média |+ EP

Pressao arterial sisttmica média

85,3 8,5 90,0 14,4 | 0,77
(mmHQ)

Pressédo arterial pulmonar média

27,1 3,8 40,3 11,6 | 0,20
(mmHQ)

Pressao capilar pulmonar (mmHg) 15,3 2,9 37,0 | 10,3 | 0,03

Débito cardiaco (I/min) 4,9 0,6 5,2 1,3 [081

No Anexo D, encontram-se discriminados os valores das

variaveis angiograficas.

4.3 Avaliacdo macroscoépica

Em ambos os grupos, ndo houve evidéncia de vegetacéao,
hematomas, abrasfes e vazamento periprotético.

Em apenas um caso do grupo teste (caso 1) observou-se
pequena ruptura comissural do tipo I.

Nos trés casos controles (casos 8, 9 e 10 — Prétese Labcor"),
havia enrijecimento dos folhetos, invasdo de tecido fibrotico, e trombos

organizados na superficie atrial com extensa area de calcificacdo. Estas
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alteracdes ndo foram evidenciadas nas valvulas do grupo teste (L-Hydro"
nado-aldeidica).
A Figura 5 ilustra o aspecto macroscopico de uma protese

aldeidica (Labcor) explantada apds 150 dias (caso 9).

FIGURA 5. Prétese aldeidica (Labcord) ap6s 150 dias do implante

O aspecto macroscopico de uma protese ndo-aldeidica (L-

Hydro"), explantada ap6s 150 dias, esté ilustrado na Figura 6 (caso 3).
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0 VIn-(F DATESR A

FIGURA 6. Prétese ndo-aldeidica (L-Hydro") apds 150 dias do implante

No Anexo E, encontram-se discriminados o0s achados

macroscopicos em ambos os grupos, apés 150 dias do implante valvular.

4.4 Andlise dos achados radiolégicos

N&ao houve calcificacdo detectavel pela técnica mamografica

nas proteses preservadas pelo processo ndo-aldeidico. Entretanto, no grupo

controle, observaram-se diferentes graus de calcificacéo.
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Pela classificacdo de GRABENWOGER et al.*>, o caso 8
apresentou calcificacdo grau I; o caso 9, grau IV; e o caso 10, grau lll.

O aspecto radioldgico de uma prétese de preservacao
glutaraldeidica (caso 9) com calcificacdo grau IV encontra-se ilustrado na
Figura 7, na qual observou-se depdsito de calcio em uma das comissuras,

em uma das bordas livres e na regido basal de 2 folhetos.

calcio

FIGURA 7. Aspecto radiolégico de uma protese aldeidica com
calcificagao grau IV

O aspecto radiolégico de uma prétese de preservacdo néo-

aldeidica (cas | se observou

gue as cuspid S estdo livres de dé



Resultados 38

FIGURA 8. Aspecto radiolégico de uma protese ndo-aldeidica livre de

calcificagéo
4.5 Andlise histologica
45.1 Aspectos da microscopia Optica

A coloracdo pela hematoxilina-eosina (HE) mostrou uma
camada de células endoteliais continua revestindo quase toda a superficie
dos folhetos das valvulas ndo-aldeidicas, exceto as bordas livres. Estas
células endoteliais mantinham contato direto com o colageno subjacente, o
gual se encontrava com o aspecto denso conforme esta ilustrado na Figura 9

(caso 3).
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i Células endoteliais
colageno

FIGURA 9. Coloracéao por HE de uma prétese nao-aldeidica

No grupo controle, o revestimento endotelial foi descontinuo
ficando restrito apenas a base dos folhetos, e em algumas areas ndo houve
contato direto com o coladgeno devido a interposicdo de fibrina, células
mononucleares, calcio e material trombdtico. O colageno encontrava-se
frouxo neste tipo de protese. Estas alteragBes se encontram ilustradas na

Figura 10 (caso 8).

Trombo

Caélcio

Colageno -y
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FIGURA 10. Coloracao por HE de uma proétese aldeidica. Nota-se
auséncia de recelularizacéo da superficie e da matriz

A coloracao especifica para calcio com nitrato de prata de von
Kossa foi positiva em todos os casos do grupo controle conforme ilustrado

na Figura 11 (caso 9).

Célcio
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FIGURA 11. Coloracéo por von Kossa de uma proétese aldeidica

No grupo teste, a coloracdo por von Kossa foi positiva em
apenas um caso (caso 4). Esta coloracdo foi negativa nos demais casos

conforme ilustra a Figura 12.
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FIGURA 12. Coloracao por von Kossa de uma protese néo-aldeidica

45.1.1 Anédlise imuno-histoquimica

Células endoteliais
A expressao do T‘aQ)Ar VIII (von Willebrand) confirmou os

achados da eelopbags pela hematoxilina-eosina no grupo teste (L-HydroO),
demonstrando gye o revestimento era composto por células endoteliais

viaveis, conforme ilystrado na Figura 13 (caso 6).

FIGURA 13. Expressao do fator VIII policlonal em uma protese nao-

aldeidi
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Houve uma expresséo fraca do fator VIII no grupo controle,
corando-se apenas aquelas células endoteliais que estavam recobrindo
trombos de fibrina. A Figura 14 ilustra a expressédo do fator VIII em uma

protese de preservacéo glutaraldeidica (caso 9).

i

Células endoteliais

P

Trombo

/v
Colageno }._SEJ_'.“_|

FIGURA 14. Expressao do fator VIl policlonal em uma proétese aldeidica
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As frequéncias absolutas e relativas, e o nivel descrito do teste
exato de Fisher dos achados histolégicos, apds 150 dias do implante
valvular, encontram-se apresentados na Tabela 3, demonstrando que as
valvulas de preservacdo nao-aldeidica foram estatisticamente superiores as
valvulas convencionais glutaraldeidicas quanto a capacidade de re-
endotelizacdo (p = 0,008), resisténcia a trombose (p = 0,008) e a calcificacédo

(p= 0,03).

TABELA 3. FREQUENCIAS ABSOLUTAS E RELATIVAS DOS ACHADOS
HISTOLOGICOS APOS 150 DIAS DO IMPLANTE VALVULAR

VARIAVEL ALTERACAO TESTE CONTROLE P
. Sim 7 (100,0%) 0
Re-endotelizagéo N0 0 3 (100,0%) 0,008
Sim 0 3 (100,0%)
Trombose N0 7 (100,0%) 0 0,008
e Sim 1 (14,3%) 3 (100,0%)
Calcificagao N0 6 (85.7%) 0 0,03
4.5.2 Aspectos da microscopia eletrénica de varredura
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Todas as proteses tratadas pelo processo L-Hydro[D mostraram
um revestimento celular confluente com morfologia tipica de endotélio
(células losangulares), e com boa adesividade intercelular conforme ilustrado

na Figura 15 (caso 6).

Células
endot 3
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FIGURA 15. Microscopia de varredura de uma protese nédo-aldeidica.
Observa-se células endoteliais confluentes (aumento
original, 1500x)

As proteses tratadas pelo glutaraldeido mostraram células
endoteliais esparsas presentes somente na base dos folhetos, e areas
extensas ndo recelularizadas formadas por fibrilas de colageno desnudo,

conforme ilustrado na Figura 16 (caso 10).

—]
Fibrilas do
colageno
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FIGURA 16. Microscopia de varredura de uma protese aldeidica.
Observa-se auséncia de endotélio e colageno desnudo
(aumento original, 2500x)

45.3 Aspectos da macroscopia eletronica de transmissao

No grupo teste, observou-se recelularizacdo do colageno por

fibroblastos viaveis, conforme ilustrado na Figura 17 (caso 2).
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FIGURA 17. Microscopia de transmissao de uma protese nao-aldeidica.
Observa-se fibroblastos viaveis incorporados na matriz do
colageno (aumento original, 1000x)

A microscopia de transmissdo, no grupo controle, mostrou o
coladgeno com aspecto degenerado, e com a presenca de células gigantes
vacuolizadas, inviaveis com membrana citoplasmética rota, conforme

ilustrado na Figura 18 (caso 8).

Vinicius José da Silva Nina



Resultados 49

FIGURA 18. Microscopia de transmissdo de uma protese aldeidica.
Observa-se auséncia de fibroblastos viaveis (aumento
original, 1300x)

Vinicius José da Silva Nina



Discussdao 51

5 DISCUSSAO

As proteses cardiacas biolégicas vém sendo utilizadas ha mais
de 30 anos, por apresentarem melhor funcdo hemodinamica do que as
mecanicas, por prescindirem da anticoagulacdo, e por apresentarem baixo
. . . = ~9,10,29,30,31
risco de tromboembolismo e infeccéo . Entretanto, apesar destas
vantagens ainda persistem os problemas relacionados a sua durabilidade,

principalmente nos individuos mais jovens'®'®?,

Um dos fatores que
contribuem para isto é a escassez de células endoteliais viaveis na
superficie das bioproteses convencionais preservadas em
glutaraldeido™*"*°. A auséncia desta barreira fisioldgica protetora pode
resultar em deposicdo de fibrina e plaguetas na superficie valvular,
calcificacdo tecidual, infeccdo bacteriana, reacdes imunoldgicas, as quais
levam & degeneracdo do enxerto***®® Vale a pena ressaltar que esta
barreira de protecdo também nao existe nos homoenxertos criopreservados
porque as ceélulas endoteliais sdo destruidas tanto pelo proprio processo de

conservagédo como pela imunorreatividade contra as células do doador®®®":%8,
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A calcificagcdo é a causa mais comum de degeneracdo das
biopréteses preservadas em glutaraldeido®®3"2*!, Nos caso especifico das
biopréteses porcinas, isto também é verdade®. Dentre as hipéteses que
justificam o mecanismo para esta calcificacdo, a mais aceita € aquela que
postula que os cristais de fosfato de calcio contendo sodio, magnésio e
carbonato nucleiam-se devido a desvitalizacdo celular inativando a bomba
de célcio®. Varios tratamentos anti-mineralizacéo tém sido usados clinica e
experimentalmente, os quais podem ser divididos em duas categorias: a
primeira inclui a modificacdo dos tecidos preservados com o glutaraldeido
pela utilizacdo de detergentes como o dodecil-sulfato e o etanol que
removem os fosfolipedes, ou ainda pelo uso do acido amino-oléico, acido L-
glutdmico e pelo aminodifosfonato que se ligam aos aldeidos livres. A
segunda categoria inclui os processos nao-glutaraldeidicos como o
tratamento com o0 epoxi, com a foto-oxidacGo e com o
carbodiimido®"%""2"3 Embora todos estes tratamentos tenham constituido
um avancgo no controle da calcificacdo, nenhum deles contempla o ponto-
chave do mecanismo fisiopatolégico que € a restauracédo do endotélio viavel;
a qual somente é possivel se utilizado um processo atoxico de preservacao
tecidual®® ™.

Novos biomateriais e novas técnicas de preservacao tecidual
tém sido testados com o objetivo de reconstruir um tecido valvar viavel e de
maior resisténcia e durabilidade, e que prescinda do uso do glutaraldeido.
Dentre os novos biomateriais, destacam-se as biopréteses obtidas por

engenharia de tecido”"®"""87980 Nos trabalhos experimentais de SHINOKA
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et al.®8283 & proposta a construcdo de uma prétese por meio da semeadura

de células endoteliais e fibroblastos de ovinos sobre um esqueleto polimérico
biodegradavel formado por fibras de acido poliglicélico e poliglactina. A
exposicdo média de 125 dias destas proteses a circulacdo pulmonar
mostrou-se satisfatoria com evidéncia de crescimento em diametro dos
condutos implantados e da presenca de revestimento endotelial. Entretanto,
a maior limitacdo destas préteses com matriz sintética é a sua rigidez e alta
porosidade, aspectos que precisam ser melhorados para que estas proteses
possam ter aplicacdo clinica®*.

A decelularizacdo de heteroenxertos e homoenxertos
associada a endotelizacdo autégena in vitro tem ganhado notoriedade nos
Gltimos anos>*#8¢8788 A ghtencdo de matrizes acelulares naturais pode ser

|.53

feita por tratamento enzimatico como proposto por O'BRIEN et al.”” ou pelo

uso de detergentes quimicos como proposto por DOHMEN et al.”®°

e por
BADER et al.*>. Os resultados com estas técnicas de extracdo celular s&o
bastante promissores; entretanto, a maioria dos estudos se encontra em
fase pré-clinica ou clinica inicial como o trabalho de DOHMEN et al.®* na
Alemanha e de COSTA et al.®* no Brasil, com a utilizacdo de homoenxertos
decelularizados para a reconstrucao da via de saida do ventriculo direito na
cirurgia de Ross. Em estudo recente, SIMON et al.®> demonstraram a
degeneracéo precoce em quatro criancas submetidas a reconstrucao da via
de saida do ventriculo direito, utilizando-se a bioprotese decelularizada

Synergraft™, das quais trés tiveram morte subita por ruptura do enxerto. A

analise histologica pré-implante mostrou descelularizacdo incompleta e a
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presenca de deposito de calcio; e a analise pos-explante mostrou reacéo
inflamatoria do tipo corpo estranho em todos os casos.

Quanto a endotelizagdo in vitro, € uma técnica que ainda
requer refinamento por envolver uma metodologia complexa, demorada, de

alto custo e cujo desempenho in vivo é incerto. LEUKAUF et al.*®

apontam
como a principal limitacdo desta técnica a adesividade fraca do endotélio
semeado sobre a matriz do colageno, e consequentemente a baixa
resisténcia as forcas do fluxo sobre a interface sangue/valvula resultando no
rapido desprendimento destas células apds o implante valvular.

Segundo FRATER et al.®® a alternativa para todas estas
limitacbes metodoldgicas seria o implante de valvulas biolégicas que
permitam ou promovam o revestimento endotelial espontaneo com células
do hospedeiro. Este principio embasou o desenvolvimento de preservacéo
L-Hydro™ utilizada neste estudo.

O processo L-Hydro™ tem como agente de preservacao
tecidual o polietilenoglicol (PEG), o qual € um polimero bastante estavel
quimicamente cuja formula é HO.CH, (CH,-CH;) N-CH,OH. Devido ao
grande numero de oxigénio na cadeia polimérica, este agente tem grande
propensdo a formacdo de complexos podendo inclusive associar-se a
eletrolitos em solugdes diluidas. O PEG € produzido pela polimerizacéo
catalitica heterogénea a partir de monémeros de oxido de etileno, e tem
como propriedades: a solubilidade em agua, cetonas, glicerol e etanol;

entretanto, € menos higroscopico e resiste melhor & decomposicdo do que

estes dois Ultimos compostos®. A sua toxidez é bastante reduzida por ser
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guimicamente inerte; e a sua excre¢ao, quando em contato com a circulacéo
sanguinea, se faz completamente pelo rim sem ser metabolizado, o que
assegura a sua aplicacdo clinica como veiculo para dissolver farmacos
pouco sollveis em agua como a reserpina e a nitrofurantoina ou aqueles
facilmente hidrolisaveis como os barbituratos alcalinos®* %% 97,

A toxidez reduzida do PEG foi demonstrada por WICOMB et
al.®, os quais relataram que com a administracdo aguda em animais de
doses elevadas atingindo 16 g/kg durante 12 a 16 horas, ndo foram
detectados efeitos adversos, e que a administracado cronica foi igualmente
inocua.

O PEG mostrou-se eficaz em vérios estudos experimentais in
vitro quando adicionado a solucdo de preservagdo miocardica, garantindo a
viabilidade funcional do 6rgao por tempo mais prolongado (até 24 horas) do
que aquele preconizado como uso das solucbes cardioplégicas
convencionais como a de “Saint Thomas” e da “University of Wisconsin” que
é de quatro a seis horas®'% %' Esta capacidade de preservacdo mais
prolongada deve-se a acdo osmaotica do PEG que estabiliza a membrana
tornando-a menos permedavel ao soluto extracelular, e consequientemente
prevenindo o edema celular®®. O PEG mostrou-se igualmente eficaz quando
utilizado na criopreservacdo de coracdo de ratos conforme o estudo de
BANKER et al.'®?, os quais relataram que a inclusdo do PEG permitiu a
reducdo do conteudo de agua e da formacao de gelo tecidual minimizando a

lesdo miocardica pelo congelamento.
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E também atribuida ao PEG a propriedade imunossupressora
na qual esta fundamentada a preservacao L-Hydro™ utilizada neste estudo.
Tem sido demonstrado que antigenos que se combinam com o PEG
manifestam reducdo da antigenicidade; como foi relatado no estudo de
COLLINS et al.'®, no qual observou-se uma reducdo de 30% na incidéncia
de rejeicdo no grupo de receptores de transplante cardiaco nos quais 0s
orgaos dos doadores foram preservados com uma solucéao contendo PEG a
5%. Em estudo subseqiiente por TOKUNAGA et al.'®*, foi demonstrado o
aumento estatisticamente significante na sobrevivéncia (11,9 versus 9,6
dias) com transplante hepatico de ratos cujos orgaos foram previamente
irrigados com solucdo de PEG de alto peso molecular (20.000 daltons). Para
agueles autores esta acdo imunossupressora decorre da ligacdo do PEG
com os lipidios da membrana celular dos antigenos formando complexos
reversiveis, 0s quais alteram ou mascaram a superficie celular destes
antigenos de maneira analoga aquela descrita para a combinacdo quimica
especifica com os alérgenos; ou seja, interfere com a ativacdo dos
macréfagos e consequentemente com a ativagdo das ceélulas T-pelper,
induzindo ao estado de tolerancia aos antigenos do doador, cuja
imunogenicidade torna-se reduzida. De modo semelhante, na preservacao
L-Hydro™ os antigenos porcinos sao extraidos e 0s remanescentes sao
mascarados mediante a oxida¢do quimica controlada com o uso do PEG.

No presente estudo, evidenciou-se que as proteses néo-
aldeidicas  (L-Hydro™) tiveram melhor rendimento hemodinamico

caracterizado pela auséncia de regurgitacdo e pela menor pressao capilar
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pulmonar média (p<0,03) quando comparadas com as proteses aldeidicas
(Labcor®). Estes achados séo atribuidos a manutencdo das propriedades
naturais do tecido valvar como foi demonstrado no exame macroscopico
destas valvulas; que na auséncia do aldeido se mantém livres de
inflamac&o, enrijecimento e conseqiientemente da calcificacdo™ 4. A
auséncia de toxidez com a preservacao L-Hydro™ permitiu que a superficie
e a matriz de todas as proteses do grupo teste se tornassem cito-
compativeis permitindo a re-endotelizacdo espontanea por células do
hospedeiro®*%3. Este revestimento endotelial, conforme demonstrado por nés
e por outros autores®84246105106107 = fayoreceu maior resisténcia &
calcificacdo e a trombogenicidade. Destacam-se, na literatura, os estudos de
BENGTSSON et al.'®® e MACGREGOR et al.'® que demonstraram que a
semeadura de células endoteliais mesmo sobre uma superficie nao-
bioldgica, como os folhetos de uma protese mecanica, proporcionou melhor
resisténcia a trombose.

A resisténcia a trombose denota que o novo endotélio esta
intacto, conforme demonstrado na microscopia eletronica de varredura; e
viavel mantendo preservadas as suas propriedades antiagregante e
antitrombdtica, conforme demonstrado pela analise imuno-histoquimica com
o fator de von Willebrand. Esta integridade do novo endotélio caracterizado
na microscopia de varredura pela confluéncia endotelial com aspecto em
mosaico; e pelo contato deste com a matriz do tecido conjuntivo, também

confere resisténcia a insudacdo de proteinas plasmaticas e sais, que séo

precursores da degeneracdo bioprotética’®®. Entretanto, até o presente, 0s
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beneficios com a restauragcdo desta barreira fisiologica s6 foram
evidenciados nas preservacdes ndo-aldeidicas como com o uso do glicerol e
com a descelularizacdo quimica®. As préteses de duramaéter preservadas
com glicerol mostraram estrutura histolégica normal quando explantadas
com até 75 meses de pds-operatério’l. Este achado foi confirmado
experimentalmente com o implante em ovinos de bioproteses de pericardio
bovino com preservacdo semelhante®?3. Com a descelularizacdo quimica,
BENGTSSON et al.'% demonstrou a capacidade de organizagéo endotelial,
porém o revestimento endotelial neo-formado foi descontinuo com fendas
longitudinais desprovidas de células endoteliais, ao contrario daquele
observado por nés com a endotelizacdo espontanea com a preservacao pelo
PEG.

As préteses do grupo controle foram todas suscetiveis a
calcificacdo macro e microscopica e a deposicao de material trombotico. A
repercussdao hemodinamica destas alteracdes estruturais foi a elevacéo
significativa da pressédo capilar pulmonar, a reducdo do orificio valvular
embora estatisticamente nao significativa, e a regurgitacdo valvular
importante em um dos casos (caso 10). Estes achados assim como a
auséncia de re-endotelizacdo sao consistentes com os relatos da literatura
como o de ISHIHARA et al.*® quanto & acéo deletéria do glutaraldeido sobre
o tecido valvar. Estes autores relataram que apenas 23% das bioproteses
porcinas preservadas em glurataldeido apresentavam algum revestimento
endotelial em forma de “pannus” apos cinco anos do implante. Achado

semelhante foi evidenciado por ndés na microscopia de varredura pela
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observacédo de areas extensas de colageno desnudo com células endoteliais
esparsas restritas a base dos folhetos. A observacdo destas areas na
microscopia optica mostrou auséncia de contato direto destas células com o
colageno, ao contrario das proteses nao-aldeidicas em que este
revestimento mostrou-se uniforme com boa adesividade intercelular e destas
células com a matriz, o que reflete uma boa resisténcia deste novo endotélio
as forcas do fluxo.

O presente estudo, assim como outros que utilizam o mesmo
modelo animal, na avaliacdo de novas tecnologias para fixacao/estabilizacao
de tecidos, tem como limitacdo a impossibilidade de reproduzir o efeito da
doenca cardiaca e o perfil de coagulacdo comparavel ao dos seres

humanos32’50’5l'llo

Entretanto, a endotelizacdo como mecanismo para
minimizar ou retardar a degeneracdo estrutural se mostrou como uma
possibilidade real, desde que o tecido valvar possa ser preservado por um
agente com as caracteristicas do PEG tornando-o propicio a recelularizacéo
por células do hospedeiro em virtude da sua baixa toxicidade, da sua
capacidade de atenuar os xeno-antigenos porcinos e de manter preservada
arquitetura histolégica valvar'''. Estas propriedades podem garantir maior
desempenho e durabilidade as proteses biologicas. Contudo, somente um

ensaio clinico com seguimento tardio podera validar as premissas deste

estudo.
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6 CONCLUSOES

1 — O processo nao-aldeidico (L-Hydro[) utilizado no presente estudo
permitiu a endotelizacdo espontanea com evidéncia de uma boa adesividade

do novo endotélio a matriz do colageno.

2 — A preservacao ndo-aldeidica mostrou maior resisténcia a calcificagédo e a

trombose quando comparada a preservacédo aldeidica convencional.
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7 ANEXOS

ANEXO A - Dados de identificacdo dos animais de experimentacao:

namero, registro, data de nascimento, idade, peso e categoria.

Caso Registro DN (r:]dea;dees) F()E;;’ Categoria
1 1174BR 28/05/01 4,97 33 Teste
2 12AZ 29/05/01 4,97 32 Teste
3 69AZ 31/05/01 4,90 31 Teste
4 1195BR 30/05/01 4,97 33 Teste
5 1179BR 03/06/01 4,83 32 Teste
6 1199BR 14/05/01 5,50 30 Teste
7 68AZ 10/05/01 5,67 33 Teste
8 716AZ 11/06/01 4,60 30 Controle
9 70AZ 29/05/01 5,87 35 Controle

10 718AZ 21/06/01 5,50 31 Controle

DN = data de nascimento
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ANEXO B — Variaveis intra-operatorias

Caso | Categoria ;ir%(t)eitee Tamanho | Posicdo | TCEC Data
1 Teste L-Hydro 25 Mi 45 24/10/01
2 Teste L-Hydro 23 Mi 54 25/10/01
3 Teste L-Hydro 23 Mi 52 25/10/01
4 Teste L-Hydro 25 Mi 55 26/10/01
5 Teste L-Hydro 23 Mi 57 26/10/01
6 Teste L-Hydro 23 Mi 62 26/10/01
7 Teste L-Hydro 25 Mi 60 27/10/01
8 Controle | Labcor 25 Mi 91 27/10/01
9 Controle | Labcor 23 Mi 105 21/11/01
10 Controle | Labcor 23 Mi 71 03/12/01

L-Hydro = prétese porcina nao-aldeidica L-Hydro, Philogenesis Inc.,

Monrovia, E.U.A.
Labcor = prétese porcina aldeidica Labcor”, Labcor Laboratérios Ltda, Belo
Horizonte, Brasil.
Tamanho =diametro interno em mm.
Mi = mitral

TCEC = tempo de circulagédo extracorporea em minutos.
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ANEXO C - Variaveis EcoDopplercardiograficas

Caso | Categ. | Data Op. | Data Eco Imp-Ira'm te (,:’Arg)?" fﬂrgg.' AV RSgrﬁl;g.
1 T 24/10/01 | 23/03/02 150 7,2 5 2,93 A
2 T 25/10/01 | 23/03/02 149 10 7 1,91 A
3 T 25/10/01 | 23/03/02 149 8 3 3.8 A
4 T 26/10/01 | 23/03/02 148 4 2 2,03 A
5 T 26/10/01 | 23/03/02 148 5 2 1,98 A
6 T 26/10/01 | 23/03/02 148 3 1 2,03 A
7 T 27/10/01 | 23/03/02 147 - - - -
8 C 27/10/01 | 23/03/02 147 4 2 1,99 A
9 C 21/11/01 | 23/03/02 92 3 3 1,93 A

10 C 03/12/01 | 23/03/02 80 6 3 1,42 I

Categ. = categoria

T = teste

C = controle

Data Op. = data da operacéo

Data Eco = data do ecocardiograma

T. Implante = tempo de implante valvular em dias
Grad. Méx.= gradiente maximo em mmHg
Grad. Méd. = gradiente médio em mmHg
AV = area valvar em cm2

- = dado né&o avaliado

Grau Regurg. = grau de regurgitacao

A = ausente

| = importante
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ANEXO D - Variaveis angiograficas

Caso | Categoria Imp-Ira'mte PAM PAP PCP DC Contratilidade
1 Teste 151 N/A N/A N/A N/A N/A
2 Teste 152 62 27 7 5 N
3 Teste 151 79 18 17 2,7 N
4 Teste 152 81 28 11 6 N
5 Teste 152 102 18 14 6,6 N
6 Teste 152 118 28 15 3,6 N
7 Teste 151 70 44 28 5,3 N
8 Controle 151 66 18 19 2,6 N
9 Controle 176 116 46 37 7.1 N

10 Controle 164 88 57 55 5,9 R

T. Implante = tempo de implante valvular em dias
PAM = presséo arterial média em mmHg

PAP = presséo arterial pulmonar média em mmHg
PCP = presséao capilar pulmonar em mmHg

DC = débito cardiaco em I/min

N = normal

N/A = dado n&o avaliado

R =reduzida
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ANEXO E — Achados macroscoépicos

Caso Categoria Imp-lra'mte Perfuracdo | Fibrose | Calcificagdo | Trombose
1 Teste 151 I 0 0 0
2 Teste 152 0 0 0 0
3 Teste 151 0 0 0 0
4 Teste 152 0 0 0 0
5 Teste 152 0 0 0 0
6 Teste 152 0 0 0 0
7 Teste 151 0 0 0 0
8 Controle 151 0 + + +
9 Controle 176 0 + + +

10 Controle 164 0 + + +

T. Implante = tempo de implante em dias.

| = ruptura comissural do tipo | de ISHIHARA et al*®.
+ = presente

0 = ausente
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