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RESUMO

Introducao: Os homoenxertos, como substitutos valvares, apresentam adequada
fungao hemodinamica e baixo risco de tromboembolismo. Estudos demostram que
homoenxertos dispertam reagdo imunoldgica aos elementos celulares do doador.
Com o propdsito de diminuir sua antigenicidade, sugere-se o uso de homoenxertos
descelularizados. Objetivo: Avaliar comparativamente o comportamento bioldgico
do heteroenxerto pulmonar porcino descelularizado e do homoenxerto
criopreservado na posigao pulmonar em carneiros. Métodos: Utilizaram-se 10
carneiros jovens da raga Soulfok separados em dois grupos. Nos 5 animais do grupo
HomoC, foram implantados homoenxerntos pulmonares criopreservados e nos 5 do
grupo HeteroD, foram implantados heteroenxertos pulmonares porcinos
descelularizados com acido deoxicélico 1% e etanol 70%. Os animais foram
acompanhados no periodo de 280 dias com a realizagdo de ecocardiografias 30 dias
apoés o procedimento cirurgico e 30 dias antes do explante. Apds o explante, as
valvas foram avaliadas macroscopicamente, sendo aferidos os didmetros do
conduto. Apds, foram analisadas por microscopia ¢tica utilizando-se coloragio de
H.E., Gomori e Weigert e imumohistoquimica para Fator VIlI, CD3, Vimentina e
CD68. Alem disso, foi procedida a quantificagdo de calcio por absor¢ido atémica.
Resultados: Ocorreu um &bito no grupo B no 40° pds-operatério. As valvas HomoC
demostraram perda de sua celularidade e degeneracdo da matriz extracelular,
enquanto que as do HeteroD demostraram repopulacao da matriz com células do
receptor e integridade da matriz colagena. Comparativamente, observou-se, ainda,
maior presenca de linfécitos nas valvas do grupo HomoC. A andlise de cdicio por
absor¢do atdémica demostrou maior calcificagdo das cuspides e dos condutos do
HomoC (p<0,05). As ecocardiografias evidenciaram fungao valvar normal nos dois
grupos. O didmetro valvar médio no explante foi maior nas valvas do HeteroD
21,9mm (dp+1,79) quando comparado com o HomoC 17,38mm (dp=0,49).
Conclusdo: Heteroenxertos valvares descelularizados foram parcialmente
repopulados por células autégenas, exibiram menor infiltrado linfocitario e minima
tendéncia a calcificagao. Apresentaram, também, maior didmetro valvar gquando
comparados com 0s heteroenxertos criopreservados.
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1 INTRODUCAO



Estima-se que o numero de pacientes que necessitam de cirurgia para
substituigdo valvar seja de 170.000 no mundo (WILCOX, KOROSSIS, BOOTH,
WATTERSON, KEARNEY e FISHER, 2005). Apesar dos avancos tecnologicos na
area, ainda nao existe o substituto valvar ideal. As préteses biologicas apresentam
boa fungdo hemodinamica, nao requerem o uso de medicagao anti-coagulante no
pos-operatorio, mas apresentam durabilidade limitada, especialmente em pacientes
jovens (SCHOEN, HIRSCH, BIANCO, LEVY,1994). As préteses mecéanicas sao
duraveis, mas necessitam o0 uso de anti-coagulantes continuamente no pds-
operatério, 0 que aumenta as morbidades, principalmente os eventos hemorragicos
(PETERSEIM, CEN, CHERUVU, LANDOLFO, BASHORE e LOWE, 1999).

O primeiro implante ortotépico de um homoenxerto valvar adrtico foi feito em
1962 por Donald Ross (ROSS, 1962). Nessa fase inicial, os homoenxertos eram
preservados em solugao nutriente com antibidticos, denominados “homoenxertos
frescos” (BARRAT-BOYES, ROCHE, SUBRAMANYAN , PEMBERTON e
WHITLOCK, 1987). Os resultados clinicos de homoenxertos assim tratados foram
satisfatérios e demonstraram boa durabilidade, adequada fungao hemodinamica e
baixa incidéncia de tromboembolismo em periodos de até 7 a 10 anos de
seguimento (THOMPSON, YACOUB, AHMED, SOMERVILLE e TOWERS, 1980).

O maior inconveniente para 0 emprego de homoenxertos frescos foi o periodo
limitado de estocagem que era de, no maximo, 4 a 6 semanas. Ficou logo evidente
que metodos de preservagdo que permitissem a estocagem por periodos
prolongados se faziam necessarios. Varios métodos foram propostos para resolver
este problema, juntamente com diversos processos de esterilizagao, dentre eles, a
beta irradiacdo, formaldeido, clorexidine, propiclactona e oéxido etileno mas, em
geral, os resultados n&o foram satisfatérios (MERIN, DWIGHT e McGOON, 1973).

OBrien foi o primeiro a usar a criopreservacdo para estocagem dos

homoenxertos valvares. As valvas eram colhidas, esterilizadas em meio com
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antibidtico e criopreservadas na presencga de crioprotetores, utilizando-se vapor de
nitogénio liquido a temperatura de —150°C. Além da adequada preservagao da
matriz valvar e manutencao da viabilidade celular, a criopreservagao possibilitou a
estocagem dos homoenxertos por tempos prolongados, tornando-se o método de
eleigao.

O'BRIEN, STAFFORD, GARDNER, POHLNER , McGIFFIN e JOHNSTON
(1987a) demonstraram resultados a longo prazo, sugerindo que a durabilidade dos
homoenxertos criopreservados era maior que a dos homoenxertos a fresco. Alguns
estudos de enxertos explantados demonstraram a presencga de fibroblastos viaveis e
a analise cromossOmica demonstrou serem células do doador (O’BRIEN,
STAFFORD, GARDNER, POHLNER , McGIFFIN e KIRKLIN, 1987b).

Apesar dos homoenxertos criopreservados apresentarem viabilidade celular e
boa durabilidade, também estao sujeitos a processo progressivo de degeneracao
(MITCHELL, JONAS e SCHOEN, 1995). Estudos com enxertos criopreservados
explantados demonstraram que, apds um periodo de resposta inflamatoria ndo
especifica, inicia-se  progressiva degeneragdo da musculatura lisa, ocorre
decréscimo na viabilidade celular, e, tardiamente, fragmentacao das fibras elasticas
levando a fibrose e calcificagcdo (NEVES, GULBENKIAN, RAMOS, MARTINS,
CALDAS e MASCARENHAS, 1997).

Apesar da degeneracao dos homoenxertos ser multifatorial, acredita-se que a
resposta imunologica desempenha importante papel neste processo. Estudos
demonstram que a antigenicidade dos homoenxertos esta relacionada a elementos
celulares presentes na valva, pois células endoteliais, fibroblastos e células
dendriticas expressam antigenos leucocitarios classe | e classe |l (OElI, WELTERS,
VAESSEN, STEGMANN, BORGES e WEIMAR, 2000). Em decorréncia disso, linhas
de pesquisas tém dado enfoque a processos que diminuam a antigenicidade dos
homoenxertos (ELKINS, GOLDSTEIN, HEWITT, WALSH, DAWGSON, e
OLLERENSHAW, 2001). A remocao das células e, consequente redugao de
antigenos de histocompatibilidade tipo | e 1l e outros epitopos presentes no tecido
conjuntivo da matriz, resultam em material acelular, nao antigénico, permitindo

inclusive o implante valvar entre especies diferentes (ELKINS, et. al., 2001).
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Estudos experimentais demonstraram que homoenxertos descelularizados
implantados na via de saida do ventriculo direito de ovinos sofrem processo de
remodelagao, repovoamento celular por elementos celulares do hospedeiro, além de
apresentarem menor indice de calcificagao (LEYH, WILHELMI, REBE, FISCHER,
KOFIDIS e HAVERICH, 2003). Esses dados sugerem que homoenxertos
descelularizados possam apresentar durabilidade aumentada quando comparados

com homoenxertos criopreservados.

1.1 OBJETIVO

Avaliar, comparativamente, o comportamento biolégico do heteroenxerto
pulmonar porcino descelulariizado e do homoenxerto pulmonar criopreservado
implantados na via de saida do ventriculo direito de cameiros jovens. Como
parametro de avaliacio, serdo enfatizadas a analise qualitativa histolégica e
imunohistoquimica do potencial de repovoamento dos enxertos por células do
receptor, a analise morfomeétrica com velas de Hegar pré e pds-implante e a andlise

quantitativa da ocorréncia de deposigéo de célcio nos enxertos.



2 LITERATURA



)

O uso clinico de tecidos humanos para reconstrugéo vascular foi inicialmente
reportado por Gross 1949, baseado nos trabalhos experimentais de Carrel e
colaboradores no inicio do século XX (CARREL, 1812; GROSS, BILL e PEIRCE,
1949). Somente 50 anos apds, iniciaram-se estudos experimentais com
homoenxertos valvares. LAM, ABAM e MUNNELLI (1952) implantaram
homoenxertos adrticos, em posicéo heterotopica, na aorta toracica descendente de
caes.

MURRAY (1960) relatou o uso de um homoenxerto aédrtico a fresco
implantado na aorta toracica descendente em humanos para corregao de uma
insuficiéncia adrtica. KERWIN, LENKElI e WILSON (1962) implantaram nove
homoenxertos a fresco na aorta toracica descendente de pacientes com insuficiéncia
adrtica, e, apds seguimento de 6 anos, descreveram que as cuspides dos
homoenxertos implantados mantinham-se delgadas, possibilitando uma adequada
performance valvar . DURAN e GUNNING (1962) relataram a técnica de implante
ortotopico em posigao subcorondria da aorta. No mesmo periodo, o uso clinico do
homoenxerto adrtico utilizando-se a técnica subcoronaria foi reportado de modo
independente por Donald Ross na Inglaterra e Brian Barratt-Boyes na Nova Zelandia
(ROOS, 1962; BARRATT-BOYES, 1964)

Inicialmente, os transplantes valvares eram realizados utilizando-se valvas a
fresco em posigéo ortotdpica, implantadas pouco tempo depois da disseccao. O
limitado numero de doadores e a necessidade de esterilizacao e estoque das valvas
levou ao surgimento de varias abordagens técnicas. Apesar de varias destas
aumentarem a disponibilidade e possibilitarem o estoque dos enxertos, resultaram
em dano estrutural da valva levando a disfungao precoce apés o implante (MERIN e
McGOON, 1973). HEIMBECKER, ALDRIDGE e LEMIRE (1968) demonstraram que
o tratamento com irradiagcao gama ou beta-propiolactona diminuia acentuadamente a

durabilidade dos homoenxertos. Os métodos menos agressivos de esterilizagdo
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levavam a uma disfungao valvar de 50% em 7 anos, o que era compativel com as
valvas biolégicas {xenoenxertos) e mecanicas da época {(WAIN, GRECO e
IGNEGERI, 1980).

Durante o final da década de 70, a atengdo voltou-se para o uso de
homoenxertos esterilizadas em antibidtico e estocados a 4°C em solugéo nutriente
contendo antibidtico. Varias séries demonstraram bons resultados em seguimento
medio de 7 a 10 anos (THOMPSON et. al., 1980). ROSS, MARTELLI e WAIN(1979)
reportaram o seguimento de 615 valvas preservadas com técnicas diferentes apéds
seguimento de 15 anos e demonstraram claramente a superioridade dos
homoenxertos a fresco. PENTA, QURESHI, RADLEY-SMITH e YACOUB (1984)
obtiveram resultados semelhantes, demonstrando que 90% dos pacientes estavam
livres de complicagdes ou mortalidade em 10 anos.

Problemas relacionados a disponibilidade, tempo limitado de estogue, falta de
normatizacao e controle relacionado as técnicas utilizadas limitaram o uso dos
homoenxertos. O'BRIEN et. al.(1987a) comecgou uma série de trocas valvares
utiizando enxertos submetidos a esterilizagao com antibidtico, curto tempo de
isquemia e criopreservados em dimetilsulfoxido (DMSQO). Obtiveram bons resultados
utilizando 192 homoenxertos criopreservados entre junho de 1975 e dezembro de
1986 constatando que, 92% dos pacientes estavam livres de reoperacao apés 10
anos. Um dos mais interessantes aspectos de seus relatos, foi demonstrar a origem
cromossomica de fibroblastos provenientes do doador em uma valva implantada
com mais de nove anos. (O’'BRIEN et. al., 1987b)

Um dos propdsitos da criopreservacao dos enxertos era manter a viabilidade
dos fibroblastos com o objetivo de aumentar a durabilidade do enxerto (ARMIGER,
1995). YANKAH, WOTTGE , MULLER-HERMELINK, FELLER, LANGE e WESSEL
(1987) relataram a identificagao de células endoteliais em enxertos explantados
precocemente, capazes de expressar antigenos de histocompatibilidade de
superficie. SALOMON, FRIEDMAN, CALLOW, PAYNE, LIBBY e MASS(1993)
demonstraram que, embora a viabilidade de alguns elementos celulares pudesse
aumentar relativamente a durabilidade do enxerto, algumas células eram capazes de
expressar antigenos de histocompatibilidade classe Il que estimulam a resposta
imunologica celular por parte do receptor. HOGAN, DUPLOCK, GREEN, SMITH,
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GALL e FRAZER (1996) sugerem que homoenxertos aérticos despertam uma
reacao imunoldgica especifica a elementos celulares do doador. OEI et. al. (2000 )
avaliaram a resposta imunologica de 50 pacientes gue receberam homoenxertos e
observaram linfocitos T citoldxicos apresentando alta atividade para antigenos do
doador, sugerindo que existe uma resposta imunoldgica especifica que desempenha
um papel importante na degeneracao dos homoenxertos.

MALONE, BRENDEL, DUHAMEL, e REINERT (1984) foram os primeiros a
proporem o uso de detergente em vasos de pequeno calibre com a intencao de
remover as células de enxertos homalogos, diminuindo, assim, a reagéo imunolégica
do hospedeiro. WILSON, COURTMAN, KLEMENT, LEE e YEGER (1994)
propuseram o uso da descelularizagdo dos homoenxertos com detergentes, com a
intengao de remover os elementos antigénicos do doador. Diversos tratamentos
quimicos capazes de descelularizar as cuspides valvares e as paredes arteriais dos
condutos tem sido propostas, incluindo o uso de tripsina, dodecilsulfato de sddio
(SDS), octilfenoxietoxietanol (Triton X-100), acido deoxicélico, solucbes hipo e
hipertdnicas, enzimas como a RNAse e DNAse, etanol e glicerol (GRAUSS,
HAZEKAMP, OPPENHUIZEN, VAN MUNSTEREN, GITTENBERGER e DeRUITER,
2005). Independente da metodologia empregada, essas técnicas tem por objetivo
final obter um tecido acelular, entretanto, sem danificar os componentes da matriz
extracelular como o colageno e as fibras elasticas, além de manter a proporcéo das
macromoléculas intacta. Dessa forma, procurou-se obter uma matriz
imunologicamente inerle, com propriedades biomecanicas preservadas, néo
citotoxica e que seja totalmente biocompativel (WILCOX et. al., 2005).

GOLDSTEIN, CLARKE, WALSH, BLACK e O’BRIAN (2000} relataram o uso
do transplante valvar entre espécies de uma valva porcina descelularizada
implantada em carater experimental em cameiro. ELKINS et. al. (2001)
demonstraram que heteroenxertos porcinos decelularizados, quando implantados
em cameiros jovens, tiveram desempenho hemodindmico normal por periodos de
até 11 meses, nao se observando calcificagao nem retragcao tecidual. Os mesmos
autores sugerem que os heteroenxertos descelularizados apresentam um potencial
de remodelamento e possibilitam recelularizagdo por células endoteliais e

intersticiais do receptor.
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Em outro estudo experimental em carneiros, demonstrou-se que
heteroenxertos descelularizados com Tripsina/EDTA foram repopulados in vivo por
células do receptor em 24 semanas (LEYH et. al., 2003). NUMATA, FUJISATO,
NIWAYA, ISHIBASHI-UEDA, NAKATANI e KITAMURA (2004) relatam que os
homoenxertos descelularizados reduzem a resposta inflamatéria desencadeada pelo
receptor, sugerindo aumento da durabilidade quando comparados com valvas
criopreservadas. DHOMEN, COSTA, LOPES, YOSH!, SOUSA, KONERTZ (2005 )
demonstram em estudo experimental em cameiros que os heteroenxertos
descelularizados apresentam potencial de remodelamento, constatando a produgéo
de novas fibras de colageno pelos fibroblastos. DHOMEN et al. (2005) sugerem,
também, através de analise ecocardiografica, que os heteroenxertos apresentam
potencial de crescimento. STEINHOFF, STOCK, NAJIBULLA, HEIKE, TIMKE e
MELISS (2000) propdem o uso de enxertos (homoenxertos ou heteroenxertos)
semeados in vitro com células endoteliais e miofibroblastos do receptor com a
intengdo de proteger os componentes sub-endoteliais da matriz extracelular,

favorecendo, assim, a producao de colageno e o remodelamento valvar.



3 METODO



3.1 AMOSTRA

A amostra foi constituida por dez carneiros jovens da raca Soulfok, com idade
média de 16,6 semanas (dp +1,14 ; min 14 ; max 18) e peso médio de 37,1Kg (dp +
2,55 ; min 33 ; méax 41), os quais foram separados em dois grupos. Nos 5 animais do
grupo HomoC, foram implantados, na via de saida do ventriculo direito,
homoenxertos pulmonares criopreservados e, nos 5 animais do grupo HeteroD,
foram implantados, na via de saida do ventriculo direito, heteroenxertos pulmonares
porcinos descelularizados com acido deoxicolico a 1% e etanol a 70%. Os animais
foram acompanhados por um periodo médio de 278,8 dias (dp+7.9) até o momento

do explante da valva.

3.2 PREPARO DO ENXERTO

3.2.1 Homoenxertos Criopreservados

Os homoenxertos pulmonares (figura 1.A) foram colhidos de carmneiros jovens
em abatedouros da regido metropolitana de Curitiba. Os coragdes foram
transportados até as dependéncias do Laboratério de Engenharia e Transplante
Celular PUCPR, onde foram dissecadas as valvas pulmonares sob fluxo laminar
(Trox Brasil, FLU CL.1), sendo nessa etapa aferidos os didmetros com vela de Hegar.
Foram selecionas para o estudo, as valvas com didmetro de 17mm. Em seguida,
foram imersas em meio nutriente Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640,
Sigma, co0d:r6504) contendo antibidticos cefoxitina (Mefoxin®, Merck Sharp &
Dohme) 240ug/ml, lincomicina (Lincomicina Royton®, Royton) 120pg/ml, polimixina
B (Maxitrol®, Alcon) 100ug/ml e vancomicina (Cloridrato de Vancomicina®, Abbott)

50pg/ml por 24 horas, segundo protocolo vigente no Banco de Homoenxertos da
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Santa Casa de Curitiba. Finalizada essa etapa, as valvas foram lavadas em solucao
salina a 0,9%, colocadas em RPMI acrescentando-se dimetilsulfoxido 10% (Sigma
c6d:D5879) e soro bovino fetal a 10% (Gibco c6d:102270-106) sendo entdo,
criopreservadas em freezer de congelamento programado (Planer Ill, KRYO 10
series) a velocidade de - 1°C/min até -80°C. Apds o processo de criopreservagao, as
valvas foram mantidas em freezer mecanico de armazenamento (Sanyo, Ultra-low
temperature) a temperatura de -150°C em vapor de nitrogénio liquido.

O descongelamento foi realizado 24 horas antes do implante com soro

fisiologico a temperatura de 42 & 50 graus, com RPMI e soro bovino fetal & 10% para

diluir o DMSO. Realizou-se controle histoldgico apds o processo de criopreservacéo
(figura 1.B).

Figura 1 — A. Fotografia do homoenxerto pulmonar criopreservado (HomoC) apds processo de
descongelamento demonstrando o conduto e a camada muscular. B. Fotomicrografia de
corte histologico de conduto pulmonar criopreservado (HomoC) corado com
Hematoxilina-Eosina (H.E. 20x).

Observa-se a presenga de células na matriz.

3.2.2 Heteroenxertos Descelularizados

Os heteroenxertos porcinos (figura 2.A) foram colhidos em abatedouros da
regiao metropolitana de Curitiba, dissecados em fluxo laminar com processo de
mensuragao e manutengdo em solugdo com antibidtico idénticos aos dos

homoenxertos criopreservados. Posteriormente, foram imersos em acido deoxicolico
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a 1% e mantidos sob agitacdo em shaker (QUIMIS®) a temperatura ambiente por
18h. Eram entdo subetidos a 5 lavagens de 10 minutos com solucao salina a 0,9%,
sob agitagdo em shaker e em temperatura ambiente. Apods, foram imersas em etanol
a 70% e também mantidas sob agitacéo & temperatura ambiente por 30 minutos. Ao
fim dessa etapa, foram realizadas 5 lavagens de 10 minutos com solucao salina
0,9% sob agitacdo em temperatura ambiente. As valvas foram mantidas, até o
implante, em meio nutriente RPMI com antibidticos a 4°C. Ao final do processo,

realizou-se andlise histoldgica de controle (figura 2.B).

Figura 2 — A. Fotografia de heteroenxerto pulmonar porcino descelularizado (HeteroD) apos
processo de descelularizagdo com é&cido deoxicolico, demonstrando o conduto e a
camada muscular. B. Fotomicrografia de corte histolégico de conduto pulmonar
descelularizado (HeteroD) corado com Hematoxilina-Eosina (H.E. 20x).

Observa-se auséncia de células na matriz

3.3 PRE-OPERATORIO

Os animais foram admitidos por uma equipe de veterinarios, sendo
submetidos & avaliagdo clinica e pesagem. Também foram realizados exames
laboratoriais que incluiram: hematdcrito, dosagem de hemoglobina, ferro sérico e
eletrélitos. Foram vacinados contra Clostridium C e D e receberam toxodide tetanico.
Adicionalmente, foi administrado, por via E.V., Levamisol (Ripercol®, Cyanamida)
7,5mg/Kg IM e Invermectina (lvomec®, Merck) 200ug/Kg IM para prevencao de
infeccéo parasitaria. Apds atingirem peso minimo de 30Kg, hematdcrito de 28% e

estarem adequadamente imunizados e desverminados, os amimanis foram liberados
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para a operacgao. Todos os animais ficaram em jejum pré-operatério para solidos de
36 horas e para liquidos de 12 horas.

3.4 ANESTESIA E PREPARO CIRURGICO

Na sala cirurgica, foi realizada tricotomia toracica a esquerda e puncionada
veia periférica no membro anterior esquerdo. Procedeu-se a medicagao pré-
anestésica com Diazepan® (Nova Quimica-Sigma Pharma) 0,5mg/Kg e tartarato de
butorfanol (Turbogesic®, Forte Dodge) 0,4mg/Kg e cateterizada a artéria dorsal da
orelna para monitorizagao invasiva da pressao arterial. Os animais foram
monitorizados com eletrodos para registro continuo de eletrocardiograma e instalado
oximetro de pulso, na lingua do animal, para afericao da saturagdo arterial de
oxigénio (figura 3). Foi realizada dose profilatica de antibidtico, cefitiofur (Ceftiofur
Exenel®, Pfizer) 1mg/kg e colhida uma amostra de sangue usada como controle
para valores hematoldégicos.

A inducao anestésica consistiu de 4mg/Kg de propofol (Diprivan®, Aztra
Zeneca), sendo, apos, realizada intubacao orotraqueal. A ventilacao mecanica foi
feita em respirador a volume oxigel 1722 (Oxigel Mats. Hosps. Ind. E Com. Ltda®),
com frequéncia respiratoria de 12 a 15 ventilagdes por minuto e realizou-se a

manutengao anestésica com propofol (Diprivan®, Aztra Zeneca) a 0,6mg/Kg/min.

Figura 3 — Fotografia demonstrando monitorizagao do carneiro na sala cirurgica



3.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no centro cirtrgico do Hospital
Veterinario para Pequenos Animais no Campus II-PUCPR. Foi realizada toracotomia
lateral esquerda no 4° espago intercostal. Visualizado o pericardio, o mesmo era
aberto para permitir acesso a aorta toracica descendente, atrio direito e artéria
pulmonar. Os animais foram entao heparinizados com 250U/kg de heparina
(Liguemine®, Roche) e feita a canulagao arterial na aorta toracica descendente com
canula numero 18 e canulagao do atrio direito com canula venosa nimero 32.

Apés procedida a canulagao, instiuiu-se circulacdo extracorpdrea
normotérmica e o procedimento realizado sem o clampeamento da aorta e com o
coracao batendo. Em seguida, foi realizada a seccao transversa da artéria pulmonar
e ressecadas as cuspides pulmonares nativas. A via de saida do ventriculo direito foi
reconstruida com implante da valva pulmonar selecionada, mediante sutura continua
com polipropileno 4.0 em sua porgao proximal e distal (figura 4). Nos primeiros 5
animais, foram implantados heteroenxertos descelularizadas e nos 5 seguintes,
homoenxertos criopreservados. Apés término do implante valvar, a circulagéo
extracorporea foi descontinuada. Foi realizada revisao da hemostasia e fechamento
anatdémico do torax, mantendo dreno toracico que foi removido apds 1 hora de pds-

operatério, quando o animal adotou posi¢cao de decubito ventral,

-5 e ¥ = 1-T%

Figura 4 — Fotografia demonstrando aspecto final do procedimento cirirgico de implante do
heteroenxerto pulmonar descelularizado (HeteroD) na via de saida do ventriculo direito
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3.6 POS-OPERATORIO

Os animais permaneceram por 24h no Hospital Veterinario para Pequenos
Animais onde receberam analgesia com flumexil meglumine (Banamine®, Shering
Plough) 1,5mg/Kg endovenoso e cuidados poés-operatdrios. Apods, foram
encaminhados para o Hospital Veterinario na Fazenda Gralha Azul - PUCPR, onde
mantiveram-se confinados com alimentagao adequada. Realizaram-se exames
taboratoriais de controle, mantida antibioticoterapia com ceftiofur (Ceftiofur Exenel®,
Pfizer) 1mg/Kg ao dia e gentamicina (Gentaminina®, Neo-quimica) 4mg/Kg a cada
doze horas por 5 dias. Os animais foram submetidos a exames ecocardiograficos em

30 dias do poés-operatorio e, tardiamente, nos 30 dias que precederam o explante.

3.7 EUTANASIA

Os animais foram submetidos a eutanasia com 278,8 dias + 7,9 {min:267
max;290) de evolugdo apds o procedimento operatorio. Os procedimentos foram
feitos no centro cirurgico e em condigdes assépticas. Realizou-se tricotomia toracica
lateral esquerda e acesso venoso em membro anterior esquerdo. Apds ser feita
medicagdo pre-anestésica com cloridrato de ketamina (Vetarnecol®, Konig)
12mg/Kg, os animais foram intubados e mantidos com anestesia inalatdria com
halotano (Fluothane®, Astra Zeneca) a 2% e ventilagao mecanica.

Apo6s essa etapa, foi realizada toracotomia lateral esquerda seguida de
heparinizagao plena com 250U/Kg de heparina (Liquemine®, Roche) e abertura da
cavidade toracica, quando avaliados o aspecto macroscépico da valva e o grau de
aderéncia existente no mediastino. Realizou-se, entdo, a disseccdo das aderéncias
existentes e, antes do explante definitivo da valva, foi administrado 40 mEq de
cloreto de potassio endovenoso. Procederam-se, entao, a retirada da valva para
analise macroscopica, aterigao de diametro do conduto e documentagao fotografica
{figura 5).

Apoés a eutanasia, os animais foram encaminhados para o departamento de

anatomia patolégica do Hospital Veterinario da PUCPR para descarte da carcaga.
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Figura 5 — Fotografia demonstrando o explante de homoenxerto pulmonar criopreservado (HomoC)
Observa-se a diferenca de diametro entre o conduto pulmonar nativo e o enxerto.

3.8 CRITERIOS DE AVALIACAO
3.8.1 Analise Ecocardiografica

Os animais foram submetidos a exames ecocardiograficos (SONOS,5500,
PHILIPS) realizados no departamento de cirurgia experimental-PUCPR, nos
primeiros 30 de pds-operatério e, tardiamente, nos 30 dias antecedentes ao
explante. Foram analisados o diametro do conduto do enxerto pulmonar em seu 1/3
médio obtido por janela transversa infra-axilar esquerda; as velocidades
instantaneas maxima e meédia de fluxo por analise de Doppler continuo e pulsado;
gradiente instantanio maximo e meédio transvalvar pela equacao modificada de

Bernoulli. Avaliaram-se, também, funcao e mobilidade valvar (Figura 6).
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Figura 6 — Fotografia de exame ecocardiografico demonstrando valva pulmonar descelularizada
(HeteroD) implantada na via de saida do ventriculo direito no 80° pds-operatério
Observam-se, na seta, as cuspides da artéria pulmonar descelularizada.

3.8.2 Analise Macroscopica

Apds o explante, realizou-se a inspegao macroscopica da valva observando-
se as condigOes gerais da valva, consisténcia do enxerto, a existéncia e distribuicao
de areas de calcificagcdo no conduto e na cuspide e presenca de trombo ou
vegetagao. Em seguida, foi estimado o didmetro pulmonar por meio de vela de
Hegar e realizada documentagédo fotografica com méaquina digital (Sony Cyber-Shot
4.1).

A afericao da medida valvar consistiu na medida do didmetro do conduto da
artéria pulmonar com velas de Hegar, instrumento padronizado para afericao de

diametros valvares, com aneis de 15 a 30mm de didmetro, a intervalos de 1mm.
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3.8.3 Confeccao dos Segmentos Valvares

Posteriormente a analise macroscépica, as valvas foram divididas, por meio
de seccao longitudinal ao nivel das comissuras, em trés segmentos compostos por
cuspide e conduto para serem encaminhadas respectivamente & microscopia otica,

quantificacao de calcio por absor¢ao atdmica e imunohistoquimica (figura 7).

Figura 7 — Fotografia de segmento longitudinal da artéria pulmonar demonstrando cuspide e conduto

3.8.4 Analise de Calcio

Um dos segmentos da valva explantada foi encaminhado para quantificacéo
de calcio por espectometria de absorgao atémica, sendo, utilizado para andlise, uma
amostra de 1cm2 da porcao central da cuspide e outra de igual tarnanho do conduto.
Os segmentos foram pesados, triturados com lamina de bisturi em fragmentos
menores e mantidos em HCI 6N por 8 horas a temperatura de 72°C. Apds, as
amostras foram enviadas para a andlise de quantificacdo de calcio por
espectometria de absor¢do atdmica com atomizagdo em chama (PERKIN ELMER,
4100).



3.8.5 Analise Histologica

Para a analise histologica, um segmento da parede arterial do enxerto foi
emblocado de maneira a permitir um corte de perfil, mostrando a continuidade da
cuspide com sua insergao no conduto. Esse segmento foi fixado em formaldeido
10%, sendo, em sequida, preparados os blocos de parafina e realizados cortes de
4um de acordo com as técnicas convencionais de emblocamento. Foram entao
coradas com Hematoxilina-Eosina para avaliar distribuigdo celular e a presenga de
infiltrado inflamatério, Weigert para analise das fibras eldsticas e Gomor para

avaliagdo da distribuigdo e arquitetura das fibras colagenas.

3.8.6 Analise por Imunohistoquimica

O material foi incluido em parafina e foram realizados cortes de 4 um sobre
laminas sinalizadas. A segquir, os cortes foram submetidos a desparafinizacao,
hidratagao e recuperacdo antigénica em tampao citrato (ph 6.0) por vinte minutos.
Ap6s banho em tampao fosfato, foi realizado o blogqueio da peroxidase endogena
mergulhando-se as laminas em peréxido de hidrogénio & 3% durante 5 minutos. O
material foi submetido a bloqueador de proteinas especifico para cameiro. Em
seguida, os cortes foram incubados com os anticorpos primarios Fator VIII (Dako-
c6d.0082), especifico para células endoteliais, CD3 (Dako-c6d.A0452), especifico
para linfécitos, Vimentina {Dako-c6d.M0725), especifico para celulas de origem
mesenquimal e CD-68 (Dako-c6d.M0814), especifico para macrofagos.
Permaneceram incubados em ldminas separadas por 12h a temperatura de 4°C.
Apés banho em tampao fosfato, os cortes foram incubados com o anticorpo
secundario biotinilado por 30 minutos em temperatura ambiente e mergulhados no
complexo streptavidina-peroxidase por 30 minutos em temperatura ambiente. A
marcacéo foi revelada com o cromégeno diaminobenzidina. As laminas foram entao

contra-coradas com hemoatoxilina.



3.8.7 Analise Estatistica

Para analise dos resultados referentes a diametro, gradiente valvar e
quantificagéo de calcio foi utitizado o teste Mann-Whitney para analise de dados nao

paramétricos. Considerou-se significancia estatistica para p<0,05.
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4 RESULTADOS



4.1 EVOLUCAO CLINICA

Ocorreu um ébito tardio, por endocardite, de um animal do grupo HeteroD no
40° dia de pos-operatério o qual foi descartado do experimento. Os demais
apresentaram boa evolugdo clinica até o momento do explante. Os animais foram
submetidos a eutanasia no grupo HomoC apods uma média de 276,6 dias (dp=5,22)
e no grupo HeteroD apdés uma média de 281,7 dias {dpx10,6). O grupo HomoC
apresentou peso meédio de 36Kg (dp+2,77 ; min 33 ; max 40) no momento do
implante e de 62,7Kg (dp+3,36 ; min 58 ; max 63} no momento do explante, com
aumento ponderal de 74,16%. O grupo HeteroD apresentou peso médio de 38Kg
(dpx2,23 ; min 35 ; max 41) no momento do implante e 60,2Kg (dp+2,58 ; min 57
max 64) no momento do explante com, aumento ponderal de 57,89%. Nao houve

significancia estatistica no aumento ponderal entre os dois grupos (p>0,05).

4.2 ANALISE MACROSCOPICA

A avaliagdo macroscopica nao mostrou evidéncias de endocardite, trombo ou
ruptura valvar em nenhum dos grupos. A visualiza¢ao e a palpacao, os condutos e
as cuspides de ambos 0s grupos apresentavam-se bem preservados. Em ambos os
grupos houve sinal de calcificacdo nas linhas de sutura proximal e distal. Em 3
condutos do grupo HomoCG (figura 8), e em 1 conduto do grupo HeteroD, observou-
se presenca macroscopica de calcificacdo focal. Nos demais condutos, constatou-se
aspecto macroscopico normal (figura 9). No grupo HomoC, observou-se, em trés
oportunidades, que as cuspides apresentavam-se com aspecto branco opaco
nacarado, nao translicido, espessadas. Em uma delas encontramos pequena
calcificacdo focal. As cuspides das valvas do grupo HeteroD apresentavam aspecto

macroscopico normal, sem espessamento ou calcificagao.



Figura 8 — Fotografia da superficie interna do enxerto pulmonar do grupo HomoC apés o explante
Observa-se no detalhe a presenca de calcificagdo focal do conduto.

Figura 9 — Fotografia de superficie interna de valva pulmonar do Grupo HeteroD apods explante
Observa-se auséncia de calcificagdo ou espessamento das cuspides.



4.3 ANALISE DO DIAMETRO VALVAR NO EXPLANTE

O diametro valvar médio aferido com vela de Hegar no grupo HomoC foi de
17,38mm (dp+0,49), enquanto que o didmetro médio no grupo HeteroD foi de
21,9mm (dp+1,79). Observou-se diametro maior nas valvas descelularizadas quando
comparado com as criopreservadas (figura 10).

mm
40+

30

Descelularizado (D) Criopreservado (C)

Figura 10 — Grafico representando o aumento do diametro das valvas criopreservadas (HomoC) e
descelularizadas (HeteroD) no explante (p=0,016)

Tabela 1 — Diametro das valvas criopreservadas e descelularizadas aferidas no explante

Descelularizado Criopreservado
(HeteroD) (HomoC)
23,0 18,2
19,5 18,0
23.5 17,0
21,6 17,4

177

Diametro da valva pulmonar em mm (p=0,016)



26

4.4 ANALISE HISTOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA

4.4.1 Dos Condutos Valvares

Hematoxilina-eosina: No grupo HomoC observou-se auséncia da estrutura
trilaminar valvar e alteragbes estruturais da matriz extracelular, compativeis com
areas de necrose e degeneragao mucoide. Proximo a linha de sutura proximal,
regiao de transi¢do entre o conduto pulmonar nativo e o enxerto, evidenciou-se
intenso infiltrado inflamatdrio crénico e areas sugestivas de calcificagédo distréfica
nas proximidades do fio utilizado na sutura. Nos condutos observou-se menor
quantidade de células quando comparado com as valvas do grupo HeteroD.
Também evidenciou-se células inflamatdrias distribuidas de modo disperso (figura
11.A).

No grupo HeteroD observou-se a estrutura trilaminar do conduto mantida.
Evidenciou-se também a presenga de reagao inflamatdria crénica na transicao entre
o conduto pulmonar nativo e o enxerto, com areas de calcificagao de distribuigao
semelhante aos do outro grupo. Na adventicia do enxerto, encontrou-se a presenca
de vasa-vasorum circundados por células inflamatdrias. Na camada média observou-
se focos com padrao frouxo de matriz extracelular, caracteristica de matriz jovem.
Também evidenciaram-se células intersticias e células inflamatdérias distribuidas de
modo disperso. Na regiao sub-intimal observaram-se raras células inflamatdrias, e
menor quantidade de células quando comparadas com a camada média. (Figura
11.B).
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Figura 11 — Fotomicrografias de corte histologico, coloracao H.E., aumento 10x, conduto de artéria
pulmonar. A. Conduto de valva do grupo HomoC, observa-se a auséncia da estrutura
trilaminar valvar e raras células na matriz. B. Conduto da valva do grupo HeteroD,

observa-se a presenca de células intersticiais predominantemente na adventicia e
camada média e estrutura trilaminar valvar preservada.
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Coloragcao de Weigert: No grupo HomoC, observou-se alteracao estrutural
da matriz extracelular caracterizada por ruptura, fragmentacao das fibras elasticas e
compactagdo das mesmas (figura 12.A). No grupo HeteroD, constatou-se na
camada média fibras elasticas com orientagcdes diversas caracterizando uma
organizagao de matriz jovem. A tunica média tornou-se mais compacta com menores
espacos interlamelares. Evidenciou-se a presenca de alguns pontos de rupturas das
fibras elasticas em uma valva. Nas demais observou-se arquitetura das fibras

elasticas preservadas (figura 12.B).
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Figura 12 — Fotomicrografias de corte histolégico, coloragdo Weigert, aumento 10x, conduto de artéria
pulmonar. A.Conduto da valva HomoC, observa-se a presenca de fibras elasticas rotas.
B. Conduto da valva HeteroD, observa-se a presenca de fibras elastica integras.
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Coloracao de Gomori: Nas valvas do grupo HomoC observou-se alteracéao
da arquitetura das fibras colagenas, caracterizado por ruptura e degeneracgao das
mesmas nas camadas adventicia e predominantemente na média. Também
observaram-se areas de necrose da matriz extracelular (figura 13.A). Nas valvas do
grupo HeteroD encontrou-se arquitetura normal das fibras colagenas nas tunicas

meédia e adventicia (figura 13.B).
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Figura 13 — Fotomicrografias de corte histoldgico, coloragao Gomori, aumento 20x, conduto de artéria
pulmonar. A. conduto da valva HomoC, observa-se degeneragao das fibras colagenas.
B. Conduto da valva HeteroD, observa-se fibras colagenas integras.
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Anticorpos monoclonais para CD68: No grupo HomoC evidenciou-se a
presenca de raros monocitos distribuidos na camada adventicia e presenca de
macrofagos na camada média (figura 14.A). No grupo HeteroD observou-se
presenca de raros macrofagos na camada média e infiltrado mononuclear com

predominio para mondcitos circundando o0s vasa-vasorum na camada adventicia
(figura 14.A).

Figura 14 — Fotomicrografias de corte histolégico, imunohistoquimica para CD68, aumento 40x,
camada adventicia da artéria pulmonar. A. Conduto valvar HomoC, observa-se raros

mondcitos na adventicia. B. Conduto valvar HeteroD observa-se presencga de vasa-
vasorum circundado por mondcitos e outras células mononucleares.
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Anticorpos monoclonais para Vimentina: Nos enxertos do grupo HomoC
evidenciaram-se raras células de origem mesenquimal com morfologia para
fibroblastos na camada média e na adventicia. Em duas valvas observaram-se
quase auséncia de células de origem mesenquimal no conduto (figura 15.A).

Nos enxertos do grupo HeteroD observaram-se células de origem
mesenquimal predominantemente na camada média do conduto. Nessa regido
encontrararam-se células com morfologia para fibroblastos, com nicleo grande e
com um padrao confluente de distribuicdo. Também observou-se menor quantidade
fibroblastos na adventicia do enxerto quando comparados com a camada média. Na

regiao sub-intimal encontraram-se raras células de origem mesenquimal (figura
15.B).

Figura 15 — Fotomicrografias de corte histoldgico, imunohistoguimica para Vimentina, aumento 40x,
camada média do conduto da artéria pulmonar. A. conduto valvar HomoC, observa-se

auséncia de células com morfologia para fibroblastos B. Conduto valvar HeteroD,
observa-se células com morfologia para fibroblastos.
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Anticorpos monoclonais para CD3: Evidenciaram-se nos condutos das
valvas do grupo HomoC presenca de linfécitos distribuidos predominantemnte na
camada adventicia. Na interface valvar doador-receptor, nas proximidades da linha
de sutura proximal encontrou-se infiltrado linfocitario caracterizando reacgéo
inflamatoria cronica (figura 16.A). Nas valvas do grupo HeteroD observou-se
presenca de raras células linfocitarias no conduto (figura 16.B).

Figura 16 — Fotomicrografias de corte histolégico, imunohistoguimica para CD3, aumento 40x,
camada média do conduto. A. Conduto valvar do grupo HomoC, observa-se presenca

de linfécitos. B. Conduto valvar do grupo HeteroD, observam-se raras células
linfocitarias.
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Anticorpo monoclonal para Fator VIIl: Nos enxertos do grupo HomoC
constatou-se em 4 valvas a presenca de células endoteliais distribuidas em ilhas na
camada intima do enxerto e, em uma valva nao se evidenciou a presenca de células
endoteliais (figura 17.a). No grupo HeteroD observaram-se, em trés valvas, células

endotelias distribuidas em ilhas. Em 1 valva observaram-se raras células endoteliais
(figura 17.b).

Figura 17 — Fotomicrografias de corte histolégico, imunohistoguimica para fator VI, aumento 40x,
camada intima do conduto da artéria pulmonar. A. Conduto valvar do grupo HomoC

evidenciando-se células endoteliais. B. Conduto valvar grupo HeteroD, observa-se
células endoteliais.
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4.4.2 Das Cuspides Valvares

Hematoxilina-eosina: Nos enxertos do grupo HomoC constatou-se em duas
cuspides auséncia completa de células e, em 3 cuspides, observaram-se raras
células distribuidas de modo disperso (figura 18.A). Nos enxertos do grupo HeteroD
observou-se a presenca de células na base e no terco médio da cuspide. Constatou-

se, também, que o terco distal apresentava raras células (figura 18.B).

Figura 18 — Fotomicrografias de corte histoldgico, coloracao H.E., aumento de 10x, cuspide da artéria
pulmonar. A. Cuspide valvar do grupo HomoC, observa-se presencga padrao acelular. B.
Cuspide valvar do grupo HeteroD, observa-se presenca de células intersticiais na base
do conduto.
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Coloragao de Weigert: Nas valvas do grupo HomoC observaram-se fibras
elasticas na base das cuspides, distribuidas predominantemente na face ventricular,
as quais apresentavam-se, em sua maioria, rotas e com aspecto degenerativo
(figura 19.A). Nas valvas do grupo HeteroD também observaram-se fibras elasticas
distribuidas na face ventricular da cuspide, mantendo aspecto morfolégico normal
(figura 19.B).

Figura 19 — Fotomicrografias de corte histologico, coloracdo Weigert, aumento 10X, base da cuspide
da valva pulmonar. A. Cuspide valvar do grupo HomoC, observa-se presenca de fibras

elasticas rotas, distribuidas na face ventricular da cuspide. B. Cuspide valvar do grupo
HeteroD, observam-se fibras elasticas integras.
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Coloracao de Gomori: Os enxertos do grupo HomoC apresentavam padrao
amorfo de matriz extracelular com degeneracgao das fibras colagenas (figura 20.A).
As valvas do grupo HeteroD encontravam-se, em sua maioria com aspecto
morfoldgico normal (figura 20.B), exceto por uma valva que apresentava focos de
degeneragao na regiao sub-intimal

Figura 20 — Fotomicrografias de corte histoldgico, coloracao Gomori, aumento 10x, cuspide da valva
pulmonar. A. Observa-se na cuspide valvar do grupo HomoC a presenca de

degeneracao das fibras colagenas B. Observa-se na cuspide valvar do grupo HeteroD
fibras elasticas integras.
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Anticorpos monoclonais para CD68: Nos enxertos do grupo HomoC
observou-se a presenca de macrofagos distribuidos de modo disperso (figura 21.A).
Nos enxertos do grupo HeteroD evidenciou-se a presengca macrofagos
predominantemente na porcao média da cuspide e sua inexisténcia na porc¢ao distal
da cuspide. (figura 21.B) Nesta ultima regiao foram encontradas células com

morfologia para granuldcitos/neutrofilos.

Figura 21 — Fotomicrografias de corte histolégico, imunohistoqumica para CD68, aumento 40x,
cuspide da valva pulmonar. A. Observa-se na porcao média da cuspide valvar do grupo
HomoC presenga de macréfagos. B. Observa-se na porgao media da cuspide do grupo
HeteroD presenga de macrofagos.
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Anticorpos monoclonais para Vimentina: Nos enxertos do grupo HomoC
encontraram-se raras células de origem mesenquimal com morfologia de fibroblastos
dispostos de modo disperso (figura 22.A). Nos enxertos do grupo HeteroD
encontraram-se ceélulas de origem mesenquimal com morfologia para fibroblastos
dispostos predominantemente na base e no ter¢o médio da cuspide (figura 22.B).

Figura 22 — Fotomicrografias de corte histologico, imunohistoquimica para vimentina, aumento 40x,
cuspide da valva pulmonar. A. Observa-se na porgao basal da cuspide do grupo HomoC

presenca de raros fibroblastos. B. Observa-se na por¢ao basal da cuspide do grupo
HeteroD presenca de fibroblastos.



39

Anticorpos monoclonais para CD3: Nas cuspides do grupo HomoC
observou-se em 4 valvas a presenca de linfécitos distribuidos de modo disperso
(figura 23.A). Em uma valva observou-se a presenca de raros linfocitos. Nos
enxertos do grupo HeteroD encontraram-se linfécitos na regigo distal das cuspides e
auséncia na regiao media e basal. (figura 23.B).

Figura 23 — Fotomicrografias de corte histolégico, imunohistoquimica para CD3, aumento 40x,
cuspide da artéria pulmonar A. Por¢ao média da cuspide valvar do grupo HomoC,

observa-se presenca de linfocitos. B. Porgao distal da cuspide valvar do grupo
HeteroD, observa-se presenca de linfdcitos.
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Anticorpos para Fator VIIl: Nos enxertos do grupo HomoC observou-se a
presenca de células endoteliais distribuidas em ilhas em 3 enxertos. Em dois deles
nao se observou a presenga de células endoteliais (figura 24.A). Nas valvas do
grupo HeteroD observou-se a presenga de células endoteliais dispostas em ilhas
em duas cuspides. Nas demais observou-se um padrao confluente de células
endoteliais (figura 24.B).

Figura 24 — Fotomicrografias de corte histolégico, imunohistoquimica para Fator VIII, aumento 40x,
camada intima do conduto da artéria pulmonar. A. Observa-se cuspide valvar do grupo
HomoC com presenca de células endoteliais B. Observa-se cuspide valvar do grupo
HeteroD com presenca de células endoteliais dispostas de modo confluente.
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4.5 QUANTIFICACAO DE CALCIO

A andlise quantitativa de calcio realizada por absorcao atdmica revelou maior
concentracdo de calcio nos condutos e cuspides do grupo HomoC quando
comparada com as do grupo HeteroD. Os condutos das valvas do grupo HomoC
apresentaram concentracao média de calcio de 1,59mg/dl (dp +1,02), enquanto que
os condutos das valvas do grupo HeteroD apresentaram concentracao média de
célcio de 0,26mg/dl (dp+0,15) p=0,014 (figura 25). As cuspides das valvas HeteroD
apresentaram concentragdo media de calcio de 0,49mg/dl (dp+ 0,30), enquanto que
as cuspides das valvas HomoC apresentaram concentracao média de calcio de
1,66mg/dl (dp+0,49) p=0,016 (figura 26).

ma/g
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Descelularizado (D) Criopreservado (C)

Figura 25 — Demonstracao grafica do conteudo de calcio do conduto das valvas do grupo HomoC
(criopreservadas) e HeteroD (descelularizadas) p=0,014
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Descelularizado (D) Criopreservado (C)

Figura 26 — Demonstragao grafica do conteudo de célcio nas cuspides das valvas do grupo HeteroD
(descelularizadas) e HomoC ( criopreservadas) p=0,016

Tabela 2 - Quantificagao de calcio das cuspides e condutos das valvas
HetroD (decelularizadas) e HomoC ( criopreservadas)

Descelularizado Criopreservado
Cusp Cond Cusp Cond
0,4 0,07 1,66 1,81
0,9 0,4 1,2 1,5
0,5 0,38 2,5 3,2
0,16 0.2 1,44 0,99
1,5 0,49

Cusp: Cuspide; Cond: Conduto; Qualificagado de calcio por absorgéo
atdmica em mg/g de tecido (p= 0,016)

4.6 ANALISE ECOCARDIOGRAFICA

Foram realizadas analise do didmetro valvar, gradiente transvalvar médio e
instantdneo maximo, velocidade de fluxo medio e analise da funcao valvar, no
periodo de 30 dias de pds-operatdrio e tardiamente nos 30 dias que precederam o
explante. No grupo HetroD (descelularizado) constatou-se que todos os enxertos
mantiveram arquitetura valvar e funcao preservadas, auséncia de espessamento

valvar, insuficiéncia ou estenose. No grupo HomoC (criopreservado) observou-se
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que um enxerto apresentava espessamento das cuspides e insuficiéncia valvar leve;
os demais apresentavam boa fungao valvar. No grupo HomoC os gradientes trans-
valvares médios na ecocardiografia realizada com 30 dias apés o implante foi em
media 2,18mmHg (dp+1,39) e no exame tardio 2,24mmHg (dp=0,97). No grupo
HeteroD o gradiente transvalvar medio na primeira ecocardiografia foi de 2,55mmHg
(dp+1,47) e no segundo exame de 2,56mmHg (dp+0,85). Nao houve diferenca entre
os grupos com relagdo aos gradientes obtidos na ecocardiografia imediata e tardia
(p>0,05).

A velocidade média transvalvar no grupo HomoC obtida na ecocardiografia
imediata foi de 0.69m/s (dp+0,16) e na tardia de 0,73m/s (dpx0,13). No grupo
HeteroD foi 0,66m/s (dp+0,16) e na tardia 0,7mmHg (dp+0,14). Também nao se
encontrou diferenga entre os grupos.

Com relacédo ao diametro valvar dos enxertos do grupo HeteroD, observou-se
na analise ecocardiografica com 8 meses um diametro médio de 27,5mm (dp=2,08),
aumento médio de 61% com relagéo ao didmetro inicial de 17mm. No grupo HomoC,
o didmetro médio valvar com 8 meses de pds-operatorio foi de 22,5mm (dp=1,44),
aumento médio de 29% com relagédo ao didmetro inicial de 17mm. Observa-se assim
um aumento significativo do didmetro valvar dos enxertos descelularizados quando

comparados com os criopreservados (p<0,05).
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5 DISCUSSAO
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O substituto valvar cardiaco ideal deveria apresentar viabilidade celular e,
consequentemente, potencial de regeneracao celular e de crescimento, além de nao
ser sucetivel ao processo de degeneracdo e calcificagdo. Atualmente, apenas os
autoenxertos pulmonares apresentam tais caracteristicas. Apesar dos homoenxertos
criopreservados apresentarem boa fungo hemodinamica, diversos estudos também
demonstram que sua durabilidade & limitada. O’'BRIEN, HARROCKS, STAFFORD,
GARDNER, POHLNER, TESAR (2001) apresentaram estudo mostrando que a
percentagem de pacientes livres de reoperagao em 15 anos de evolucgao foi de 47%
em pacientes entre 0-20 anos e 94% em pacientes acima de 60 anos.

O meétodo de criopreservagdo mantém a viabilidade dos fibroblastos e das
celulas endoteliais, as quais podem dispertar reagao imunolégica por parte do
receptor. As células endoteliais est&o na superficie do enxerto, sao mais antigénicas
e estdo envolvidas diretamente na resposta imunologica desencadeada. Estima-se
que, apds o processo de criopreservagao, 14% das células endoteliais permanecem
no enxerto, as quais sao capazes de expressar antigenos de histocompatibilidade
classe | e I, desencadeando, assim, um processo imunolégico (LUPINETTI, TSAI,
KNEEBONE, e BOVE, 1993). Evidéncias sugerem que em uma fase precoce do
implante desenvolve-se agressdo tecidual mediada por resposta imunologica
transitéria, demonstrada pela presenga de moléculas de adesao leucocitaria (ICAM)
nos folhetos vaivares (KOOLBERGEN, HAZEKAMP, HEER, BRUGGEMANS,
HUYSMANS e DION, 2002).

Para minimizar essa reagio imunoldgica pos-implante, varios métodos que
removem as células dos enxertos valvares tém sido propostos. Os resultados da
aplicagéo desses métodos tém mostrado grande variabilidade com relacado ao grau
de descelularizagdo dos enxertos, a preservacdo da matriz colagena e o
comportamento biologico em estudos experimentais. Atualmente ndo existe um

consenso sobre qual o melhor método e o tipo de valva a ser utilizada. Alguns
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autores optam pelo uso do homoenxerto e argumentam que as matrizes dos
heteroenxertos possam expressar elementos antigénicos e dispertar resposta
humoral (ALLAIRE, BRUNEVAL, MANDET, BECQUEMIM e MICHEL, 1997). Outros
preferem o uso dos heteroenxertos e sugerem que nao existe diferenca estrutural da
matriz colagena entre as espécies. Também afirmam que os heteroenxertos
apresentam maior facilidade de obteng¢ao que os homoenxertos. (WILCOX et. al.,
2005).

E imperativo que o uso de qualquer novo tipo de substituto valvar seja
precedido de extensa avaliagdo in vitro e in vivo. Dentre os diversos modelos
animais, ¢ bem estabelecido que o implante de préteses em carneiros jovens
fornece importantes informagdes nédoc somente sobre o seu desempenho
hemodinamico, mas também sobre o comportamento bioldgico de diferentes tecidos
quando nha circulagac sanguinea. QO carneiro como modelo experimental para
cirurgia cardiaca, apresenta a vantagem de ter anatomia cardiovascular semelhante
a do homem, é facitmente adquirido e apresenta um manejo pés-operatdrio simples,
0 que reduz custos quando comparado a outros modelos animais. (ALI, KUMAR,
BJORNSTAD e DURAN, 1996)

No presente estudo, utilizou-se o heteroenxerto porcino descelularizado com
acido deoxicolico e observou-se que 0 metodo manteve as propriedades estruturais
da matriz coldgena e proporcionou condi¢gdes adequadas para o remodelamento do
tecido por células intersticiais e endotehais do receptor. Também constatou-se que
as valvas apresentaram um bom perfil hemodindmico e auséncia de processo
degenerativo.

KOOLBERGEN et. al.(2002}, ac analisarem a histologia de 40 homoenxenos
frescos, afirmam que apdés o implante as células do doador desaparecem
rapidamente e sao pobremente substituidas por células intersticiais e endoteliais do
receptor. Nesse estudo pela coloragdao de H.E., observou-se que a estrutura
trilaminar do conduto valvar estava alterada. Visualizou-se, também, uma menor
quantidade de ceélulas intersticiais no conduto e na cuspide dos homoenxertos
criopreservados quando comparados com o grupo descelularizado.

A andlise da matriz extracelular demonstrou que as fibras elasticas das

valvas criopreservadas apresentavam-se na sua maioria fragmentadas e com um



47

padrdo compacto de distribuigdo. Observou-se, também, &reas de necrose e
degeneragao mucodide da matriz, a qual, devido a alteracdes morfoldgicas
provavelmente nao oferece um substrato apropriado para a reendotelizacao in vivo
por células do receptor. NEVES et. al. (1997), ao estudar o mecanismo de
degeneracao dos homoenxertos em carneiros, relata que apés um periodo inicial de
reagcado inflamatdria nao especifica existe uma progressiva degeneracdo da
musculatura lisa, fragmentagdo das fibras elasticas, hialinizagdo da matriz
extracelular e fibrose. O estudo também demonstrou infiltrado linfocitario no conduto
e nas cuspides dos homoenxertos explantados. Nesse estudo também observou-se
a presenca de linfécitos na cuspide e principalmente no conduto dos homoenxertos
criopreservados, que pode sugerir que o processo de degeneragao seja mediado por
reagdo imunolégica. KOOLBERGEN et. al. (2002} também relata que existe um
significante aumento dos linfocitos T nos condutos de homoenxertos criopreservados
explantados entre 1 e 5 anos. Refere que o aumento do numero de linfocitos inicia-
se ap6s o primeiro ano de implante conseqliente a um infiltrado inflamatério com
predominio para macrofagos que ocorre em uma fase mais precoce. Por outro lado,
o estudo também sugere que a auséncia de neutréfilos e depdsito de complemento
sao indicativos que a redugédo no numero celular dos enxertos possa estar mediada
por processo de apoptose.

HOGAN et. al. (1996), estudando por cuitura mixta de linfécitos e crossmatch
20 pacientes que receberam homoenxertos aoricos, demostrou que todos os
receptores formaram IgG e reagdes mediadas por células T a antigenos HLA do
doador. Sugere que a reagdo imunoldgica a antigenos do doador pode destruir os
fibroblastos viaveis da matriz e, na auséncia de suas fun¢des reparadoras, ocorre
acelerada deteriorizagao da matriz coladgena ocasionando degeneracgéo e faléncia
valvar. Considerando-se que o potencial de rejeicdo de drgios implantados esta
diretamente associado a um infiltrado mononuclear linfocitario local e que os lifécitos
T CD4 apresentam potencial de reconhecer moléculas HLA classe |l existentes em
células endoteliais, acreditamos que o infiltrado linfocitario encontrado nas valvas
criopreservadas seja consequente a uma substancial resposta imunolégica a

antigenos do doador.
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Nas cuspides dos homoenxertos criopreservados observou-se um padrao
amorfo de matriz extracelular indicando um processo de degeneracido da matriz e
uma pequena quantidade de células distribuidas de modo disperso, compostas
predominantemente por linfocitos e plasmdécitos. Curiosamente evidencia-se a
presencga de células endoteliais revestindo de modo focal e por vezes confluente, a
camada intima e segmentos da ctispide.

JONAS, ZIEMER, BRITTON e ARMIGER, 1988 em estudo experimental com
valvas criopreservadas em carneiros, também relata a presenga de células
endoteliais nas clspides valvares diferindo dos achados de autdpsia de
homoenxertos criopreservados em humanos nos quais ndo se observa a presenca
de células endoteliais (KOOLBERGEN et. al., 2002). Acreditamos que o fato de
encontrarmos células endoteliais nas cuspides e nos condutos valvares
criopreservados, deva-se a diferenga no comportamento bioldgico do modelo animal
gquando comparado com o humano.

STEINHOFF et. al. (2000) afirmam que é importante a manutencao das
proteinas da matriz extracelular, especialmente as ligandinas de adeséao celular e
receptores de integrina, para que a matriz mantenha suas propriedades fisiologicas
apds o processc de descelularizacdo. Também relata que as valvas
descelularizadas que ndo passam por um processo de recelularizacdo in vitro
apresentam uma menor migracao de miofibroblastos e ndo sdo capazes de sintetizar
procolageno e, assim, reorganizar a matriz extracelular.

Porém, em nosso estudo, evidenciamos nas valvas descelularizadas um
padrao de matriz extracelular organizada, com fibras eldsticas e colagenas integras
e caracteristicas de matriz jovem, sugerindo um potencial de remodelamento.
Acreditamos que estudos que incluam coloragdo imunohistoquimica para pro-
colageno tipo | sejam importantes para confirmar estes achados.

GRAUSS, HAZEKAMP, VLIET, GROOT e DeRUITER (2003) analisaram a
matriz de homoenxertos adrticos descelularizadas com SDS implantados na aorta
descendente de ratos e também constataram que nao havia perda ou degeneragéo
das fibras elasticas e coldgenas do conduto apés explante com 21 dias.

LEYH et al. (2003) estudaram heteroenxertos porcinos descelularizados em

cameiros e constataram que a matriz descelularizada oferece um substrato
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adequado para a reendotelizacdo /n vivo, e que as mesmas apresentavam-se
repopuladas por células endoteliais, midcitos e fibroblasos do receptor apdés um
periodo de 24 semanas.

ELKINS et al. (2001) implantaram 9 heteroenxertos porcinos descelularizados
na via de saida do ventriculo direito de cameiros e constataram no explante com 12
semanas que as porgbes media e proximal da cuspide encontravam-se densamente
povoadas por celulas do receptor, enquanto que a porcao distal da cuspide mantinha
auséncia de células. A imagem histologica sugere um padrao de migracdo celular,
da por¢ao basal em direcdo & margem livre da cuspide, com substituicio progressiva
das células inflamatorias por células intersticiais. A caracterizagdo celular das
cuspide suporta esta evidéncia, pois na base da cuspide encontraram um menor
numero de células inflamatorias e presenca de células intersticiais, engquanto que na
porgao média havia uma menor quantidade de células intersticiais e um predominio
de células inflamatdrias compostas principalmente por granulécitos, caracterizando
um processo inflamatorio mais recente.

Em nosso estudo observamos a presenca de celulas intersticiais na porgao
proximal e meédia da cuspide, com predominio de fibroblastos e presenca de raros
macofagos. A porgao distal da cuspide apresentava-se quase que acelular com a
presenca de poucas células inflamaténias, predominio para granulécitos. Ao
contrario, ndo observamos a presenga de granulécitos na porgcao média da cuspide
mas sim, uma fase mais adiantada de remodelagio celular caracterizada pela
presenga de células intersticias com morfologia de fibroblastos. Acreditamos que
essa diferenca seja devido aos explantes terem sido feitos em média com 280 dias,
representando uma fase mais madura do processo de reendotelizagao.
Evidenciamos também uma menor quantidade de macréfagos na base de
implantacao da cuspide, quando comparado com a porgao média da mesma. Esses
achados corroboram com a hipétese de um padréao ascendente de remodelamento
inflamatério e migracao celular na cuspide da valva descelularizada.

ELKINS et. al. (2001), analisando os achados histolégicos de heteroenxertos
descelularizadas com 3 meses de evolucdo referem que o processo inflamatdrio
encontrado na matriz em uma fase inicial do implante nao resulta em degeneragéo

do enxerto. Sugerem que as células inflamatorias ajudam a preparar o tecido para
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subsequente repopulacao celular por fibroblastos e células musculares lisas. O
estudo também demonstra que a por¢ac média da cuspide representa uma fase
inicial do remodelamento valvar, onde é encontrada uma populagéo de macrdfagos,
que segue a uma resposta inflamatéria inespecifica composta por granulécitos. A
medida gque esta reacdo diminuiu, deu-se inicio a uma fase mais madura a qual é
representada pela populacao de células intersticiais representadas por fibroblastos e
miofibroblastos encontradas na base da cuspide.

O'BRIEN, GOLDSTEIN, WALSH, BLACK, ELKINS e CLARKE (1999) em
estudo experimental, implantaram, na via de saida do ventriculo direito de carneiros,
valvas porcinas sem suporte que passaram por processo de descelularizacéo e
criopreservacao. Constataram na analise histolégica uma forte evidéncia que as
células inflamatérias dispostas na matriz da cuspide de modo nao focal
representaram um processo de remodelamento tecidual e nao uma resposta
imunolégica.

Nos heteroenxertos descelularizados, encontramos a presenga de um padrao
confluente de células endoteliais, principalmente, na base e por¢do média da
cuspide. NUMATA, et. al. {2004) em estudo experimental com heteroenxertos
descelularizados com Triton X e explantados com 30 dias, também encontraram a
presenca de celulas endoteliais dispostas em ilhas de modo confluente.
STEINHOFF et. al. (2000) ao estudarem o comportamento biolégico dos
homoenxertos descelularizados com tripsina, encontraram um padrdo confluente de
células endoteliais na cuspide apos trés meses de implante e sugerem que nos
heteroenxertos descelularizados os achados podem ser semelhantes. ELKINS et.a!
(2001), analisando a histologia de heteroenxertos descelularizados com Tripsina, ao
contrario do sugerido, nao encontraram a presenca de células endoteliais nas
cuspides das valvas explantadas com 160 dias de evolugao. GRAUSS et. al. (2005),
em estudo comparativo do efeito de diversos métodos de descelulariza¢do na matriz
extracelular, refere que valvas tratadas com Triton X-100 ou Tripsina resultam em
perda acentuada de fibronectina e laminina as quais desempenham importante
papel na adesao, crescimento e migragao celular. O estudo conclui que o potencial
de reendotelizagdo in vivo € dependente de possiveis danos causados a matriz

pelos diferentes métodos de descelularizacao.
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Nosso estudo também demonstrou um padrao de repovoamento cefular no
conduto dos heteroenxertos descelularizados, evidenciando uma maior quantidade
de células na adventicia e na camada média, quando comparados com a camada
intima do enxerto. Na adventicia do enxerto descelularizado, ha grande quantidade
de células inflamatérias com predominio para mondécitos, circundando os vasa-
vasorum, o que suporta a hipdtese de um processo de remodelamento celular
proveniente desta regido. ELKINS et. al. (2001) sugerem que o remodelamento
celular observado no conduto é proveniente de vasos neoformados na camada
adventicia e também por contigliidade, do miocardio adjacente.

Outro achado relevante é o padrao da matriz extracelular da adventicia e da
camada meédia, onde as fibras colagenas e eldsticas integras, dispostas de modo
aleatdrio e cirucundadas por substancia liquida, conferem & organizagdo um aspecto
de matriz jovern. Na adventicia e predominantemente na camada média do enxerto
encontramos a presenga de células com morifologia para fibroblastos apresentando
como caracteristica nucleos grandes, sugestivo de células jovens. Observamos no
conduto da valva descelularizada a presenga de um padrao focal, em ilhas, de
celulas endoteliais distribuidas ao longo da superficie valvar. NUMATA et al. (2004)
ao estudarem experimentalmente o repovoamento celular dos homoenxertos
porcinos descelularizados relatam que a superficie do enxerto também encontra-se
repopulada por células endoteliais do receptor em torno de um més apds o implante.

Uma vez que o autor relata a presenga de células endoteliais na superficie
valvar com um més de implante, acreditamos ser necessaria a analise mais precoce
do padrédo histoldgico das valvas descelularizadas para melhor compreendermos o
mecanismo de reendotelizagao.

Com relacao a quantificagdo de calcio por meio de absorgdo atdmica,
encontramos maior calcificagdo nos homoenxertos criopreservados quando
comparados com os heteroenxertos descelularizados. LEYH et al. (2003) afirmam
que os debris e restos celulares, bem como os organofosforados induzem a
calcificagao precoce. A fonte dos organofosforados pode derivar dos debris celulares
e restos de DNA.

OBRIEN et al. (1999), em estudo com heteroenxertos descelularizados

afirmam que a matriz da cuspide descelularizada néc calcificou, sugerindo que
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possa haver um componente imunologico que resulte na calcificacdo dos
homoenxertos criopreservados. STTEINHOFF et. al. (2000) implantaram 4
homoenxertos descelularizados em estudo experimental em carneiros sendo que
uma valva apresentou calcificagdo que ocorreu predominantemente na 4area
subvalvar. Sugeriram que esse achado pode ser conseqiiéncia da descelularizagéo
incompleta no componente muscular do enxerto. Também associaram a calcificagao
na area subvalvar com o achado histolégico de um infiltrado leucocitario intenso em
uma fase precoce apés o implante, indicando a reacéo inflamatéria crénica como
mecanismo de base para a calcificagao.

No presente estudo também observamos a presenga de um maior nimero de
celulas inflamatorias com predominio para linfécitos na regiao subvalvar e presenca
de pequenos focos de calcificagdo proximos a linha de sutura. Supde-se que o
processo inflamatdrio encontrado nesta regiao, seja secundario ao trauma cirargico
provocado pela linha de sutura e a calcificagéo distrofica, um processo reacional ao
trauma. Também concordamos que a descelularizagdo nao proporciona uma
completa retirada das células na parte muscular no enxerto, sendo esta, outra
possivel causa para os focos de calcificagdo encontradas nesse local.

Na andlise ecocardiografica, os dois grupos apresentaram um bom
desempenho hemodindmico, demostrando que todos os enxertos apresentavam-se
livres de disfungao valvar moderada ou severa no periodo de 8 meses pds implante,
sendo que o maior valor registrado para gradientes médios foi inferior & 4,1mmHg.
GOLDSTEIN et. al. (2000) em estudo experimental com valvas descelularizadas com
Tripsina em ovinos observaram na ecocardiografia com 360 dias de pés-operatério
gradientes meédios entre 8 e 12mmHg e referem que o aumento nos gradientes
nesse periodo foi secundario ao crescimento dos carneiros gerando uma
desproporgao entre a valva implantada e o sitio receptor.

Com relagao ao didmetro valvar analisado por ecococardiografia, observamos
um aumento significativo do mesmo nos heteroenxertos descelularizados quando
comparados com os homoenxertos criopreservados. Analisando o diametro da valva
no momento do explante constatou-se que os valores obtidos no grupo HeteroD
foram maiores que no grupo HomoC. A auséncia de insuficiéncia valvar central na

analise ecocardiografica, a preservagao da matriz extracelular, constatada por meio
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6 CONCLUSOES



1. Os heteroenxertos foram repovoados por células do receptor, enquanto os
homoenxertos tornaram-se praticamente acelulares;

2. O infitrado linfocitario nos heteroenxertos descelularizados  foi
qualtativamente menos intensc do que nos homoenxertos
criopreservados;

3. As células que repovoaram os heteroenxertos pulmonares porcinos
descelularizados apresentaram aspecto morfoloégico funcional, visto a
presencga de matriz extracelular com caracteristicas jovens, com adequada
preservacdo das fibras colagenas e eldsticas, evidenciadas pelas
coloragdes de Weigert, Gomori e vimentina,

4. O aumento no didmetro dos hetercenxertos descelularizados foi
significativamente maior do que os homoenxertos criopreservados,
embora estudos mais detalhados ainda sejam necessarios para a total
compreensao deste fendmeno;

5. O conteudo de célcio encontrado nas cuspides e nos condutos das valvas
descelularizadas foi significativamente menor do que nas valvas

criopreservadas;

Considerando esses achados concluimos que o comportamento biolégico dos
heteroenxertos porcinos pulmonares descelularizados, quando implantados na via
de saida do ventriculo direito de carneiros, por periodo de até 280 dias, foi diferente

dos homoenxertos criopreservados implantados sob as mesmas condi¢oes.
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Introduction: The homografts, when used in valvar replacement surgeries, have
suitable hemodinamic function and low thromboembolism risk. Studies suggest that
homografts elicit immunological reaction against the donor cells. In order to decrease
the antigenicity, it is proposed the use of decelularizad homografts. Purpose: This
study evaluated criopreserved homografts (group HomoC) and porcine heterografts
decellularized with deoxicolic acid (group HeteroD) implanted in the right ventricular
outflow tract of juvenile sheep. Method: Ten juvenile sheeps were used and divided
into two groups. In the five animasl of group HomoC, cryopreserved pulmonary
homografts were implanted. In the five sheeps of the group HeteroD decellularized
porcine pulmonary heterografts were implanted.The technique used in the
decellularization process was deoxicolic acid 1% and ethanol 70%. The animals were
followed up for 280 days, with echocardiography in the 30" post operatory day and
lately 30 days before the explantation. The valves were evaluated macroscopcaly,
measuring the conduct diameter. Besides, they were analyzed for optic microscopy
using H.E, Gomori and weigert staning. The imunohistoquimic analysis was
performed using factor VIII, CD3, Vimentin and CD68 staning. Also, it was analyzed
the calcium quantity with atomic absortion. Results: A death happened in group
HeteroD during the 40" post operatory day. The valves of group HomoC showed
decrease in the celularity while the valves of group HeteroD showed matrix
repopulation with the cells of the receptor. The calcium analyses demonstrated more
calcification of the leaflets and the conduct of group HomoC (p<0,05). The
echocardiography pointed out normal valvar function in both groups. The valvar
medium diameter in the explantation was bigger than the valves of group HeteroD
(21,9mmHg+0,49). Conclusion: The decellularized heterografts were repopulated by
the receptor’s cells, showing low trend to calcification and presented bigger valvar
diameter when compered with cryopreserved homografis.

Key words: Decellularized. Heart valves. Sheep



