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Dez valvulas adrticas de dura-mater lesadas e recuperadas cirurgicamente 44 a 54 meses apos
implantacéo foram estudadas através da microscopia el etronica de transmissdo (TEM), de reflexao
(SEM) e através da microanélise de raios X.

Dura-mater ndo utilizada na feitura de valvulas e valvulas adrticas de dura-mater ndo implantadas
serviram de controle.

O estudo do tecido mostrou a presenca de: macr éfagos que penetram profundamente na espessura
valvular comfagocitose de colageno; presenca de numerosas células bem conservadas comcaracteres
morfolégicos de fibroblastos; sinais de adaptacdo do supercrescimento observado ao longo da
borda livre (de corte) em véarias valvulas; presenca de matriz coldgena estruturalmente normal
circundada por éreas de fibrilas colagenas em degeneracao.

Ficou demonstrado que valvulas de dura-mater homélogas apresentam modificacdes estruturais
subcelulares com &reas de degeneracao e proliferacdo que poderiam corresponder a0 mecanismo
normal de restauracéo ou uma sequiéncia degenerativa restauradora (remodelagem) que se inicia
no momento da implantacdo. Concluem pela necessidade do estudo el etromicroscépico na avaliagao
da condicao dos tecidos biol 6gicos para se estabel ecer a conveniéncia da sua utilizagdo emcirurgia

cardiaca.

A utilizacdo dos tecidos hiol6gicos como substitutos
das valvas cardiacas tem proporcionado inimeras
vantagens, no que se refere a evolucdo dos pacientes
operados .

A reduzida frequiéncia da tromboembolia na auséncia
do uso de anticoagulantes é fato comprovado.

No entanto, a longo prazo tém sido observadas
alteracdes do tecido, com consequiente comprometimento
da dindmica cardiaca

Com afinalidade de conhecer melhor essas alteraces,
procuramos estudar as possivei s modificacfes subcel ulares
e as dteracfes quimicas da dura-mater de vavulas que
foram retiradas da posi ¢ao adrti caapos diferentes periodos
de permanéncia e funcionamento em pacientes. A revisdo
bibliogréfica mostra apenas estudos el etromicroscopicos
de reflexdo (varredura) em heterenxertos de porcos &°,
humanos° ou fascialata™ e estudos de microscopiadptica
da dura-mater.

MATERIAL E METODOS

A dura-mater, obtida de cadaveres dentro de 14 horas
apos amorte, foi conservada e esterilizadaem glicerinaa
98%, em temperatura ambiente e durante um periodo
minimo de 12 dias, antes da feitura da vavula

Astécnicas de confeccdo eimplantagdo foram descritas
em trabalho precedente 12.

Dez vélvulas adrticas de dura-mater lesadas e
recuperadas cirurgicamente, 44 a 54 meses ap0s
implantacdo, foram colocadas em fixador de Karnovsky
13, glutaraldeido a 3% tamponado com cacodilato, ou em
formalina neutra a 10%, apés terem sido irrigadas em
solucéo de cloreto de sodio com heparina a 0,8%.

Dura-mater néo utilizada na feitura de vavulas e
vélvulas de dura-mater ndo implantadas serviram de
controle. Amostras representativas dissecadas dos locais
de sutura nos suportes rigidos, da linha média e ao longo
dabordalivre das clispides recuperadas e controles, foram
preparadas para microscopia eletrénica e fo-
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tomicroscopia pelas técnicas convencionais ou outras,
quando indicado.

Outrasamostrasforam tratadas com tetroxido de 6smio,
desidratadas através de concentragdes crescentes de etanol,
secadas, com ponto critico com CO liquido e cobertas
com ouro para andlise de imagem %ecundaria ou com
carbono para microanalise de raios X.

Os espécimes foram examinados em microscopio
eletronico de reflexdo Cambridge S-180, com 15-25 KV,
equipado com uma umidade de microandlise de raios X
deenergiadispersivaEDAX. Os espectrosforam gerados
em periodo de tempo de 149 s a 20 KV com angulo de
inclinagdo do espécime de 45 graus.

Anadlise de conjunto dos espectros foi obtida com um
“EDAX programmed NOVA 2 Lab Computer” quetomou
em consideragao fatores de correcdo do nimero atdmico,
obliqlidade do espécime e angulos de al¢cada de
aproximadamente 45 graus. O mapeamento de raios X,
feito em periodo de 5 min, utilizou “scans’ de repeticao
com o centréide ao nivel de 2690 EV para célcio e 2310
EV para enxofre. A largura de janela foi gjustada para
uma metade de altura de pice méximo.

RESULTADOS

A microscopia eletrénica de reflexdo (SEM) de
pequeno aumento das faces adrticas e ventriculares das
vavulasde controlerevel ou umasuperficierel ativamente
plana coberta com o que pareciam ser fibras de tecido
conectivo & ou vasos sangliineos. Ambas as superficies,
com maior aumento, demonstraram primariamente uma
rede de fibras detecido conectivo de variostamanhos (fig.
1). Foram raramente encontrados pequenos vasos
sanguiineos de curto percurso ao longo dessas superficies,
0s quais sdo tributarios dos vasos meningeos originais
(calibre de arteriolas) que irrigavam a dura-mater. Os
cortes finos feitos mostraram ser o tecido quase acelular
e composto principalmente de fibras colagenas
entrelagadas (fig. 2).

Oito das 10 vavulas adrti cas de dura-mater recuperadas
apresentaram-se flexiveis e sem degeneragdo evidente.
As superficies dessas vdvulas eram mais irregulares do
gue aquelas de controle. Os contornos da superficie
apresentavam deposicao de fibrila de variada espessura
gue, ocasionalmente, continha células sangtiineas (fig.
3). Células fusiformes (fig. 4) foram também notadas
dentro da camada de fibrina, freqlientemente encontrada
recobrindo as valvulas recuperadas. Essas células
apresentavam um nlcleo grande e irregular muitos
vacuol os, numerosasinclusdes e poucos organul os. Dentro
dessa rede fibrinosa foram notadas areas positivas a
orceina (setas) de vérios tamanhos e formas. N&o foi
demonstrado tecido el&stico no controle, quer com técnicas
de  “coloragéo” fotomicroscopicas, quer
eletromicroscopicas.

Em geral, foi dificil estudar o supercrescimento das
superficies das valvulas recuperadas devido afibrina.
A adaptac&o do supercrescimento (migragdo celular)
(fig. 5) foi mais pronunciada ao longo do que havia
sido a borda livre (acima de linha) do que na
porgdo média (abaixo dalinha) das vélvulas. Em algu-
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Fig. 1 - Pormenor em aumento de uma regi&o da superficie, mostrando
fibras caracteristicasdo tecido conectivo. Linha= 10 um.

Fig.2- TEM deé&reaseme hanteadafigural, mostrando feixesentrelacados
de col&geno. Notar aperiodicidade eaacelularidade. Linha= 1 pum.

Fig. 3 - SEM de células sanguiineas retidas em rede de fibrina sobre a
superficiedavavularecuperada. Linha=10um.
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Fig. 4 - TEM de células repleta de vactol os no interior de uma camada
superficial defibrina. Assetasindicam éreaspositivasaorceina Linha=2
pm.

mas areas, a fibrina cobriaa maior parte dos pormenores
morfoldgicos da superficie, expondo somente células
sangliineas, zonas isoladas de fibras de delicado tecido
conectivo, vasos sangliineos e/ou grossos feixes de fibrasde
tecido conectivo (fig. 6). As superficies das valvulas de
controle, nessas mesmas &reas, revelaram células meningeas
intactas dispersas entre delicadas fibras de tecido conectivo
superficial. Feixes defibras col agenas subjacentes podiam ser
identificados, com grande aumento, em areas onde o
revestimento de cél ulas meningeas eradescontinuo. Em cortes
finosdasvélvulasrecuperadasforam encontradosfibrocitose
macrofagos sobreasuperficie, bem como dispersosentrefibras
col&genas, em contraste direto com aacel ularidade dasvévulas
de controle. Os fibrdcitos tém nicleos desteados, com
distribuic8o uniforme de cromatina. Materia filamentoso fino
foi notado dentro das células. Macréfagos (fig. 7) foram
freglientes e tinham nticleo multilobulado, corposdeinclusio
enumerosos microapéndices. Restosde corposlipidicosforam
observadosinfreglientemente no controle. Essasinclusdes(fig.
8), contudo, eram maisfrequentes naespessuradadura-mater
recuperadaem areas de modelagem e calcificacdo do queem
suasuperficie.

Em duas das vélvulas adrticas estudadas, a dura-mater
estava descolada de seu andl de suporte. Nodulos amarel o-
alaranjadosforam notados ao longo dadreaderoturabem como
sobreasuperficieventricular.

A microandlisederaios X dasuperficienodular doloca da
rotura (fig. 9) revelou: cobre, 6smio (como era de se esperar,
devido ao tratamento com tetroxido de 6smio), enxofre, cacioe
ferro. O ferro e o cobre eram contaminantes da coluna. Os
mapeamentos deraios X paracélcio e enxofre exibiram focos
distintosao longo dolocal derotura. Como osespécimesforam
tratadoscom tetréxido de ésmio (parapermitir acorrelagdo SEM/
TEM), ndofoi possivel mapear ofésforo. A linhaK dofésforo
ealinhaM de dsmio estéolocdizadasnamesmaéreadeenergia
(fig. 10). Foi possivel, no entanto, retirar o Gsmio do espectro
de raios X para demonstrar o dpice de fésforo. A an&

Fig. 5- Superficiede por¢éo davavularecuperada, incluindo suadreade
retragdo (acimada seta). Notar adaptacdo do supercrescimento. Linha=
260 pm.
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Fig. 6 - SEM devévularecuperadacom éreas desnudas defibras col&genas
(setas) ecom células sangliineas sobrefibrinasuperficia. Linha= 12 um.

Fig. 7 - TEM de célula tipica encontrada na espessura de vévulas
recuperadas, demonstrando caracteres comunsaos macréfagos. Linha=1
pm.
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Fig. 8- TEM devévularecuperadamostrando corposlipidicosdevarios
tamanhos, circundados por matriz colégena. Linha=2 pum.

lise de conjunto de espectro sem 6smio (fig. 11) computou
a proporcdo entre calcio, fésforo e enxofre como 3.2:1.
Dois nédul os observados em intima proximidade do local
de rotura demonstraram calcificagdo, evidenciada pelo
mapeamento deraios X paracalcio (fig. 12) de um desses
nodulos (fig. 13).

Ao nivel de TEM, a deposicdo de célcio nessas areas
foi confirmada pelapresencadefocos pleomdrficos. Nem
todos os ndédul os encontrados sobre a superficie do tecido
descolado mostraram cal cificagéo, se bem que ao exame
a olho nu e com a SEM eles parecessem semelhantes.
Notou-se que essas estruturas nodulares eram massas de
hemécias ou fibras de tecido conectivo cobertas por
camadas de fibrina. A microandlise de raios X em
quaisquer das éreas das valvulas de controle e das
recuperadas sem rotura ndo demonstrou a presenca de
célcio.

Fig. 9 - SEM ao longo da érea descoladadavélvula Notar abordarota,
asperaeirregular. Espécime coberto de carbono. Linha= 300 um.

DISCUSSAO

Nao haviam sido descritos ainda os aspectos
subcelulares da dura-mater homdloga utilizada nafeitura
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de proteses. Conceicdo e col. *2 mostraram apenas as
ateracOes macroscopica, e histolégicas que ocorrem apds
implantago por varidvel periodo detempo. Relataram anor-
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Fig. 10- Espectroderaios X dafigura9. Célcio (Ca), enx6fre (S) edsmio
(Os) com seus dpicesindicados.
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Fig. 11 - Espectroderaios X dafigura9, apos eliminagdo de ésmio. Notar
0 dpicedo fésforo (P) previamente oculto no pice de 6smio.

Fig. 12- TEM de &reanodular mostrando espicul as pleomérficasdecélcio.
Linha=1pm.
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Fig. 13 - Maior aumento de nédulo da superficie de valvula adrtica
recuperada. Coberturade carbono. Linha=50 pm.

malidade macroscopi cado tecido em relagdo asuaespessura
e flexibilidade. Histologicamente, mostraram uma fina
camada de tecido conectivo fibroso superficial, alguns
histiocitos, pequenos depdsitos de fibrina e nenhuma
indicacdo de deterioracdo coldgena. O presente estudo
revel ou que 0 exame macro fotomicroscépico dasvavulas
de dura-mater é inadequado para determinar o grau de
preservagdo dos elementos celulares ou a integridade
estrutural das fibras do tecido conectivo.

Assim, ficou evidenciado que asvavulasde dura-mater
homdloga apresentam modificagdes estruturais
subcelulares apds serem implantadas por longos periodos
de tempo, tendo sido encontradas areas degenerétivas e
proliferativas em todos os espécimes examinados. Fica,
no entanto, para ser demonstrado se essas ateracdes sao
parte do mecanismo normal de restauracéo, devido ao
“wear and tear” diério das vévulas, ou de umasegiiéncia
degenerativa- restauradora (remodel agem) que seiniciou
no momento da implantac&o.

A SEM da dura-mater retirada de cées apos perfusdo
4 revelou em geral uma camada ininterrupta de células
achatadas sobre a superficie meningica (face aracn6idea).
A superficie periostal dadura-mater € quase sempre mais
aspera do que superficie meningea, visto que algumas
células se perdem quando a membrana € liberada da
superficie interna do crénio. As duas vavulas ndo
implantadas, quando comparadas com as de controle,
mostraram peguenos sinais de destruicdo celular tanto
na superficie ventricular quanto na adrtica, o que pode
ser devido a forgas puramente mecénicas (manipul agéo)
duranteafeituradasvavulas, ou aautdlise. Em contraste,
o tecido das valvulasimpl antadas mostrou perdacompl eta
de todas as células meningeas de ambas as superficies,
gue se encontram recobertas por camada descontinua de
varidvel quantidade de fibrina

Em &reas ndo recobertas por fibrina, notaram-se finos
e grossos feixes de fibras conectivas. Contrariamente as
observacdes publicadas sobre a valvula de porco de
Hancock 8, a superficie de defltvio das valvulas
implantadas era t&o ou mais aspera do que ada superficie

de impacto.

Embora as alteracfes da superficie observadas no
presente estudo sejam semelhantes em muitos aspectos
aguelas descritas nas vavulas de porco de Hancock 8, as
alteragdes teciduais da dura-mater, apds implantacéo, séo
bastante diferentes: 1) macrofagos penetram
profundamente na espessura valvular; 2) presenca em
todas as vélvulas de fagocitose do colageno por
macrofagos; 3) presenca de numerosas células, bem
conservadas, com caracteres morfol 4gicos defibroblastos;
4) sinais de adaptac&o do supercrescimento observados
ao longo da borda livre (de corte) em varias vavulas; 5)
presenca de matriz colégena estruturalmente normal,
circundada por éreas de fibrilas colédgenas em
degeneracéo.

Tendo sido demonstrado que fibras colagenas nuas
podem favorecer a agregacéo de plaquetas °, a auséncia
de trombos ou plaguetas nas superficies valvulares de
dura-mater implantadas € um aspecto que merece ser
salientado. Achados semelhantesnasvélvulasde Hanrada,
um fixador, mas um agente desidratante, e cock & foram
atribuidos principalmente a fixacdo em glutaraldeido. A
glicerina ndo é considerada um fixador, mas um agente
desidratante e sabe-se que células e tecidos conservados
em glicerinapermanecem viaveis durante longos periodos
de tempo. Pigossi ¢ demonstrou que a glicerina reduz a
antigenicidade da dura-mater. Portanto, a conservacdo de
valvulas de dura-mater em glicerina poderia ser
responsavel ndo somente pela antigenicidade reduzida
mas também pela presenca de fibroblastos e macréfagos
vidveis na espessura do tecido.

A deposicdo lipidica encontrada principalmente na
espessura das védvulas entre fibras colagenas, pode ser
uma reacdo a modelagem e talvez o passo inicia paraa
calcificacdo ¥ nas areas de descolamento.

A calcificac8o de nddul os sobre a superficie, ao longo
da borda descolada, pode resultar em flexibilidade
diminuida ou, o que é mais grave, em rotura do tecido.

Antes de invocar o papel do processo remodelador, €
essencial encetarmos um estudo em seqiéncia
cronol6gica, para determinar se essas implantagdes
valvulares sofrem gradual e progressivamente
deterioracdo antes de 44 meses, 0 que forneceria
conhecimento mais profundo da natureza das alteractes
morfoldgicas.

O presente estudo das valvulas adrticas de dura-mater
implantadas demonstra que células vidveis (macrofagos)
estdo presentes. Elas podem ser responsaveis pela
fagocitose e substituicdo (model agem) do colageno, o que
conferiria maior durabilidade as vavulas.

Conclui-se que € necessario o0 estudo
€eletromicroscopico para avaliar as condicfes dos tecidos
naturai s para estabel ecer a conveniénciade suautilizagdo
em cirurgia cardiaca.

SUMMARY

Ten malfunctioning dura mater aortic pros-
thesis, excised surgically after 44 to 54 months
of implantation were studied through transmis-
sion and reflection electron microscopy and X-
ray microanalysis. Dura mater extracted at ne-
cropsy but not utilized for valve prosthesisand duramater
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aortic prosthesis not implanted in patients were used as
controls.

Studies of the ten dura mater prosthesis showed:
macrophages penetrating deep into the valve tissue with
collagen phagocytosis; several well-preserved cells with
morphologic characteristics of fibroblasts; signs of
adaptation to overgrowing observed in the free edge of
several valves; presence of structurally normal collagen
matrix surrounded by areas of degenerating collagen
fibrils.

It was therefore demonstrated that homologous dura
meater valves present sub-cellular changes 44 to 54 months
following implantation, with degenerating and
proliferating areas which could correspond either to
normal adaptation or consequence of degeneration-
rebuilding (remodeling) which begins with implantation;
itisalso emphasized the need for ultramicroscopic studies
in evaluating biological tissues and establishing its

applicability in cardiac surgery.
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