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Resumo

Objetivo: Neste estudo, tivemos como objetivo comparar a
resisténcia mecéinica do pericardio decelularizado com o
pericardio convencional, assim como avaliar sua capacidade
de induzir resposta inflamatéria em modelo experimental
com ratos.

Método: Dividimos os pericardios em: Grupo I - pericardio
submetido a tratamento convencional com glutaraldeido e
Grupo II — pericirdio submetido a tratamento de
decelularizacio, previamente ao tratamento convencional.
Apés o processamento quimico, as amostras do Grupo II foram
histologicamente avaliadas para confirmar a eficacia da
decelularizaciio. A seguir, apenas para analise da resisténcia
mecanica por testes de tragio e de desnaturacio térmica, os
pericardios foram divididos em: grupo 1 (pericardio
convencional com critérios de aprovacio), grupo 2 (pericardio
convencional com critérios de reprovacio) e grupo 3
(pericardio decelularizado). A capacidade de induzir resposta
inflamatoria foi avaliada em estudo experimental em 50 ratos
Wistar, os quais foram submetidos a implante subcutianeo de
fragmentos dos pericardios. Nossa terceira etapa de avaliacao
consistiu em confeccionar trés biopréteses com o pericardio
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decelularizado e que foram submetidas a avaliacio
hidrodinimica, juntamente com uma bioprétese convencional
de teste.

Resultados: A anilise histolégica inicial demonstrou
decelularizacido completa. A resisténcia mecanica mostrou
diferenca significativa com relacio as variaveis “tensio de
ruptura” e “indice de tenacidade”. Nao encontramos diferenca
quanto a atividade inflamatéria em modelo experimental com
ratos. O desempenho hidrodinidmico foi semelhante e todas
bioproteses atingiram a marca de 150 milhdes de ciclos. A
avaliacio histolégica ao fim da ciclagem mostrou padrio
microscopico habitual, ndo havendo ruptura ou fragmentacao
anormal induzida por estresse mecénico.

Conclusdo: A decelularizacio mantém a resisténcia fisica
do pericardio, além de nio induzir resposta inflamatéria
diferente daquela habitualmente encontrada no pericardio
convencional.

Descritores:
Prétese das valvas cardiacas. Bioprotese. Pericardio.
Estudo comparativo.
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Abstract

Introduction: In this paper, our objective was to compare
the decellularized and conventional pericardium mechanical
resistance and also its capability of inducing inflammatory
response in an animal experimental model.

Method: In order to study these properties, we divided
the pericardia into two groups: Group I - pericardium
conventionally treated with GTA - and Group II —
pericardium previously decellularized and then treated with
GTA in the conventional way. After the chemical treatment,
Group II samples were histologically evaluated to confirm
the efficacy of the decellularization process. Then, only for
the analysis of mechanical resistance, pericardia were
divided in: Groups 1 (conventional pericardia with criteria
of approval), 2 (conventional pericardial with criteria of
disapproval) and 3 (decellularized pericardia). The capacity
of inducing inflammatory response was tested in a rat
experimental model with 50 Wistar rats, in which rats of
each group received patches of the pericardia in the abdomen.
Our third step of analysis was manufacturing three

INTRODUCAO

O tratamento da doenca cardiaca valvar tem sido um dos
grandes desafios da Cirurgia Cardiaca nas tltimas décadas. A
substituicao da valva nativa por uma protese tem sido o mais
importante avanco no tratamento de pacientes com doenga
valvar, apesar de ndo ser destituida de complicagdes [1].

As proteses mecanicas oferecem fungdo hemodinamica
satisfatoria e excelente durabilidade a longo prazo, mas por
serem trombogénicas requerem anticoagulagdo permanente,
0 que aumenta o risco de sangramento [2-5]. As bioproteses
apresentam perfil hemodinamico ainda melhor, porém tanto
os substitutos valvares confeccionados com valvas adrticas
porcinas quanto de pericardio bovino fixados com
glutaraldeido induzem ativacdo do sistema imune [6,7],
desencadeando reacdo inflamatoria contra o tecido protético
[7,8], 0 que leva a infiltragdo da matriz de colageno, ruptura
da malha colageno-elastina e calcificacdo [9-11]. Estes
eventos culminam, invariavelmente, em disfun¢do valvar e
necessidade de reoperagdo [2-5].

Diante disto, muito tem sido pesquisado no intuito de se
encontrar uma estratégia que crie uma protese biocompativel
e resistente a longo prazo. Evidéncias anteriores apontam
que a decelularizagdo em biomateriais torna o tecido menos
antigénico, induzindo menor resposta inflamatdria e menor
degeneragdo tecidual [12-14]. Porém, até o presente
momento, ndo foi estudado o processo de decelularizagao

decellularized pericardium bioprosthesis which were
submitted to hydrodynamic evaluation together with a
conventional bioprosthesis test.

Results: The histological analysis showed complete
decellularization. Mechanical resistance gave statistical
differences in the “tension of rupture” and “tenacity index”
tests. We found no difference in the inflammatory activity in
the animal model. Hydrodynamic performance was similar
and all prostheses reached 150 million cycles. The final
histological analysis assessed the standard microscopic
pattern, and no rupture or abnormal fragmentation caused
by mechanical stress.

Conclusion: The decellularization technique maintains
the physical resistance of the pericardium when compared
with the conventionally prepared pericardium. And also, there
was no difference in both groups regarding to inflammatory
response studied in the animal model.

Descriptors: Heart valve prosthesis. Bioprosthesis.
Pericardium. Comparative study.

em pericardio bovino com o intuito de se confeccionar uma
bioproétese cardiaca.

No presente trabalho, comparamos as propriedades
fisicas do pericardio bovino decelularizado com o modelo
convencional, sua capacidade de induzir resposta
inflamatéria em modelo experimental in vivo, assim como a
durabilidade acelerada das préteses confeccionadas com
estes materiais.

METODO

Obtencao do material biolégico

As amostras foram obtidas em frigorificos imediatamente
apos o abate dos animais com idades entre 30 e 60 meses.

O material foi, entdo, acondicionado em recipientes
plasticos contendo solucao hipertonica de NaCl com MgSO4
8 mOs, tamponada a pH 7,4 com tampao fosfato 0,13 M e
transportado para o laboratério a 4° C, por no maximo 4
horas [15].

No laboratério, os pericardios foram lavados em solugao
isotonica de NaCl 0,9% e toda a gordura e aderéncias foram
retiradas.

Processo de decelularizacao

Os pericardios bovinos foram montados em suporte para
serem submetidos ao tratamento de decelularizacdo. Foram
tratados a 20°C, por 24 horas, com uma solugao alcalina (3
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ml/g de tecido) contendo (v/v) de dimetil sulfoxido 6%, sais
(cloreto e sulfato), bases alcalinas (K+, 1,19 M e Na+, 1,74
M), e alcalina terrosa (Ca+2, 0,86M). O material resultante
foi equilibrado com solugdo de Na2S04, NaCl, KCl e CaSO4
(6 ml de solucdo/g de tecido) por um periodo de 6 horas, e o
excesso de sais residuais ainda presentes foi removido por
lavagens sucessivas com acido borico a 3%, dgua destilada
e EDTA 0,3% a pH 11, seguido da estabilizagdo do material
em tampdo fosfato 0,14 molL"!, pH 7,4. Apos este
procedimento, as pegas de pericardio foram lavadas 3x15min
com agua destilada [16].

Reticulaciio com glutaraldeido

Os materiais obtidos foram tratados com uma solucao
de glutaraldeido a 0,05% em tampdo fosfato 0,14 molL"!, pH
7,4 por um periodo de 15 minutos, seguido do tratamento
com solucdo de tampao glicina borato. Em seguida, foram
lavados seis vezes com tampao fosfato 0,14 mol.L"', pH 7,4
e encaminhados a Braile Biomédica para processamento.
Todo este procedimento foi realizado na Faculdade de
Quimica da USP/ Sdo Carlos, a temperatura de 5°C[16].

Na Braile Biomédica, os pericardios foram lavados em
solucdo isotonica de NaCl 0,9%. Foram, entdo, submetidos
a fixacdo com glutaraldeido purificado a 0,5% em tampao
fosfato 0,13 M, pH 7,4. A seguir, as amostras foram lavadas
por seis vezes, 15 min cada, com tampao fosfato e tratadas
com solucdo tampao borato 0,005 M/4cido glutamico 0,025
M, ajustando o pH alcalino com NaOH 0,1 N, deixando-as
reagir por 24 horas em temperatura ambiente.

Completo o periodo de curtimento, os pericardios foram
colocados em solugdo conservadora de formaldeido 4%,
em tampao acetato, 0,2M, pH 5,4 por trés dias, sendo entdo
submetidos ao controle de qualidade [15].

Controle de qualidade

Anatomia macroscépica

Todas as amostras de pericardio foram analisadas quanto
a0 seu aspecto macroscopico por meio de foco luminoso de
luz polarizada. Foram descartados sumariamente aqueles
com infiltrados anormais, espessamentos ou defeitos de
qualquer natureza [15].

Exame histolégico

Foi realizada igualmente avaliagdo microscopica por
amostragem aleatoria de diferentes fragmentos de pericardio
com o objetivo de estabelecer o padrdo histoldgico presente
no material de estudo, mesmo levando-se em conta que tal
procedimento ndo seja rotineiro na confec¢ao e preparo das
bioproteses cardiacas. Este estudo serviu igualmente para
demonstrar a efetividade da decelularizacdo nas amostras.

O estudo histoldgico para avaliacdo da anatomia
microscopica utiliza os métodos habituais de inclusdo em
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parafina, com cortes de 3 a 5 Om de espessura e coloragio
com Hematoxilina-Eosina (HE), Tricromio de Gomori (TG) e
Verhoeff (VH).

Resisténcia mecanica do pericardio

Esta avaliacdo consistiu em testes de tragdo estatica
(tensdo de ruptura, elongacao e indice de tenacidade) e teste
de encolhimento. Utilizam-se amostras padronizadas de 6 x
20 mm, fixadas por pingas nos aparelhos especiais
destinados a este fim [17,18].

Apenas para esta avaliacdo, os pericardios foram
divididos em trés grupos com 10 fragmentos cada. Grupo 1
— pericardio bovino convencional com parametros de
aprovacdo para confeccdo de bioprotese. Grupo 2 —
pericardio convencional que apresenta pardmetros de
descarte para confecgao de bioprotese. Grupo 3 — pericardio
bovino decelularizado.

Avalia¢io hidrodindmica

Realizamos igualmente teste de fadiga ou durabilidade
acelerada em aparelho simulador de fadiga da Shelhigh
modelo FTS 300 — USA com quatro cAmaras de avaliagdo
(Figura 1) e andlise das performances hidrodindmicas em
um sistema duplicador de pulso automatico da Shelhigh,
modelo V. 4.0 — USA. Trés bioproteses de pericardio
decelularizado (mitral n.29) e uma bioprotese de pericardio
bovino convencional (mitral, n. 29 — Braile Biomédica) foram
colocadas no simulador de fadiga para avaliagdo do desgaste
mecanico. O teste foi interrompido a cada 50 x 10° de ciclos
para avaliagdo do desempenho hidrodinamico. Os perfis
hidrodinamicos foram avaliados nos tempos zero, 50, 100 e
150 x 10%de ciclos.

Fig. 1 - Fragmento de pericardio bovino corado por Hematoxilina-
Eosina e visualizado com aumento de 400x. Evidencia-se
preservagdo do ondulagio habitual das fibras colagenas e auséncia
de celularidade
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Fig. 2 - Histograma exibindo a variagdo da elongacéo. Nao houve

diferenca estatistica entre as quatro proteses

Implante subcutineo em ratos

Fragmentos de pericardio bovino dos Grupos I e II
foram lavados com solugdo salina por aproximadamente
10 minutos, previamente ao procedimento cirargico, em
50 ratos machos (Wistar, com aproximadamente 180-240g).
Apo0s a anestesia, cada animal foi submetido a tricotomia
em regido abdominal e a incisdo mediana com
aproximadamente 1 cm interessando apenas a pele, a partir
da qual foram confeccionadas uma bolsa subcutanea de
cada lado do abdome. Em cada bolsa foi implantado um
fragmento de pericardio de cada grupo. Cinco grupos de
10 ratos foram sacrificados com 7, 14, 30, 60 e 90 dias pos-
implante. O material retirado foi enviado para analise
histolégica, tendo sido estudado utilizando-se as
coloragoes HE, TG E VH e Von Kossa. Os resultados da
analise das laminas foram numerados em escore de zero a
quatro cruzes, indicando uma caracterizagdo crescente
da presenca de atividade inflamatoria, formagao de
granuloma e deposicdo de célcio nos tecidos. Todo o
material foi avaliado por observador tnico. A utilizacao
animal esteve de acordo com o “Canadian Council on
Animal Care”.

Estudo histolégico da protese

Ap6s os testes dinamicos, o pericardio das proteses foi
novamente submetido a estudo histoldgico para avaliagdo
da integridade do mesmo apoés estresse mecanico.

Trés proteses de pericardio bovino decelularizado
(PBDC) e uma proétese controle de pericardio bovino
convencional (PBC) tiveram um de seus trés folhetos retirado
e estudado em suas regides basal (B), média (M) e livre (L).

Os fragmentos isolados foram incluidos em parafina e
submetidos a coloragdo com HE, TG e VH. Receberam
contagem de zero a trés cruzes para caracterizagdo da
celularidade e do padrdo de fibras de colageno e elastina
nos tecidos. Foram igualmente avaliados por observador
unico.

Andlise estatistica dos dados

Os dados foram descritos por meio de valores minimo e
maximo, mediana, média e desvio padrao.

Os grupos de pericardio 1, 2 e 3 foram comparados pela
analise de varidncia e as comparacdes multiplas foram
realizadas pelo teste de Tukey.

As variaveis do estudo em modelo animal foram avaliadas
utilizando-se o teste de sinais de Wilcoxon para amostras
pareadas.

As comparagoes para as variaveis hidrodindmicas foram
realizadas utilizando-se andlise de variancia e as comparagoes
multiplas feitas através do teste de Wald.

Nivel de significancia igual a 0,05 foi adotado em todas
as comparagoes.

RESULTADOS

Avaliacao histologica dos pericardios

Apbs a obtengdo, tratamento e acondicionamento
dos fragmentos de pericardio bovino, procedemos a
avaliacdo histologica dos mesmos para que
confirmassemos a efetividade do processo de
decelularizacdo. Utilizamos a microscopia Otica para
definir a auséncia de fragmentos e restos celulares nos
sacos pericardicos tratados, assim como para caracterizar
o padrao das fibras de colageno e elastina. Pudemos
observar a efetividade do método de decelularizacido
que retira as matrizes de células fixadas e restos celulares
que habitualmente permanecem no pericardio apds a
fixacdo com glutaraldeido (Figura 1).

Evidenciamos, ainda, que a técnica de decelularizagao
nao danifica a malha de fibras de colageno e elastina.

Avaliacao da resisténcia mecénica do pericardio

Pelos niveis descritivos dos testes comparativos dos
grupos, pode-se concluir que ndo ha diferengas
significativas entre os grupos quanto as variaveis espessura,
elongamento e temperatura conforme exibidos nas Figuras
2 e 3. Para esta tltima variavel, apenas os grupos 1 e 3 foram
considerados, pois nao houve nenhum valor diferente de 0
para o grupo 2, impossibilitando sua inclusdo na analise
inferencial. Por outro lado, o grupo 1 apresentou valores
médios de tensdo de ruptura e indice de tenacidade
significativamente maiores do que nos outros dois grupos
(p<0,001) - Figuras4 e 5.
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Fig. 3 - Histograma de avalia¢do da temperatura de encolhimento.
Nao houve diferenca estatistica entre os Grupos 1 e 3. Grupo 2
nao analisado
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Fig. 4 - Histograma da tensao de ruptura. Presenca de diferenca
estatistica entre o Grupo 1 com relagdo aos demais
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Fig. 5 - Histograma exibindo a variacdo entre os indices de
Tenacidade nos trés grupos. O Grupo 1 mostrou diferenga
estatistica com relacdo aos outros dois que ndo apresentaram
diferenga entre si

Avaliacio histolégica em modelo experimental com
animais

Pelos niveis descritivos dos testes comparativos dos
grupos, pode-se concluir que ndo ha diferengas
significativas entre os grupos quanto as variaveis granuloma
e infiltrado em nenhum dos dias de avaliacdo. A analise
inferencial da varidvel calcificagdo ndo foi realizada por ndo
ter apresentado nenhum valor diferente de 0 (zero).

Avaliaciio hidrodinamica das bioproteses

O desempenho hemodinamico na avaliacdo comparativa
global entre as quatro bioproteses estudadas mostrou-se
semelhante, ndo havendo diferenga entre elas. Encontramos
diferenca estatistica entre algumas medidas analisadas,
porém nenhuma se traduziu em diferenga de comportamento
mecanico entre as proteses e todas as medidas mantiveram-
se dentro dos valores preconizados na literatura. E
importante ressaltar que a analise estatistica para esta
avaliagcdo foi exploratéria, ndo sendo possivel fazer
extrapolacdo de dados (Figuras 6 a 9).
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Aspecto histologico final das proteses

A histologia final do pericardio retirado das bioproteses
confirmou a decelularizagdo nas amostras de estudo e
evidenciou preservagdo das caracteristicas viscoelasticas
do pericardio, com auséncia de rupturas ou fragmentacdes.

COMENTARIOS

O implante de proteses valvares cardiacas vem sendo
realizado ha quase meio século, mas ainda ndo se chegou a
um substituto valvar com critérios satisfatorios de
durabilidade e biocompatibilidade. O enxerto ideal deveria
apresentar resisténcia adequada, sendo capaz de tolerar o
estresse mecanico a longo prazo; ter perfil hemodindmico
comparavel as valvas nativas; ser imunocompativel, nao
desencadeando respostas de defesa por parte do paciente;
ser resistente a degeneracdo por infiltragdes, ruptura da
matriz fibroelastica e deposicdo de calcio; ter capacidade de
manter a vitalidade da malha protéica de colageno, elastina
e glicosaminoglicanos e apresentar baixo custo.

De todos os fatores arrolados como responsaveis pela
degeneragdo protética na atualidade, de longe, os que
assumem maior importancia e que tém grande parte dos
estudos dirigidos para sua pesquisa sdo a calcificagdo ¢ a
toxicidade do glutaraldeido [19-23]. Dentre os mecanismos
da calcificacdo, tem-se a evidéncia de que a presenga de
células mortas e debris de restos celulares incompletamente
fixados pelos métodos de tratamento funcionariam como
nucleos de calcificagdo, permitindo a deposicao de cristais
de fosfatos e carbonatos de célcio, sodio e magnésio [23].
Em adigdo a isso, o proprio tratamento com glutaraldeido
funcionaria como fator desencadeante da deposi¢do de
calcio. Ja foi demonstrado que altos teores de glutaraldeido
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incorporado ao tecido biologico se relacionam com maior
tendéncia a calcificacdo em modelo experimental com ratos
[24]. Arelagao causal entre pré-tratamento com glutaraldeido
e calcificacdo foi estudada NIMNI et al. [25], que
demonstraram que os polimeros de glutaraldeido e os
residuos carbonilicos livres na matriz de coldgeno provém
um sitio inicial para a deposi¢ao dos complexos de calcio.

Assim, diversas estratégias tém sido avaliadas com o
objetivo de eliminar ou minimizar a degeneragdo tecidual
induzida por esses fatores, sendo que as técnicas de
decelularizagdo se destacam. Utilizam-se detergentes como
os descritos por COURTMAN et al. [26] e DOHMEN et al.
[27]; extragdo enzimatica por meio de I-tripsina descrita por
STEINHOFF et al. [28], a técnica Synergraft apresentada
por O’BRIEN etal. [13] ou, ainda, a extracao celular utilizada
pelo grupo de Goissis [16,29] no Instituto de Quimica da
USP/Sao Carlos e que foi 0o método empregado neste estudo.

No nosso estudo, obtivemos decelularizagdo completa,
o que foi verificado pela avaliacdo histoldgica inicial nos
pericardios tratados, dos quais foi retirado um fragmento
para analise. E foi igualmente observado na histologia final
do pericardio das biopréteses que tiveram avaliagdo de trés
regides de cada folheto. Outras avaliagdes histoldgicas feitas
por nds em pericardio bovino decelularizado, € ndo incluidas
neste estudo, confirmam a eficacia do método. Nota-se que
nem sempre isso € obtido como reportado por SCHENKE-
LAYLAND etal. [30] que descrevem decelularizagdo “quase
completa” em valvas porcinas tratadas por digestdo
enzimatica com L-tripsina.

A matriz de coldgeno e elastina foi preservada. Nao
encontramos fragmentagcdo ou ruptura importante em
nenhum dos espécimes avaliados. Observamos também que,
na andlise comparativa final do pericardio das bioproéteses
dos dois grupos, ndo houve diferenca no padrio
histologico. E importante notar que a avaliagio histologica
tem um componente subjetivo, dependente da avaliagao do
observador. Tendo isto em vista, para minimizar qualquer
possibilidade de diferen¢a de interpretagdo, todas as
amostras foram estudadas por observador tnico.

Com relagao aos testes de tragdo estatica, encontramos
resultados interessantes. Comparamos trés grupos de
pericardio, como ja descrito. Inserimos o grupo 2
(pericardios sem critérios de aprovagao para confecgao de
bioprétese) com o intuito de avaliar se o pericardio bovino
decelularizado teria comportamento fisico comparéavel ao
pericardio de mau padrdo, caso se mostrasse inferior ao
pericardio convencional aprovado.

O critério “espessura” mostrou semelhanga entre os trés
grupos, comn=0,117. Esta ¢ uma primeira sugestao de que o
processo quimico de decelularizagdo ndo afetou a qualidade
da rede de colageno e elastina. Esse resultado contrapde-se a
relatos anteriores que mostraram alteragdo da espessura dos
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pericardios tratados por outras técnicas como ja mencionamos.

A elongacdo definida como a deformacao sofrida pelo
corpo de prova até a ruptura mostrou-se semelhante entre
os trés grupos (p=0,416). Esse dado fala igualmente a favor
da manutencdo da qualidade do pericardio tratado e que a
elasticidade do mesmo nao foi afetada pelo tratamento.

A tensdo de ruptura e o indice de tenacidade mostraram-
se superiores para o pericardio bovino convencional de bom
padrao, sendo que o pericardio decelularizado foi comparavel
aquele de mau padrio. Esse dado ¢ conflitante tendo em
vista que a espessura e a tensdo de ruptura tem uma
correlacdo linear, ou seja, quanto maior a espessura do
material, tanto maior a tensao necessaria para rompé-lo. No
entanto, acreditamos que essa variacdo seja devida a retirada
dos componentes celulares que, mesmo incompletamente
fixados, auxiliam na resisténcia do tecido, sem afetar a
espessura da malha. Essa hipotese é corroborada pelo
achado do indice de tenacidade. A tenacidade ¢ a energia
necessaria para romper o tecido. Esta se mostrou superior
no grupo I em relacdo aos outros dois, e os grupos II e III
tiveram comportamento semelhante.

Finalmente, e mais importante, a temperatura de
encolhimento foi semelhante nos grupos I e I11. Esta varidvel
expressa a qualidade da técnica de reticulagdo do pericardio e
aresisténcia do mesmo ap6s o processamento. Assim, ainda
que a tragdo e a tenacidade tenham sido superiores para o
grupo I, a resisténcia final dos pericérdios nao foi afetada.

E importante notar que estes testes fisicos sdo
preliminares no estudo da qualidade do biomaterial e da
prétese com ele confeccionada. A informacgao que eles nos
trazem ¢ que o pericardio apresenta critérios minimos de
resisténcia, sendo possivel prosseguir na avaliacdo fisica
do material estudado com os testes hidrodinamicos em
laboratorio e hemodinamicos em animais, antes de se aventar
apossibilidade da aplica¢do clinica.

Concluida esta parte do estudo, avaliamos a capacidade
de gerar resposta inflamatéria e calcificagdo em modelo
experimental com ratos.

Em nosso material, identificamos presenca de atividade
inflamatoria e formagao granulomatosa ja nos explantes de
sete dias. Padrao semelhante foi observado nos grupos de
animais sacrificados nos periodos posteriores. Nao
encontramos qualquer vestigio de calcificacdo nos
espécimes dos dois grupos, em todos os periodos de
explante. Apesar do achado de auséncia de calcificagdo no
material de controle ter sido inesperado, resultado
semelhante também foi encontrado por Marina Maizato, no
Instituto do Coracado/FMUSP, em estudo comparativo entre
o pericardio bovino liofilizado e o convencional
(comunicagao verbal).

Com relacdo aos testes de durabilidade acelerada e perfil
hidrodinamico, encontramos desempenho semelhante entre
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as quatro proteses. Realizamos o estudo de trés BPDC contra
um controle de PBC, como preconizado pelas normas
nacional (NBR ISO 5840) e internacional (ANSI/AAMI/ISO
5840-1996) para confeccdo de biopréteses cardiacas. As
préteses foram aceleradas a 60, 70, 80, 90 e 100 bpm a cada
50 x 10° de ciclos para avaliagdo de desempenho € o teste foi
interrompido a 150 x 10° ciclos. No entanto, por uma questio
de clareza, exibimos apenas os resultados a 80 bpm
(freqiéncia média). Para as variaveis analisadas nao houve
diferenca global entre as bioproteses em nenhum dos ciclos,
e as variagdes exibidas graficamente foram atribuidas ao
acaso. E digno de nota que, em nosso projeto piloto,
utilizamos duas proteses de pericardio bovino decelularizado
que foram submetidas a durabilidade acelerada com tempo
superior a 300 x 10° de ciclos e que mantiveram sua
integridade estrutural macro e microscopica a semelhanca
das BPDC aqui avaliadas. Além da resisténcia demonstrada,
a avaliacdo de desempenho nos mostra que as BPDC nao
tiveram alteragdo de elasticidade ou movimentacao de
folhetos, assim como mantiveram boa abertura o que nos ¢
exibido pelas curvas fluxo, pressdo e abertura do orificio.
Assim, apesar de ndo ser possivel fazer qualquer afirmagao
de modo definitivo sobre a qualidade da BPDC, tomamos o
estudo hidrodindmico como uma avaliagdo exploratoria
inicial e cujo resultado nos aponta para um campo de
pesquisa promissor. Posteriormente, estes achados precisam
ser confirmados por experimentagdo em modelo animal para
avaliacdo do desempenho in vivo.

Finalmente, a avaliacao dos folhetos retirados das
bioproteses confirmou a auséncia de celularidade nas
amostras de PBDC e mostrou padrdo habitual da rede de
colageno e elastina, ndo havendo diferenca significativa
entre os grupos.

CONCLUSOES

Com relagdo a resisténcia fisica do pericardio bovino
decelularizado, evidenciamos diferenga significativa entre
o pericardio bovino convencional e o decelularizado com
relagdo as variaveis tensao de ruptura e indice de tenacidade,
porém auséncia de diferenca com relacdo as varidveis
espessura, elongagao e temperatura de encolhimento.

A capacidade de gerar resposta inflamatdria do pericardio
decelularizado in vivo ndo apresentou diferenga com relagao
ao pericardio convencional e as bioproteses de pericardio
decelularizado apresentaram comportamento hidrodinamico
semelhante aquele da bioprotese confeccionada com
pericardio bovino convencional.

Tendo em vista os resultados obtidos, ainda que haja
algumas discrepancias isoladas, consideramos o
desempenho entre os dois tipos de pericardio semelhante,
tanto na avaliagdo do tecido isolado quanto como

bioprétese. E bem verdade, no entanto, que este estudo faz
parte de uma das etapas da avaliacdo de novos tecidos ou
novas técnicas de confecg¢do de uma protese valvar cardiaca.
Nao ¢ possivel fazer qualquer generalizacdo ou extrapolag@o
sobre a protese de pericardio bovino decelularizado apenas
a partir dos resultados encontrados. Nossos achados
atestam a qualidade do biomaterial avaliado e o
comportamento comparavel dos dois tecidos, o que nos
autoriza a partir para a etapa seguinte. Esta consistird de
estudo experimental in vivo em animais superiores, seja o
cd0, 0 POrco ou o carneiro, nos quais poderemos analisar o
comportamento das préteses em contato com o meio
sangiiineo e em condi¢des mais proximas aquelas
encontradas no ser humano, ainda que tais modelos nao
sejam ideais. No entanto, consistem em etapa fundamental
da avaliacdo pré-clinica, sem a qual ndo € possivel partir
para a etapa final de estudo in anima nobili.
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