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Expectativa Funcional de Bioproéteses Valvulares. |. Testes Fisicos e
Histopatoldgicos para Aproveitamento de Regides de Pericardio Bovino

Domingo Marcolino Braile, Marcelo José Ferreira Soares, Dorotéia Rossi Silva Souza,
Vladimir Aparecido Ramires, Sueli Suzigan, Marcelo Ferreira Lourencgo.
Sé&o José do Rio Preto, SP

Objetivo - A heterogeneidade do saco pericar-
dico bovino quanto a elasticidade, extensibilidade e
espessura motivou o trabalho, visando o estudo de
diferentes areas do pericardio, mapeadas de acordo
com sua posi¢ao sobre o0 coragao.

Método - Foram utilizados 10 sacos pericar-
dicos bovinos, previamente selecionados e obtidos em
frigorificos logo apés o abate dos animais. Os
pericardios foram seccionados sagitalmente da por-
¢ao anterior até a posterior, obtendo-se duas partes,
direita e esquerda. Para cada uma delas foram
demarcadas duas areas, totalizando quatro regioes:
A, B, C e D. Cada uma das quatro regides foi subdi-
vidida em duas regifes: 1 e 1’, totalizando 80 amos-
tras. Foram aplicados testes fisicos (encolhimento e
resisténcia mecanica) e foram feitos estudo
histopatolégico e andlise estatistica.

Resultados - A area correspondente ao
ventriculo direito (regido D) teve o melhor indice de
aproveitamento (21,3%), seguida da regido do
ventriculo esquerdo (regido B - 16,2%). Os testes fisicos
registraram para as amostras aproveitadas valores
minimos e maximos de 0,20 e 0,40 mm para espessu-
ra, 2,0 e 7,0 kgf para forga, 1,6 e 4,2 kgf/mm? para rup-
tura, 18 e 36% para elongacao, 15 e 65 para indice de
tenacidade e 85 e 87 °C para encolhimento. A regido D
revelou-se histologicamente mais preservada tanto
para as fibras colagenas como para as elasticas.

Conclusao - Os resultados da analise esta-
tistica evidenciam a necessidade de se aumentar
o tamanho da amostra para a certificacdo da
existéncia de uma seccado do pericardio e de uma
posicdo mais adequada do corpo de prova (longi-
tudinal, transversal e obliqua) na retirada do re-
talho de pericardio para a confeccdo de bio-
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Functional Expectation of Valve
Bioprosthesis. I. Bovine Pericardium Mapping
for Use of Sections According to Physical and

Histopathological Tests

Purpose - The heterogeneicity of the bovine
pericardium sac regarding its elasticity, exten-
sibility and thickness encouraged the work with
the purpose to study the different areas of
pericardium, mapped according to its position on
the heart.

Method - Ten bovine pericardium sacs pre-
viously selected and obtained at the slaughter-house
immediately after the animal slaughter were utilized.
The pericardia were sectioned sagitally from the an-
terior to the posterior portion, thus obtaining two
parts, right and left. Two areas were demarcated for
each one of them amounting to four regions: A, B, C
and D. Each of the four regions was divided into two
regions: 1 and 1, amounting to 80 samples.There
have been physical tests (shrinkage and mechanical
resistance), histopathological studies and statistical
analysis were done.

Results - The right ventricle area (region D)
had the best utilization (21.3%), and then the left
ventricle area (region B, 16.2%). The physical tests
on the utilized samples showed minimum and maxi-
mum values of 0.20 and 0.40 mm for the thickness,
2.0 and 7.0 kgf for force, 1.6 and 4.2 kgf/mm for
rupture, 18 and 36% for stretching, 15 and 65 for
tenacity index and 85 and 87°C for shrinkage. The
region D presented histologically and more
preserved, either for the collagen fibers or the elastic
ones.

Conclusion - The results of the statistical
analysis proved the need to increase the sample size
to certify the existence of a sectioning of the
pericardium and a more adequate position of the
proof body (longitudinal, transversal and oblique)
when obtaining the pericardium flap to make the
valve bioprosthesis.



170 Braile e col
Biopréteses valvulares

Arq Bras Cardiol
volume 59, n° 3, 1992

proteses valvulares.

Palavras-chave: pericdrdio bovino, controle de qualidade, vdl-
vulas bioldgicas

Key-words: bovine pericardium, quality control,
bioprosthesis.

Arqg Bras Cardiol, volume 59, n° 3, 169-175, 1992

Existe um consenso mundialmente reconheci-
do de que as valvulas mecanicas apresentam dimi-
nuta freqiiéncia em sua faléncia intrinseca, embora
exijam um tratamento continuo do paciente pelo
elevado risco de tromboembolismo'®. As valvulas
biolégicas, por outro lado, apresentam menor risco
de tromboembolismo, mesmo sem o uso de anti-
coagulantes, proporcionando melhor qualidade de
vida ao paciente, todavia a sua durabilidade ainda
€ imprevisivel 7.

No Brasil, a etiologia mais comum para as lesdes
valvares € a doenga reumatica, com um grande nume-
ro de pacientes necessitando de protese para substi-
tuicdo da valva lesada. O Instituto de Moléstias
Cardiovasculares (IMC), diante de facilidades e resul-
tados satisfatorios, tem desenvolvido e empregado
preferencialmente proteses de pericardio bovino em
posicdo atrioventricular, principalmente pelo fato
desse tecido apresentar carateristicas mecanicas ade-
quadas, além da sua abundancia na regido de Sao
José do Rio Preto. Entretanto, o saco pericardico
bovino apresenta grandes varia¢Ges nas suas propri-
edades como, por exemplo, diferentes graus de
extensibilidade e elasticidade, areas de espessura va-
riada, presenca de vasos sangiiineos, tecido de tran-
sicao e conteudo de colageno ora denso, ora quase
transparente . Esta variacao explica a importancia
de um controle de qualidade rigoroso na selegao de
material destinado a confeccao de bioproéteses, o que
certamente influenciara na sua durabilidade. A he-
terogeneidade do saco pericardico bovino motivou
o presente trabalho, na tentativa de mapeamento das
regides pericardicas através do estudo de cada area,
considerando-se as variaveis analisadas no controle

de qualidade.

Método

Foram utilizados 10 sacos pericardicos bovinos
previamente selecionados, obtidos em frigorificos
logo ap6s o abate de animais. A idade média dos ani-
mais variou de 18 a 36 meses, sendo todos machos
castrados, sem distin¢ao de raca, peso, alimentacdo ou
qualquer parametro diferencial.

O esterno foi aberto imediatamente apos o abate
e o pericardio retirado através de incisdes na sua parte

superior e posterior. Os pericardios foram mergulha-
dos e transportados em solucao hipertonica de NaCl
1,2% com solugao de MgSO, 8 mOsméis, balance-
ada a pH 7,4 com tampao fosfato a 4 °C. No labo-
ratorio, os pericardios foram lavados na referida so-
lugao, e o processo de limpeza deu-se com a retira-
da de gorduras e aderéncias. A selecao foi feita atra-
vés de foco luminoso polarizado, inspecionando-se
a textura e a transparéncia, visando o aproveitamen-
to de regides homogéneas quanto a orientacdo e a
concentragdo das fibras. Os pericardios foram
seccionados sagitalmente da porcao anterior até a
posterior, obtendo-se duas partes, direita e esquerda.
Para cada uma delas foram demarcadas duas areas,
totalizando 4 regides: A, B, C e D (fig. 1): regido A
- area proximal dos grandes vasos da base, compre-
endendo a por¢ao atrial direita e uma pequena par-
te do ventriculo direito; regidao B -compreende todo
o ventriculo esquerdo (apex); regido C - atrio esquer-
do e pequena parte do ventriculo esquerdo; regido
D ventriculo direito.

Os pericardios foram fixados em bastidores de
plastico de 16 cm de didmetro, com tensdo controla-
da para evitar dobras ou estiramento excessivo do te-
cido como mostra a figura 2.

O tratamento do pericardio foi feito em trés eta-
pas com solug¢do glutaraldeido (GA) purificado a
0,5% e balanceada a pH 7,4 com tampao fosfato a
0,13M. Inicialmente os pericardios permaneceram
nesta solu¢do em temperatura ambiente por 3 h.

Fig. 1 - Regides anterior (1) e posterior (2) do coragdo com demarcagao do saco
pericardico bovino em quatro areas A, B, C e D.
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Fig. 2 - Fixagdo das regides A e B (1) e C e D (2) do pericardio em bastidores
de plastico para tratamento com glutaraldeido.

Apos este periodo, os pericardios foram conservados
em nova solu¢ao de GA em temperatura de 4 a 6°C
durante trés dias. A solucdo de GA foi novamente
trocada e nela os pericardios permaneceram mais 12
dias na mesma temperatura. Posteriormente, os
pericardios foram colocados individualmente em
cubas com 300 ml de GA por 3 dias a 23 °C. Em
seguida, cada amostra foi mantida em 300 ml de so-
lugao de formaldeido a 4% balanceada com tampao
acetato 0,2M a pH 5,4. Cada pericardio foi tratado
com solugao de H,0, 0,5 volume, visando a retira-
da de substancias antigénicas, restos celulares, além
de aumentar a resisténcia do tecido. No final do pro-

cesso, cada uma das quatro regides do pericardio foi
subdividida aleatoriamente em 2 regides: 1 e 1/,
totalizando, portanto, 80 amostras.

Os testes fisicos consistiram em testes de enco-
lhimento e de resisténcia mecanica (ruptura,
elongacdo e indice de tenacidade)'"'2. Utilizou-se
corpo de prova de 8 cm x 2,5 cm.

Teste de encolhimento: permitiu avaliar a agao
do GA sobre as fibras colagenas no processo de preser-
vagao do pericardio. O encurtamento padrao conside-
rado foi de 20% diante da variacdo de temperatura de
1 °C por minuto. Neste momento foi determinada a tem-
peratura de encolhimento que representa o ponto em
que a proteina € desnaturada pelo calor. Considerou-se
83 °C a temperatura minima para garantia de fixagao
adequada das fibras colagenas pelo GA.

Tensdo de ruptura (R): expressa em kgf/mm?,
representou o ponto maximo de tensao que o corpo de
prova pode suportar no momento de sua ruptura, obti-
do através de: R = F/(E x K), onde F = for¢a em kgf, E
= espessura do corpo de prova em mm e K = largura
do corpo de prova (constante - 6 mm - ASTM - D 638
da American Society for Testing and Materials).

Elongacao (E) - deformacédo longitudinal elas-
tica da amostra até a ruptura, minimo de aproveita-
mento de 17,5%. Este indice foi obtido por: E =
(L(ﬁnal) - L X 100)/C, onde L_ = comprimento fi-
nal do corpo de prova no momento da ruptura, L
= comprimento inicial do corpo de prova e C =
comprimento do corpo de prova (constante - 80 mm
- ASTM - D - 638 da American Society for Testing
and materials).

Indice de tenacidade (IT) - representou a ener-
gia necessaria para romper o material, com limite mi-
nimo de aproveitamento de 11,5. Este indice foi dado
por: T =R x E/2, onde R = tensao de ruptura em
kgf/mm? e E = elongacao em %.

Os testes fisicos foram padronizados através de
estudos feitos pelo IMC com grupos de amostras de
pericardios frescos e tratados, determinando-se os
valores limites para cada tipo de teste com base nas
meédias obtidas para ambos os tipos de pericardios.

Foram avaliadas fundamentalmente as fibras
colagenas e elasticas em secgdes coradas pelo tricrémico
de Gomori, pela hematoxilina e eosina, pelo PAS e pelo
método de Verhoeff. Avaliaram-se padrdes histopato-
légicos como infiltrados inflamatérios, tumorais ou al-
teracOes degenerativas. O maior motivo para descarte
foi a degeneragao basofilica, correspondente a menor
elasticidade do tecido suceptivel a ruptura.

Para avaliacdo dos resultados dos testes fisicos,
foram utilizados procedimentos estatisticos descriti-

inicial]
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vos, teste “t” de Student para variancias ponderadas
e analise de correlagdao . Os niveis de significancia
foram fixados em 5 e 1%.

Resultados

Foram analisados 10 sacos pericardicos dividi-
dos em 4 areas (A, B, C e D), subdivididos em duas
partes (A-A’, B-B’, C-C’ e D-D’), totalizando 80
amostras, sendo que 54 destas (67,0%) foram apro-
veitadas e, o restante, descartadas considerando-se os
parametros pré-estabelecidos. A analise de cada uma
das quatro areas mostrou uma freqiiéncia maior de
aproveitamento da regidao D (21,3%), seguida da re-
gido B (16,2%) (tab. I). Entretanto ndo houve dife-
renca significativa entre as freqiiéncias observadas e
esperadas de aproveitamento e descarte para as qua-
tro regides (X* de homogeneidade = 2,05; p > 0,05).

Foram registrados para as variaveis considera-
das valores minimos e maximos, assim encontrados
entre as amostras aproveitadas: para espessura 0,20
e 0,40 mm, para forca 2,0 e 7,0 kgf, para ruptura 1,6
e 4,2 kgf/mm?, elongacdo 18 e 36%, indice de te-
nacidade 15 e 65, e para encolhimento 85 e 87 °C.
Para as amostras descartadas, os valores variaram de:
0,20 a 0,36 mm (espessura), 1,0 a 7,0 kgf (forca), 0,5
a 5,0 kgf/mm? (ruptura), 10,0 a 32% (elongagdo), 5,0
a 40,0 (indice de tenacidade) e 85 a 88 °C (enco-
lhimento). Observou-se que as amostras descartadas
apresentaram, para a maioria das variaveis (forca,
ruptura, elongacéo e indice de tenacidade), valores
minimos fora da normalidade aceitavel, justifican-
do, portanto, sua rejeicao (fig. 3). As médias e os
desvios-padrao para cada variavel encontram-se na
tabela II. Os valores dos testes “t” para diferenca en-
tre as médias das variaveis, para as amostras apro-
veitadas e descartadas, foram todos significativos (p
< 0,01), exceto para a variavel espessura (p > 0,05).

Considerando-se as diversas variaveis foram
calculados coeficientes de correlagdo de 10 combi-
nacoes entre as 6 variaveis para as 80 amostras (tab.
III). O grupo das amostras aproveitadas mostrou as-
sociagdo significativa (p < 0,01) somente entre as
variaveis espessura e forca, e entre elongacao e in-
dice de tenacidade. No grupo das descartadas, ape-
nas houve associacao significativa entre espessura e
elongacao (p < 0,01) e ruptura e elongacao (p <
0,05).

Foram analisadas para cada pericardio duas
amostras de cada regido, totalizando 8 amostras por
pericardio (AA’, BB’, CC’ e DD’ ). O exame
histopatolégico resultou da analise de fibras
colagenas e elasticas descrita a seguir:

Fibras colagenas (fig. 4): regido A- fibras ex-

Tabela I - Nimero de amostras aproveitadas para cada uma
das quatro regides mapeadas A, B. C e D.

Aproveitadas

Regides Ne %

A 12 15,0
B 13 16,2
C 12 15,0
D 17 21,3
Total 54 67,5

Tabela II - Médias e desvios-padrdo das varidveis consideradas
nos testes fisicos para as amostras aproveitadas e descartadas
(t para diferenca entre as médias; **: p < 0,01).

Aproveitadas Descartadas

Varidveis X*S X+S t o

Espessura (mm) 0,25 £ 0,05 0,25 £ 0,05 zero

Forca (kgf) 4,10+1,22 2,79 + 1,77 3,42 **
Ruptura (kgf/mm?) 2,73 £ 0,65 1,95+ 1,31 2,86 **
Elongacdo (%) 95,02 + 4,55 18,13+ 5,74 5,37 *
Indice de tenacidade 35,00 £ 12,10 16,35 +£9,01 7,74 **
Encolhimento (0 °C) 85,91 £ 0,45 86,23 + 0,59 2,48 **

* Valores normais: Espessura = 0,20 - 0,40; forca = 2,5 - 7,0 kgf; ruptura
= acima de 1,5 kgf/mm?; elongacdo = acima de 17,5%; indice de
tenacidade = acima de 11,5; encolhimento = acima de 83°C.

Tabela III - Valores de “r” para as andlises de correlacdo entre

as varidveis dos testes fisicos para as amostras aproveitadas e

descartadas (t para significincia de r;* : p < 0,05;% : p < 0,01).

Combinagoes Aproveitadas Descartadas

das varidveis r t r t

(52) (24)

1X2 0,619 5,68** - 0,430 0,21
1X4 0,182 1,34 0,625 3,92%*
1X6 - 0,170 1,24 - 0,090 0,44
2X4 0,252 1,88 - 0,348 1,82
2X6 -0,179 1,31 - 0,187 0,93
3X4 - 0,208 1,53 - 0,447 2,45*
3X6 -0,105 0,76 -0,134 0,66
4X5 0,614 5,60** -0,117 0,58
4X6 - 0,220 0,16 zero zero
5X6 -0,103 0,74 -0,194 0,97

1 = espessura; 2 = forga; 3 = ruptura; 4 = elongagdo; 5 = indice de
tenacidade; 6 = encolhimento.
tremamente estiradas com contorno pouco nitido,
destacando-se das demais regides e presenca de al-
teracdo tintorial moderada; regido B - fibras mode-
radamente estiradas com contorno pouco nitido e
discreta alteracdo tintorial; regido C - fibras discre-
tamente estiradas com ondeamento acentuado e
moderada alteragdo tintorial; regido D - fibras mo-
deradamente estiradas com fibras distintas entre si
e discreta alteracdo tintorial.

Fibras elasticas (fig. 5): regido A - fibras presen-
tes em pouca quantidade, fragmentadas na periferia e
estiradas na regido central com variacdo acentuada da
espessura; regiao B - fibras em quantidade moderada,
com acentuada fragmentacdo e discreta variagao da es-
pessura; regido C - fibras em quantidade moderada, evi-
déncia discreta de fragmentacao e variagao discreta
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Fig. 3 - Identificagao das frequéncias de aproveitamento e rejeigao entre as amostras aproveitadas e rejeitadas, considerando os valores normais das variaveis e os valores

minimos fora da normalidade aceitavel.

Fig. 4 - Cortes histologicos do pericardio bovino focalizando fibras colagenas
das regides mapeadas. Coloragdo por tricromico de Gomori. 1) fibras
estiradas com alteragdo tintorial; 2) fibras com limites pouco nitidos; 3 e 4)
fibras com ondeamento normal.

de espessura; regido D - fibras com distribui¢ao uni-
forme multidirecional em quantidade discretamen-
te aumentada quando comparada as outras regioes,
onduladas, raramente fragmentadas com espessura
média e uniforme.

Fig. 5 - Cortes histologicos de pericardio bovino focalizando fibras
elasticas das regides mapeadas. Coloragdo por orceina. 1) fibras elasticas
de diferentes espessuras e fragmentadas na periferia; 2 e 3) fibras com
discreta variacao de espessura e acentuada fragmentacao das fibras em
2 e discreta fragmentacdo em 3; 4) fibras elasticas de espessura uniforme
e sem fragmentacdo significativa.

A regidao D revelou-se histologicamente a mais
preservada, tanto para as fibras colagenas como para
as elasticas.
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Discussao

A faléncia primaria tecidual tem sido a com-
plicacdo mais importante das proteses biologicas ao
longo do tempo. A deterioragao da estrutura valvular
tem influenciado sua durabilidade refletindo em
estenose e regurgitacao decorrentes de calcificacao,
ruptura e/ou desgaste >#*!1,

Entretanto, existe uma ampla variagdo no pe-
riodo de durabilidade das bioproéteses valvulares.
Em sistemas de teste de fadiga registrou-se disfuncao
dessas proteses ja em 2 a 3 milhdes de ciclos e, até
mais tardiamente, em 100 milhdes de ciclos 7. Cer-
tas regides sdo mais expostas ao desgaste, em decor-
réncia da movimentac¢do anormal de fechamento das
cuspides, provocando ruptura do tecido valvular ™.
A propria posicdo atrioventricular gera grande
estresse mecanico em conseqiiéncia da alta pressao
intraventricular, causando calcificacdo e ruptura .

E evidente que a durabilidade das bioproteses
valvulares é controlada por diversos fatores, entre
eles idade >, fatores metabolicos *'** tempo e po-
sicao do implante %%, estresse mecanico '****
mento e preparagao do tecido *'"'*', técnica de ma-
nufatura '*!, controle de qualidade ', fatores cirtr-
gicos ' e, certamente, pela heterogeneidade do te-
cido '*!:2%2 A variacdo na distribuicdao das fibras
elasticas e colagenas pelo tecido pericardico inter-
fere na consisténcia do material que, em conseqii-
éncia, apresenta areas pouco espessas, quase transpa-
rentes, e regidoes mais resistentes '***2

Este trabalho sustenta os achados relatados
quanto a heterogeneidade do pericardio bovino
102426 e sugere que, embora haja nitida variacao na
quantidade de fibras colagenas e elasticas entre as
quatro regides mapeadas, a regido D, ou seja, a area
correspondente ao ventriculo direito, foi a menos
descartada pelos testes fisicos, com indice de apro-
veitamento de 21,3%.

Esta regido parece reunir maior nimero de va-
riaveis satisfatorias e importantes para o pericardio
destinado a confeccao de bioproteses. Isto advém,
provavelmente, de sua localizacao, correspondendo
a area do ventriculo direito, que ao contrario do lado
esquerdo do coragao, trabalha mais com volume e
nao sob pressao, o que possivelmente conferiria um
maior poder de distensibilidade do saco pericardico,
determinando assim ao longo do tempo uma me-
lhor organizacao adaptativa da citoarquitetura desta
regidao. Com o exame histopatolégico evidenciou-se
melhor preservacgao das fibras colagenas e elasticas
da regiao D, mantendo-se principalmente sua ondu-
lacdo natural e auséncia de fragmentagdo. No entan-

to, para uma confirmacdo decisiva proveniente do
estudo das diferentes regides do pericardio, julga-se
necessario o aumento da amostragem, desde que es-
tatisticamente ndo ha diferenca significativa entre as
quatro regioes estudadas.

A analise das variaveis consideradas nos testes
fisicos mostrou valores de t (tab. II) significativamen-
te diferentes entre as médias das sec¢es aproveitadas
e descartadas, para todas as variaveis exceto espessu-
ra. De um modo geral, as médias para as amostras
aproveitadas foram maiores do que as descartadas,
sugerindo ser este material mais adequado para a con-
feccao das bioproteses como era esperado. As varia-
veis espessura e encolhimento apresentaram valores
semelhantes para os dois grupos, significando rigor
técnico na medida da espessura do pericardio e efi-
ciéncia do método de tratamento pelo glutaraldeido,
preservando adequadamente as fibras, independente
da qualidade do material. No entanto, as demais va-
riaveis apresentaram indices elevados de valores mi-
nimos como o de 72% das amostras rejeitadas com
indice de ruptura inferior a 1,5 kgf/mm?* Merecem
destaque também a forca (60%), a elongacdo (57%) e
o indice de tenacidade (46%), contra 100% das amos-
tras aproveitadas com valores normais de aceitacao
para as varidveis, exceto a forca, com apenas 6% das
amostras dentro da area de rejeigao (fig. 3)

Na tentativa de se procurar possiveis associacoes
entre a seis variaveis, foram detectadas entre as
secgOes aproveitadas apenas duas associa¢Oes signi-
ficativas, ou seja, entre espessura e forca, e elongacao
e indice de tenacidade. No primeiro, caso como era
esperado, a tensao exercida sobre o pericardio va-
riou proporcionalmente conforme a sua espessura. O
indice de elongacao é calculado usando-se o valor
de elongacdo na razdo direta, o que torna esperada
a associacao significativa entre as duas variaveis. Por
outro lado, essa mesma associacao nao foi significa-
tiva para as amostras descartadas, o que possivelmen-
te pode ser explicado pela ma qualidade das fibras
reduzindo a proporcionalidade entre as variaveis.
Desse mesmo modo, podem ser explicadas também
as diferencas nas demais associagdes significativas e
nao significativas entre as mesmas combinacoes para
as amostras aproveitadas e descartadas.

Concluindo, os resultados da analise estatistica
evidenciam que o pericardio bovino nao apresenta
diferencas regionais suficientes para indicar escolha
de determinada regido para a confecgao de
biopréteses. Entretanto, o exame histolégico revelou
melhor preservagio das fibras colagenas e elasticas,
sugerindo que a regido D seja mais adequada para
a confecgao de bioproéteses. Contudo, ha necessida-
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de de um aumento no tamanho da amostra para es-
clarecer a existéncia ou ndo de diferencas regionais
no pericardio bovino, além de investigacdo da po-
sicdo mais adequada do corpo de prova (longitudi-
nal, transversal e obliquo) na retirada da amostra de
pericardio, que nesse trabalho foi aleatoria.
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