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RESUMO

INTRODUCAO: O melhor método de armazenamento para a manutencdo da
qualidade e seguranca de valvas cardiacas humanas descelularizadas ainda esta
para ser estabelecido, sendo de indiscutivel importancia ao posterior uso clinico.
Atualmente, as valvas cardiacas descelularizadas sdo mantidas em solucao salina
estéril a 2-8°C por até 6 meses. OBJETIVO: Avaliar a estabilidade da matriz
extracelular (MEC) e as caracteristicas histolégicas, microbiolégicas e biomecanicas
de valvas cardiacas humanas descelularizadas e armazenadas por 6, 12 e 18 meses.
METODOS: Um total de 70 valvas cardiacas aodrticas e pulmonares descelularizadas
pelo protocolo de descelularizacdo utilizando dodecil sulfato de sédio e acido
etilenodiamino tetra-acético (SDS-EDTA) foram analisadas através de diferentes
tempos de armazenamento (0, 6, 12 e 18 meses) por medi¢des do pH da solucéo de
estocagem, achados histologicos, analises microbioldgicas, citotoxicidade, testes
biomecanicos, analises morfométricas e quantificacdo de residuos quimicos. Os
dados continuos foram expressos como média * desvio padrdo e os dados
categoricos como frequéncia. Os dados continuos foram analisados através de
andlise univariada comparando os tempos. RESULTADOS: O pH da solucdo de
estocagem nao se alterou durante os diferentes tempos analisados e ndo houve
crescimento microbiologico até os 18 meses de armazenamento. As andlises
histolégicas ndo revelaram resultados deletérios ou sinais de degeneracao estrutural
na matriz extracelular até 12 meses de armazenamento. As propriedades
biomecanicas revelaram mudancas através dos diversos tempos em diferentes
aspectos. As valvas cardiacas humanas descelularizadas armazenadas por 18 meses
apresentaram menor resisténcia a tracdo e alongamento que aquelas armazenadas
por 12 meses (p<0,05). Os testes de bacteriostase e fungistase sugerem nao haver
atividade antimicrobiana no tecido e na solucdo de estocagem. A quantificacdo dos
residuos de antibioticos, utilizados na descontaminacdo dos tecidos, e de SDS,
utilizado no processo de descelularizagdo, mostra que mesmo presentes, a
quantidade € infima, ndo causando efeito bacteriostatico, fungistatico ou citotoxico.
Os ensaios de citotoxicidade revelaram crescimento normal de fibroblastos cultivados
com o tecido descelularizado, semelhante ao controle negativo para citotoxicidade.
CONCLUSAO: As mudancas na estrutura e na biomecanica das valvas cardiacas
humanas descelularizadas ocorrem depois de 12 meses de armazenamento.

PALAVRAS-CHAVE: Banco de tecidos cardiovasculares. Tempo de armazenamento.
Homoenxertos valvares. Valva aodrtica. Valva pulmonar. Descelularizacdo. Engenharia
de tecidos.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The ideal storage method for maintaining the quality and safety of
decellularized human heart valves is still to be established, an important issue to
subsequent clinical use. Currently, decellularized human heart valves are maintained
in sterile saline solution at 2-8°C for up to 6 months. PURPOSE: To evaluate the
stability of the extracellular matrix (ECM) and the microbiological, histological and
biomechanical characteristics of decellularized human heart valves stored for 6, 12
and 18 months. METHODS: A total of 70 aortic and pulmonary decellularized heart
valves using sodium dodecyl sulfate and ethylenediamine tetra acetic acid (SDS-
EDTA) were analyzed through different storage times (0, 6, 12 and 18 months) by pH
measurements of the stock solution, histological findings, microbiological analyzes,
cytotoxicity, biomechanical tests, morphometric analysis and quantification of chemical
residues. Continuous data were expressed as mean + standard deviation and
categorical data as frequency. Continuous data were analyzed by univariate analysis
comparing the times. RESULTS: The pH of the stock solution did not change during
the different times analyzed and there was no microbiological growth up to 18 months
of storage. Histological analyzes revealed no deleterious results or signs of structural
degeneration in the extracellular matrix until 12 months of storage. The biomechanical
properties revealed changes through different times in different aspects. The
decellularized human heart valves stored for 18 months had lower tensile strength and
elongation than those stored for 12 months (p <0.05). Bacteriostasis and fungistasis
tests suggested no antimicrobial activity in the tissue and storage solution. The
quantification of chemical residues showed that even when present, the amount is
negligible, causing no bacteriostatic, fungistatic or cytotoxic effect. Cytotoxicity assays
revealed normal growth of cultured fibroblasts with the decellularized tissue, similar to
the negative control for cytotoxicity. CONCLUSION: Changes in the structure and
biomechanics of decellularized human heart valves occur after 12 months of storage.

KEYWORDS: Heart valve bank. Shelf life. Heart valve allografts. Aortic valve.
Pulmonary valve. Decellularization. Tissue engineering.
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1 INTRODUCAO

1.1ESTRUTURA DAS VALVAS CARDIACAS

Em condi¢gBes fisioldgicas normais, as quatro valvas cardiacas (mitral,
tricuspide, adrtica e pulmonar) funcionam como estruturas mecanicas que asseguram
que o sangue circule unidirecionalmente (SILVERTHORN, 2010). O desempenho
adequado das valvas requer que todos 0s seus componentes estejam estruturalmente
intactos e trabalhando em sincronia, estabelecendo a resisténcia mecéanica necessaria
para suportar a pressao exercida pelo fluxo sanguineo na valva (SHOEN, 2005).

Microscopicamente, as valvas cardiacas apresentam células intersticiais e uma
camada de células endoteliais (SCHOEN, 2008). Sabe-se que as células intersticiais
sdo responsaveis pelo remodelamento da matriz extracelular (MEC), sendo
imprescindivel para prolongar a fungéo e a durabilidade das valvas cardiacas. Grande
parte do volume da MEC é composto pelo espaco extracelular, sendo preenchido por
uma rede complexa de macromoléculas. Esta é composta por uma grande variedade
de proteinas e de polissacarideos secretados localmente e que formam uma rede
organizada, em estreita associacdo com a superficie celular que os produz. A MEC
do tecido valvar é mais abundante do que as células ao seu redor, e isso determina
as propriedades fisicas do tecido (ALBERTS et al., 2004).

A MEC das valvas semilunares (adrtica e pulmonar) € composta por trés
camadas diferentes que sdo responsaveis pelas propriedades biomecanicas: fibrosa,
espongiosa e ventricularis. A fibrosa € formada majoritariamente por coldgeno (tipo |
e Ill) o que proporciona rigidez a tracdo. A espongiosa é formada predominantemente
por proteoglicanos que proporciona resisténcia a compressao, ja a ventricularis é
constituida basicamente por elastina que auxilia no movimento tecidual (SCHOEN,
2012; HINTON, 2011).

A MEC medeia a interacdo entre a célula e o0 microambiente circundante em
um modelo de reciprocidade dindmica, em que as células secretam os componentes
da MEC e as proteinas da MEC regulam a proliferacéo e a diferenciacao das células
para finalmente determinar a morfogénese tecidual e a homeostase no
desenvolvimento e na doenca (NELSON, 2006). A MEC ndo é apenas um
componente estrutural de qualquer tecido, ela representa um enorme reservatorio de

estimulos biofisicos e moléculas de sinalizacdo. A quantidade, a qualidade e a
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arquitetura da MEC, particularmente do colageno, da elastina e dos
glicosaminoglicanos (GAGS), determinam a durabilidade da valva (SCHOEN, 2012).

As células intersticiais sao o tipo celular mais abundante em valvas cardiacas
normais e estao distribuidas ao longo de todas as camadas; elas séo cruciais para a
funcdo valvar. Através da sua capacidade em sintetizar MEC e expressar enzimas que
degradam a matriz (incluindo as metaloproteinases de matriz e seus inibidores) que
remodelam o colageno e outros componentes da matriz (DREGER et al., 2006) elas
continuamente reparam os danos funcionais do colageno e de outros componentes
da MEC e medeiam o remodelamento da matriz na adaptacdo e doenca. Ja as células
endoteliais alinham as superficies de contato do sangue com as valvas e sdo cruciais
para o desenvolvimento valvar. Os principais componentes e estruturas valvares estao
representados na figura 1 (SCHOEN, 2012).

Células endoteliais

Celulas intersticiais valvulares
\- Fibrosa

Colageno —_r

- Espongiosa

Células intersticiais valvulares —& & = B e .
L > # = L Ventricularis
Elastina 5 g >

« ; . >

Células endoteliais

Figura 1. Representacdo esquematica dos principais componentes celulares e da matriz extracelular
da cuspide da valva cardiaca. (Adaptado de Schoen, 2012).

1.2DOENCAS CARDIOVASCULARES
As doencas cardiovasculares (DCV) englobam as doencas cardiacas,
vasculares cerebrais e vasculares periféricas, afetam pessoas de todas as idades e
grupos populacionais e sao a principal causa de morte em todo o mundo. Segundo a
Organiza¢do Mundial de Saude, mais de trés quartos das mortes por DCV ocorrem

em paises de baixa e média renda (WHO, 2015).
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No Brasil, as DCV tem sido a principal causa de morte desde o final da década
de 1960. Duas tendéncias importantes contribuiram para manter esse ranking nas
ltimas duas décadas (SCHMIDT et al., 2011). A primeira é a ocorréncia de mudancas
no estilo de vida relacionadas a urbanizacéo e a globalizacdo, como maior ingestao
calorica e menor gasto energético (SCHMIDT et al., 2011; MONTEIRO et al., 2011).
A segunda é o rapido envelhecimento populacional causado pela maior expectativa
de vida e menor fertilidade (RIBEIRO et al., 2016), associados a crescente prevaléncia
de fatores de risco como hipertenséo, dislipidemias, tabagismo e diabetes mellitus
(O'DONNELL, 2014; LOTUFO, 2015).

1.3VALVOPATIAS

Diversas patologias, incluindo defeitos congénitos, febre reumatica,
degeneracdo mixomatosa, calcificacdo valvar, processos infecciosos, entre outras,
podem danificar a estrutura de uma ou mais valvas, causando a estenose ou a
insuficiéncia valvar. Nos casos de estenose, as valvas ndo se abrem adequadamente,
com consequente obstrucdo do fluxo sanguineo. Ja nas insuficiéncias, as valvas néo
se fecham de forma apropriada, permitindo o refluxo sanguineo (SCHOEN, 2012).

Enquanto no Brasil e demais paises em desenvolvimento a principal causa da
estenose mitral (EM) é a febre reumatica, nos paises desenvolvidos observa-se
aumento da incidéncia de EM degenerativa, associada a calcificacdo do anel mitral e
gue se desenvolve em pacientes idosos (TARASOUTCHI et al., 2017).

As alteracdes do mecanismo valvar diminuem o rendimento e a eficiéncia do
miocardio e resultam em importante sobrecarga deste. Dessa forma, pacientes com
lesGes valvares tornam-se progressivamente limitados, com sinais e sintomas de
insuficiéncia cardiaca e arritmia, e finalmente morrem se nao tratados adequadamente
(SCHOEN, 2012; BRINKLEY et al., 2013).

Aproximadamente 2,5% da populacdo dos Estados Unidos é afetada pelas
valvopatias (BRINKLEY et al., 2013), e a prevaléncia aumenta com a idade, atingindo
mais de 13% da populacao a partir dos 75 anos de idade (NKOMO et al., 2006). Cerca
de 300 mil cirurgias para substituicdo valvar sédo realizadas no mundo anualmente
devido as valvopatias cardiacas (CIUBOTARU et al., 2013). No Brasil, a doenca valvar
representa uma significativa parcela das internagdes por DCV e, diferentemente de
paises mais desenvolvidos, a febre reumatica € a principal etiologia sendo
responsavel por até 70% dos casos. De acordo com os dados do Ministério da Saude,

em 2011, foram realizadas 27.284 cirurgias cardiacas de troca valvar (MS, 2012). Ja
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em 2013, foram registradas 5.169 internagfes no SUS por causa da febre reumatica
aguda e 8.841 por causa de cardiopatia reumatica crbnica, a um custo total de R$ 103
milhdes, principalmente para realizagdo de cirurgias valvares cardiacas (RIBEIRO et
al., 2016).

Embora os pacientes com valvopatias possam ser manejados clinicamente,
procedimentos invasivos sao os tratamentos definitivos (TARASOUTCHI et al., 2011).
Apesar da prevaléncia de tais doencas ser baixa, se comparada as doencas
coronarias, a necessidade de um longo periodo de acompanhamento e o0 proprio custo
do tratamento faz com que o seu impacto econémico nos sistemas de salude seja
bastante elevado (COFFEY et al., 2016). Aléem disso, a significativa associacao entre
valvopatias e idade, combinada ao rapido envelhecimento da populacéo ao redor do
mundo, faz com que as valvopatias sejam descritas como a “proxima epidemia
cardiaca” (D’ARCY et al., 2011). Devido ao envelhecimento da populacéo, espera-se
que o nimero de pacientes com valvopatias que necessitam de substituicdo valvar
aumente, atingindo mais de 800.000 procedimentos anuais em todo o mundo até 2050
(YACOUB & TAKKENBERG, 2005).

1.4 SUBSTITUTOS VALVARES

Nos pacientes que apresentam indicacdo de tratamento cirdrgico das
valvopatias, o cirurgido precisa decidir qual sera o substituto valvar (SOUZA, 2012;
SODIAN et al., 2000). As principais op¢des de substitutos valvares incluem: valvulas
mecanicas, bioproteses (Figura 2) e valvas cardiacas humanas (Figura 3).
Independentemente do tipo escolhido, o substituto ideal deve ser semelhante a valva
nativa, permitindo o fluxo continuo de sangue quando aberta, mas evitando o fluxo
contrario (regurgitacdo) quando fechada. A valva de substituicdo também néao deve
causar fluxo sanguineo turbulento, promover hemdlise ou ativar a cascata de
coagulacdo. Além disso, necessita ser biocompativel, com superficies nao
trombogénicas, de facil implantagdo e boa durabilidade para o tempo de vida do
paciente, uma vez que é fundamental evitar repetidas operacdes devido a falha do
dispositivo. Finalmente, a valva ideal ndo afetaria o dia-a-dia do paciente, evitando o
uso de terapias de anticoagulantes (SCHOEN & LEVY, 1999).
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Figura 2. Diferentes tipos de préteses valvares. A: valvula mecéanica de duplo folheto (St Jude); B:
valvula de disco basculante (Medtronic Hall); C: valvula de esfera enjaulada (Starr-Edwards); D:
bioproteses porcinas com sustentagdo (Medtronic Mosaic); E: biopréteses de pericardio com
sustentacdo (Carpentier-Edwards Magna); F: bioproteses porcinas sem sustentacdo (Medtronic
Freestyle); G: bioprotese baldo-expansivel (Edwards Sapien); H: prétese bioldgica percutanea auto-
expansivel (CoreValve). Fonte: Pibarot e Dumesnil, 2009.

As valvulas mecanicas e as biopréteses sao duraveis e funcionais, mas ainda
nao sao o substituto valvar ideal, pois possuem limitagdes significativas como riscos
de complicagBes tromboembdlicas, degenerativas e infecciosas (SODIAN et al.,
2000). A protese mecanica tem a vantagem de sua longa durabilidade, mas exige o
uso continuo de anticoagulantes. Portanto, devem ser considerados: perfil social do
paciente, presenca de comorbidades, historia prévia de sangramentos e possibilidade
de gestacdo. Os maiores riscos com as proteses mecanicas compreendem,
sobretudo, os eventos tromboembolicos - trombose da protese e complicacdes
hemorragicas - pelo uso obrigatério e continuo dos anticoagulantes (BROWN et al.,
2009; CANNEGIETER et al., 1995).

As bioproteses sdo montadas em anéis flexiveis com tecidos de origem porcina
e bovina, dispensam o uso de anticoagulantes e sdo caracterizadas pela baixa
trombogenicidade, bom desempenho hemodindmico e auséncia de ruido. As
biopréteses de ultima geracédo recebem tratamento antimineralizagcdo para reduzir o
risco de calcificagdo (CHIKWE et al., 2010; HUMAN & ZILLA, 2001). No entanto, suas
limitacbes estdo relacionadas a durabilidade, especialmente ligada a ruptura e a
calcificagdo, o que condiciona os pacientes a reoperacdo, com seus custos e riscos
associados (SMEDIRA et al., 2006). Quando implantadas em valvopatas com idade
igual ou superior a 65 anos, as proteses biologicas tém baixo risco de falha estrutural
e, portanto, reduzem drasticamente a necessidade de nova operacao. Nos pacientes
com idade inferior a 60 anos, os efeitos da degeneracao estrutural, como fibrose e

calcificacdo, induzem a obstrugéo e ruptura, comprometendo sua fungéo entre sete e
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15 anos, implicando sua substituicdo. Os fatores que aumentam a probabilidade de
reoperacao sdo a baixa idade no momento do implante e a duracédo do implante da
protese (TARASOUTCHI et al., 2011).

Apesar de todas as vantagens inerentes as préteses mecanicas e bioldgicas, a
incapacidade de crescimento e remodelamento depois do implante e, ainda, o fato de
iniciarem a degradacdo imediatamente ap0s o implante justifica a busca por
substitutos valvares mais fisioldgicos e de melhor qualidade (SEWELL-LOFTIN et al.,
2011). A engenharia de tecidos representa, desta forma, um caminho em evolucao
com capacidade para ultrapassar as limitagcdes existentes, através da criagdo de uma
valva que previna a resposta imunoldgica e promova 0 crescimento, remodelacéo e
reparo in vivo (MOL et al., 2009).

A

Figura 3. Valvas cardiacas humanas provenientes de doadores cadaveres. Valva adrtica fresca (A);
Valva pulmonar fresca (B). Fonte: adaptado de www.cryolife.com

Valvas cardiacas humanas (Figura 3) sao utilizadas como substitutos valvares
desde 1962 (ROSS, 1962) e apresentam algumas vantagens em relacdo as proteses
convencionais, como o desempenho hemodinamico fisiologico com fluxo sanguineo
central e laminar, incidéncia quase nula de tromboembolismo, dispensando o uso de
anticoagulantes, e maior resisténcia a infec¢cdes. Essas caracteristicas resultam em
melhor qualidade de vida no pds-operatoério, e, em alguns casos, maior sobrevida
tardia (O'BRIEN et al., 2001).

Além da melhor qualidade de vida, o desempenho hemodinamico fisiolégico
das valvas cardiacas humanas propicia melhor regressdo da hipertrofia ventricular
esquerda, o0 que resulta em maior sobrevida tardia nos pacientes operados. Esse
aspecto € de extrema importancia na selecdo do substituto valvar mais apropriado,
especialmente em pacientes jovens (O'BRIEN et al., 2001; O'BRIEN et al., 1995).

Por ndo apresentarem anéis rigidos de suporte, as valvas cardiacas humanas

apresentam adequado desempenho hemodindmico e constituem uma boa opcéao
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técnica para pacientes com anel aértico pequeno. Além disso, pacientes atletas ou
com atividade fisica intensa podem se beneficiar do uso destas valvas com melhores
caracteristicas hemodinamicas. Outra indicacéo para o emprego de valvas cardiacas
humanas é a endocardite infecciosa. Ja foi bem demonstrado que estas sédo bastante
resistentes a infeccdo, e seu emprego nessa condi¢cdo € vantajoso, especialmente
naqueles pacientes com abscessos e destruicdo importante da raiz adrtica. A
incidéncia de complicacdes tromboembolicas com valvas cardiacas humanas € menor
que a das bioproteses, 0 que torna seu uso mais apropriado em pacientes com
contraindicacdo ao uso de anticoagulantes. A valva cardiaca humana apresenta
algumas vantagens sobre 0s outros substitutos por ser um tecido homologo sadio e
possuir anatomia e estrutura capazes de desempenhar a fungéo valvar o mais proximo
do ideal (DA COSTA et al., 2009; SAID et al., 2014).

O emprego das valvas cardiacas humanas, contudo, também tem limitacées e
desvantagens. Sua disponibilidade é limitada e a logistica de transporte é mais
complicada. Aléem disso, mesmo com o controle de qualidade aprimorado dos bancos
de tecidos, os riscos de doencas transmissiveis ndo sédo nulos (SCHMID et al., 1996;
WARWICK et al., 2008). Os maiores impedimentos para 0 uso mais abrangente destas
valvas devem-se a complexidade técnica tanto da cirurgia inicial como da reoperagéo
em caso de faléncia estrutural da mesma (TARASOUTCHI et al., 2011).

A durabilidade do tecido viavel celularizado depende de uma variedade de
fatores, incluindo a idade do receptor e do doador, o tamanho e o tipo da valva, o
processo de criopreservacdo e o0 desenvolvimento de respostas imunoldgicas
(MEYNS et al., 2005). Normalmente, a valva cardiaca adrtica homéloga apresenta
deterioracdo estrutural significativa que comeca apos 10 anos do implante e poucas
delas duram mais de 20 anos. Além disso, em pacientes jovens, ha uma degeneracéo
antecipada associada a uma resposta imune mais agressiva (MEYNS et al., 2005;
TROOST et al.,, 2007). Elementos celulares antigénicos presentes nas valvas
cardiacas humanas e uma resposta imune com intensa reacao inflamatéria podem ser
0s responsaveis pelo processo de calcificacdo e estenose (TROOST et al., 2007,
MENDELSON et al., 2006).

Existem diferentes opgbes eficazes, mas cada tipo de substituto valvar tem
suas limitagcbes (VAHANIAN et al.,, 2012). No futuro, essas limitacbes podem ser

reduzidas com as tecnologias emergentes no campo das intervencdes valvulares
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cardiacas, como valvas cardiacas de engenharia de tecidos e métodos menos
invasivos de implantacdo (HUYGENS et al., 2018).
1.5 DESCELULARIZACAO

A descelularizacdo é uma técnica da engenharia de tecidos que consiste na
remocdo do material celular, porém preservando a composicao, atividade biologica e
integridade mecéanica da MEC remanescente (GILBERT et al., 2006; CRAPO et al,
2011). Na pratica, isso significa maximizar a remocao do material celular e minimizar
a perda da MEC.

E bem estabelecido que a maior fonte de antigenicidade dos tecidos valvares
se concentra nos seus elementos celulares, resultando em uma resposta imune
degenerativa com comprometimento estrutural da valva (BADYLAK et al., 2008). No
caso das valvas cardiacas humanas a presenca de antigenos HLA (Human Leukocyte
Antigens) nas células pode intensificar uma resposta imune aguda (ELKINS et al.,
2001; HAWKINS et al., 2003).

Desta forma a completa remocao das células foi uma das soluc¢des tecnoldgicas
promissoras na confec¢ao de um substituto valvar, que pode ser integrado ao receptor
(SCHMIDT et al., 2000). A partir dos dados de O’Brien et al. (1999) tém sido propostos
diversos tratamentos quimicos com capacidade de descelularizar as cuspides e as
paredes arteriais dos condutos valvares, incluindo o uso de tripsina, dodecil sulfato de
sédio (SDS), octilphenoxietoxietanol (Triton X-100), acido deoxicolico, solugcdes hipo
e hipertonicas, enzimas como a RNAse e DNAse, etanol e o glicerol. Independente da
metodologia empregada, o objetivo final € o de se obter um tecido acelular, sem
danificar os componentes da MEC, criando a condicdo de ser repovoada por células
do hospedeiro (GILBERT et al., 2006).

Estudos experimentais in vitro demonstraram a capacidade de repovoamento
de matrizes valvares descelularizadas. Ja as analises in vivo sugerem que a MEC
acelular é passivel de remodelamento através de repovoamento e producdo de novas
fibras de MEC (ZELTINGER et al., 2001; BADYLAK et al., 2002).

Um dos fatores que afeta diretamente a funcionalidade da valva cardiaca
descelularizada é a capacidade em ser remodelada integrando-se aos tecidos do
receptor, sugerindo uma revitalizacdo, a qual pode ser mediada pela adeséo das
células do receptor formando estruturas como microvasos e reorganizacdo da camada

muscular. A biocompatibilidade e imunogenicidade sao parametros que podem
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interferir no remodelamento das valvas cardiacas descelularizadas (MCGROGAN et
al., 2014; KNEIB et al., 2012).

As caracteristicas essenciais de um substituto valvar relacionam-se
diretamente com a estrutura e organizagdo da MEC (FAULK et al., 2014). A avaliagcéo
funcional dos substitutos valvares € a mais relevante, porém outras avaliagdes podem
ser preditivas do funcionamento valvar e do comportamento biolégico, em especial a
integridade da MEC (MORONI et al. 2014; HAYKAL et al., 2012; MA et al., 2013;
PARTIGTON et al., 2013; MOO et al., 2014).

O objetivo de qualquer protocolo de descelularizacdo € remover o material
celular e nuclear, preservando a composicdo, a atividade biolégica e a integridade
mecanica da MEC restante. Além disso, as substancias utilizadas neste processo
precisam ter minimo efeito residual, para ndo promover a citotoxicidade nas valvas
cardiacas humanas, dificultando o crescimento celular ap6s o implante no organismo
(GILBERT et al., 2006).

A eficacia de um protocolo de descelularizacdo ndo pode ser verificada apenas
pelo seu potencial de remoc&o celular. E de suma importancia que, nesse processo,
a composicdo biomecanica e a organizagao estrutural da MEC sejam mantidas ao
maximo (GILBERT et al., 2006; LIAO et al., 2008; CRAPO et al. 2011). Partindo do
pressuposto de que todo e qualquer método de remocao celular depreende, na MEC,
algum nivel de dano estrutural, deve-se optar pela utilizacdo de processos menos
agressivos que reduzam os efeitos indesejaveis na estrutura e integridade da MEC
(GILBERT et al., 2006; CRAPO et al. 2011; HUDSON et al., 2004).

A MEC de valvas descelularizadas, de origem alogénica, representa um molde
tridimensional apropriado para a engenharia de tecidos de valvas cardiacas, uma vez
gue demonstra a capacidade de crescimento, remodelamento e reparagao dentro do
receptor (DAINESE et al., 2012).

A remocao dos componentes e detritos celulares podem reduzir as reacdes
imunoldgicas responsaveis pela deterioracdo da valva (SCHOEN et al.,, 2008;
CEBOTARI et al., 2006). Varios métodos tém sido utilizados para a descelularizacao
de valvas cardiacas, a maioria dos quais foram aplicados em xenoenxertos, no
entanto os resultados ndo tém sido uniformes no que diz respeito a descelularizacéo
e a manutencdo da estrutura da MEC (GILBERT et al., 2006; GRAUSS et al., 2003).
Esta situacao se deve, em parte, ao fato que o processo de descelularizacdo pode
também conduzir a uma remocao de componentes da MEC, tais como os GAGS, 0s
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quais desempenham um papel importante tanto na hidratagdo e maleabilidade
tecidual como na prevencdo da calcificacdo. Além disso, um processo eficiente de
descelularizacdo ndo deve alterar a histoarquitetura da valva cardiaca, nem afetar
negativamente qualquer interacdo entre as células com os componentes da MEC
(Figura 4) (SCHOEN, 2008).
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Figura 4. Principais etapas da producao de valvas cardiacas humanas descelularizadas. O coracao é
obtido do doador cadaver e € realizada a disseccdo para obtengdo das valvas (A); as valvas sédo
descelularizadas com a solugdo PUC-I (B); Obtencao da valva cardiaca humana descelularizada (C);
Implante da valva no receptor (D). Fonte: adaptado de www1.folha.uol.com.br

1.6 ARMAZENAMENTO DE VALVAS CARDIACAS HUMANAS

Os diferentes métodos utilizados para a preservacdo de tecidos variam de
acordo com os tecidos e com o0 propdsito de seu uso. O objetivo principal da
preservacdo de tecidos biologicos € que o0 mesmo conserve as propriedades
biol6gicas e mecénicas.

O melhor método de conservacédo para estocagem, priorizando a qualidade e a
seguranca do tecido ainda ndo estd bem definido. Diferentes protocolos de
preservacao para tecidos tém sido descritos, utilizando o glutaraldeido (SALLES et al.,
1998), o glicerol (PARKER et al., 1978), o etanol+glicerol+polietilenoglicol (CHEUNG
et al.,, 2001), a fresco em temperatura de 4°C (ANDERSON e HANCOCK, 1976;
THOMSON, 1980) e a criopreservacdo (O'BRIEN et al.,, 1987a; O'BRIEN et al.,
1987D).

A criopreservacdo tem a vantagem da estocagem por longos periodos,
entretanto, pode ocorrer deterioracdo e calcificacdo devido a formacdo de gelo
intersticial (BROCKBANK et al., 2000; SCHENKE-LAYLAND et al., 2006; VILLALBA
et al., 2001). Esta condi¢do pode impactar na durabilidade do tecido pés-implante.

No caso especifico das valvas cardiacas humanas descelularizadas, 0 método
de conservacéo consiste no armazenamento em solucao salina estéril a temperaturas

entre 2-8°C, denominado armazenamento hipotérmico, por até 6 meses, seguindo a
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Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA, RDC N° 55, de 11/12/2015 (BRASIL,
2015).
1.7USO CLINICO DAS VALVAS CARDIACAS HUMANAS
DESCELULARIZADAS

A engenharia de tecidos de valvas cardiacas representa uma alternativa para
o0 uso de valvulas mecéanicas e bioldgicas, oferecendo valvas cardiacas humanas
vidveis, ndo imunogénicas e biologicamente ativas (CEBOTARI et al., 2006).

Pesquisas recentes tém proposto que a descelularizacdo possa ser um método
alternativo de processamento das valvas cardiacas humanas tanto em estudos pré-
clinicos (CHEN et al., 2008; BARAKI et al., 2012; HONGE et al., 2011; TUDORACHE
et al., 2007; BARBERA et al., 2013) quanto em estudos clinicos (DA COSTA et al.,
2014; ZEHR et al., 2005; DA COSTA et al., 2010; DOHMEN, 2011; CEBOTARI et al.,
2011; TUDORACHE et al., 2013). Ha fortes evidéncias de que a eliminacdo das
células da MEC valvar diminui significativamente as respostas imunoldgicas em
receptores valvares (HAWKINS et al., 2003; KNEIB et al., 2012; DA COSTA et al.,
2005). Ao retirar todas as células das cuspides valvares e da parede arterial do
conduto, obtém-se uma matriz acelular, inerte do ponto de vista imunologico. Assim,
estes tecidos apresentam, pelo menos em teoria, maior potencial de durabilidade e
regeneracao, o que evitaria a necessidade de reoperacdes (BARAKI et al., 2012; DA
COSTA et al., 2010; CEBOTARI et al., 2011).

As valvas cardiacas humanas descelularizadas ja estdo em uso clinico, em
especial para substituicdo da via de saida do ventriculo direito e para a cirurgia de
Ross, com bom resultado funcional em médio prazo. Estes estudos vém
demonstrando que os tecidos descelularizados tem resultados superiores quando
comparados aos tecidos criopreservados (DA COSTA et al., 2014).

Os resultados imediatos e de médio prazo do uso de valvas cardiacas humanas
descelularizadas sé@o pelo menos tdo bons quanto os de valvas cardiacas humanas
criopreservadas com taxas de explante e degeneracdo mais baixos do que as
criopreservadas convencionalmente (DA COSTA et al., 2009; CEBOTARI et al., 2011,
RUZMETOV et al., 2012). A taxa de reoperacdes de valvas cardiacas humanas
convencionais atinge de 20% a 30% dos pacientes apés 5 anos, enquanto as taxas
de reoperacdo utilizando as descelularizadas é de 0% a 10% apoés 5 anos (CEBOTARI
et al., 2011; RUZMETOV et al., 2012).



25

1.8ESTUDOS DE ESTABILIDADE

Entre o processamento de descelulariza¢do da valva cardiaca humana e seu
uso clinico, transcorrera um inevitavel periodo de tempo até que todas as analises
(documentacao do doador, sorologia e microbiologia) estejam prontas. Além disso,
esta valva pode permanecer em estoque caso nao seja utilizada imediatamente. Este
periodo é conhecido como prazo de validade ou shelf life, e pode afetar a integridade
da valva bem como seu desempenho a longo prazo (JULIEN et al., 1997). O prazo de
validade é definido como o tempo, desde a sua fabricacdo, em que um produto
mantém suas caracteristicas de qualidade dentro de padrdes estabelecidos por lei
e/ou aceitaveis por parte do consumidor.

Conforme a Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA, RDC N° 50, de
20/09/2011, para estabelecer o prazo de validade de produtos biolégicos somente
serdo aceitos estudos de estabilidade de longa duracdo (BRASIL, 2010).

Estudos de estabilidade de longa duracdo séo experimentos conduzidos em
condicOes pré-estabelecidas de temperatura e umidade, que devem representar um
modelo das condi¢cdes climaticas no ambiente em que os produtos serdo
transportados e armazenados durante seu prazo de validade. Tém como objetivo
comprovar o0os prazos de validade estimados. Alguns aspectos devem ser
considerados como a conservacao das propriedades fisicas (aspecto, cor, odor,
uniformidade), a integridade da estrutura quimica sem alteragcbes do pH e as
caracteristicas microbiologicas, garantindo o cumprimento das Boas Praticas de
Fabricacdo (ORIQUI et al., 2013). As amostras, em numero necessario para a
realizacdo dos diversos ensaios no periodo definido, neste caso, deverdo ser
mantidas em condicbes normais de armazenagem, e a frequéncia das avaliacbes
deve ser feita caso a caso, conforme o tipo de produto e prazo de validade estimado.
Se for desejada a ampliacdo do prazo de validade, deve-se acompanhar o produto
por mais tempo. Os estudos de estabilidade acelerada, projetados para acelerar as
degradacdes quimicas, biolégicas e/ou mudancas fisicas de um produto biolégico em
condi¢cbes forcadas de armazenamento, sO servem para estimar o tempo (BRASIL,
2010).

Os produtos biol6gicos sdo, na sua maioria, constituidos por moléculas
proteicas altamente complexas. A estrutura das proteinas é altamente sensivel a

diversos fatores ambientais e fisico-quimicos.
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Com a finalidade de garantir a integridade quimica, fisica, microbioldgica e
funcional das valvas cardiacas humanas descelularizadas, sob influéncia dos fatores
ambientais em funcdo do tempo, este projeto propde o0 estudo da estabilidade
bioldgica de longa duracao e dos limites aceitaveis de residuos quimicos com o intuito

de complementar as determinagdes existentes nos dispositivos legais.
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2 JUSTIFICATIVA

Novas tecnologias de processamento tecidual indicam a descelularizacao
como a opcao adequada para remover oS componentes e detritos celulares
responsaveis pela deterioracéo in vivo dos tecidos. Porém nao se sabe se os tecidos
cardiovasculares descelularizados conservam as caracteristicas anatdbmicas e
histomorfologicas da MEC, mantendo uma estrutura susceptivel ao repovoamento,
durante o armazenamento a longo prazo.

Dentre as diversas questdes, a estocagem de tecidos cardiovasculares
descelularizados sem perda da estrutura e funcéo biologica € de suma importancia
para os Bancos de Tecidos que tém como atribuicbes garantir a qualidade e a
seguranca dos tecidos humanos disponibilizados para uso terapéutico.

As valvas cardiacas humanas descelularizadas sdo mantidas em solucéo
salina estéril a 2-8°C por até 6 meses. Invariavelmente ha perda de tecidos por
expiracao deste prazo, pois além das caracteristicas anatdmicas das valvas cardiacas
nao se enquadrarem em todos os pacientes, ainda é necessario tempo para andlise
documental, soroldgica e microbiol6gica do doador e seus tecidos. Considerando o
alto custo empregado no processamento de tecidos cardiovasculares, seja de
materiais ou de mao de obra especializada, sdo necessarios estudos que possibilitem
0 aumento do tempo de expiracdo destas valvas. Um estudo demonstrando a
possibilidade de aumento deste tempo de expiracdo reduzira os desperdicios das
valvas cardiacas humanas doadas e, por conseguinte, dos materiais utilizados no
processo, incluindo descontaminacdo, descelularizacdo, exames soroldgicos e

microbiolégicos, principalmente num pais em desenvolvimento como o Brasil.
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3 OBJETIVOS

3.10BJETIVO GERAL

Avaliar a estabilidade e integridade da MEC de valvas cardiacas humanas
submetidas ao processo de descelularizacdo e armazenadas por 6, 12 e 18 meses.
3.20BJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar macroscopicamente a valva cardiaca humana descelularizada
imediatamente apds a descelularizacao (tempo 0) e comparar ap0s estocagem
por 6 meses, 12 meses e 18 meses;

» Avaliar alteracbes de pH da solucdo de estocagem imediatamente apds a
descelularizacdo (tempo 0) e apds estocagem por 6 meses, 12 meses e 18
meses;

* Avaliar a integridade da matriz extracelular de valvas cardiacas humanas
descelularizadas por analise histologica imediatamente apds a
descelularizacdo (tempo 0) e apds estocagem por 6 meses, 12 meses e 18
meses;

* Analisar a presenca/auséncia de bactérias e fungos nas amostras de meio de
cultura microbiolégica convencional imediatamente apds a descelularizacéao
(tempo 0) e apds estocagem por 6 meses, 12 meses e 18 meses;

* Identificar e quantificar a presenca de residuos quimicos do processo de
descontaminacao com antibiéticos e do processo de descelularizagéo;

* Analisar a citotoxicidade de valvas cardiacas humanas descelularizadas
imediatamente apds a descelularizacdo (tempo 0) e apOs estocagem por 6
meses, 12 meses e 18 meses;

* Realizar testes biomecanicos de tracdo e alongamento em valvas cardiacas
humanas descelularizadas imediatamente apds a descelularizacéo (tempo 0) e

ap0s estocagem por 6 meses, 12 meses e 18 meses.
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4 METODOLOGIA

Foram utilizadas 70 valvas aodrticas e pulmonares humanas descelularizadas
provenientes de doadores cadaveres que nao foram liberadas para uso clinico (tempo
0) ou tiveram seu prazo de validade expirado (tempo 6, 12 e 18 meses), respeitando-
se os critérios estabelecidos na Resolucdo da Diretoria Colegiada da ANVISA, RDC
N° 55, de 11/12/2015, publicada no Diario Oficial da Unido em 14/12/2015, que dispde
sobre as Boas Praticas em Tecidos Humanos para uso terapéutico (Brasil, 2015), bem
como a portaria n°® 2.600/GM de 21 de outubro de 2009 que estabelece o regulamento
técnico do Sistema Nacional de Transplantes (Brasil, 2009). As valvas foram
analisadas imediatamente apds a descelularizacdo (tempo 0) e apds estocagem por
6, 12 e 18 meses. Este estudo foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da
Pontificia Universidade Catdlica (aprovacao n° 1.455.773).

4.1 DISSECCAO DOS CORACOES PARA OBTENCAO DAS VALVAS

AORTICA E PULMONAR

Os coracgdes foram submetidos a lavagens sucessivas com solucdo salina
estéril a 4°C até sua completa limpeza. Com o auxilio de bisturi e tesoura, a
musculatura da via de saida proximal do ventriculo direito foi dissecada, deixando uma
borda muscular de 2 a 3 cm fazendo a transeccéo distal do tronco da artéria pulmonar
2 a 3 cm acima das comissuras das valvas adrtica e pulmonar. A camada adventicia
e o tecido gorduroso periadventicial foram cuidadosamente dissecados em toda a
extensdo do conduto arterial. As valvas cardiacas foram acondicionadas em frasco
com tampa contendo solucdo composta de 500mL de meio RPMI (Sigma-Aldrich,
Saint Louis, Estados Unidos) acrescido de 240ug/mL de cefoxitina (Blau, Cotia,
Brasil), 120ug/mL de lincomicina (NeoQuimica, Anapolis, Brasil), 50ug/mL de
vancomicina (Teuto, Anapolis, Brasil) e 100ug/mL de polimixina B (Eurofarma, Séo
Paulo, Brasil), seguindo protocolo de descontaminacéo estabelecido pelo Alabama
Tissue Center (Birmingham — Alabama — USA) e utilizado no Banco de Tecidos
Humanos da PUCPR.

4.2 DESCELULARIZACAO

Para a descelularizacdo, foram utilizados 200 mL da solucdo 0,1% de SDS
(Sigma-Aldrich) e 0,02% de EDTA (Sigma-Aldrich) sob agitacao constante a 80 rpm,
em temperatura controlada a 22°C, por um periodo de 24 horas, com troca da solucéo
a cada 3 horas nas primeiras 6 horas. Decorrido este tempo, as valvas cardiacas

foram lavadas com solugdo salina a temperatura ambiente por 30 minutos e entéo
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imersas em &lcool de cereais 70% (Formédica, Curitiba, Brasil) sob agitacdo constante
a 80 rpm, em temperatura controlada a 22°C, por um periodo de 24 horas. Apés este
periodo, as valvas cardiacas foram lavadas com solucdo salina estéril, uma vez ao
dia, por um periodo de 10 dias, visando a remoc¢ao do detergente e debris celulares.
Todas as valvas cardiacas humanas descelularizadas que entraram neste
estudo foram analisadas previamente e apresentaram auséncia de microrganismos
viaveis confirmada pelos testes de esterilidade preconizados pela Farmacopeia
Brasileira (ANVISA, 2010).
4.3ARMAZENAMENTO
As valvas cardiacas humanas descelularizadas foram estocadas em frascos
inertes, impermeaveis e autoclavaveis de policarbonato (Corning, Nova lorque,
Estados Unidos) submersas em 200mL de solucéo salina estéril. Os frascos contendo
as valvas foram mantidas em refrigerador com temperatura controlada (2-8°C)
conforme o tempo de analise para o estudo (tempo 0, 6, 12 e 18 meses).
4.4 ANALISE MACROSCOPICA E TATIL
Durante os diferentes tempos de armazenamento, todas as 70 valvas com suas
solugbes de armazenamento e embalagens foram avaliadas em relagéo ao aspecto
visual e tatil. Em relac@o ao aspecto visual das valvas foram analisados a forma e a
cor. Em relacdo ao aspecto tatil foram analisados a consisténcia e a superficie. A
solucéo de estocagem foi avaliada em relacdo ao volume, a cor e a opacidade. A
embalagem e a etiqueta foram analisadas em relacdo a integridade. Estes testes
foram realizados por um Unico avaliador sem conhecimento prévio do tempo de
armazenamento das valvas analisadas.
4.5pH
O valor de pH da solucdo de estocagem foi obtido pelo método da
potenciometria direta, utilizando um pHmetro digital (Gehaka, Sao Paulo, Brasil),
circuito potenciometro acoplado a um eletrodo combinado de vidro. Inicialmente o
aparelho foi calibrado com soluc¢des tampéo (pH4,0 e pH7,0). Neste parametro leva-
se em consideracao a concentracao de ions hidrogénio (H*) que determina o indice
de concentracdo numa faixa que vai de 0 a 14, sendo considerada &cida (quando
pH<7); neutra (quando pH=7) e basica (quando pH>7). Foram realizadas 3 leituras
consecutivas de sete solucdes de armazenamento no tempo imediato e de 19
solucdes nos demais tempos analisados. Os valores obtidos no visor do equipamento

foram registrados em planilha.
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4.6 ANALISE HISTOLOGICA

Para a andlise histoldgica foram utilizadas 6 valvas cardiacas humanas
descelularizadas, sendo 3 adrticas e 3 pulmonares, de onde foram coletadas amostras
longitudinais com 0,5cm de largura compostas de conduto e cuspide. Estas amostras
foram fixadas com formalina 10%, embebidas em parafina e seccionadas em cortes
de 4 uym. Para esta andlise foram realizadas as colora¢cées de hematoxilina-eosina
(HE) e pentacromico de Russel-Movat's (PRM).

Os cortes corados pelo HE foram usados para verificar a organizacao geral do
tecido. Os nucleos foram corados em azul e o citoplasma, as fibras colagenas e
elasticas em rosa. Os cortes corados pelo PRM foram usados para verificar a
composicdo da MEC. As fibras elasticas e nucleo celular foram corados em preto, as
fibras colagenas em amarelo, os GAGs livres em azul, os GAGs ligados ao colageno
em verde, o citoplasma em rosa e a fibrina, as proteinas sollveis coaguladas e o
muasculo em vermelho. As laminas foram observadas em microscépio Optico
(Olympus™ BX51, Toquio, Japao) e digitalizadas no scanner Axio Scan.Z1 (Carl Zeiss
- Oberkochen, Alemanha).

4.7 ANALISE MICROBIOLOGICA

Amostras para culturas bacterioldgicas e micolédgicas da solugédo de estocagem
foram coletadas de todos os 70 frascos contendo as valvas cardiacas do estudo em
quatro diferentes periodos: 1) imediatamente ap0s o processo de descelularizacéo; 2)
apos 6 meses de armazenamento; 3) apos 12 meses de armazenamento; 4) apos 18
meses de armazenamento. A solugcéo de estocagem foi filtrada em membrana 0,45
um, em cabine de seguranca bioldgica classe II-A, conforme preconizado pela
Farmacopeia Brasileira (ANVISA, 2010) e retornou ao frasco de origem juntamente
com a valva para, apos 6 meses, ser analisada hovamente até que se completem os
4 periodos. A membrana de filtracao foi dividida em 3 partes e cada uma foi semeada
em frascos de 90mL.: Caldo Tioglicolato (Laborclin, Pinhais, Brasil), Caldo Triptico-soja
(Laborclin) e Caldo Sabouraud (Laborclin). Os frascos de cultura microbiolégica foram
incubados por 14 dias, a 35°C, 22°C e 22°C respectivamente e examinados
diariamente para verificar a presenca de turbidez e mudanca de cor. Caso ocorresse
crescimento, 0s microrganismos seriam identificados por género e espécie.

4.7.1 Teste de bacteriostase e fungistase
De acordo com SAEGEMAN et al. (2008) foram inoculados, em placas de agar

Mueller-Hinton (BD®, Heidelberg, Alemanha), os microrganismos Staphylococcus
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aureus ATCC 6538, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Bacillus subtilis ATCC
6633, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 diluidos
para um padrdo de turbidez equivalente a 0,5 McFarland. Amostras de valvas
cardiacas aortica e pulmonar descelularizadas nos quatro periodos de teste: imediato,
6 meses, 12 meses e 18 meses foram cortadas com o auxilio de punch dermatolégico
de 6mm de diametro. As amostras da solucdo de estocagem foram impregnadas em
discos de celulose de 6mm. As amostras teciduais e da solucéo foram transferidas
para as placas por 24h a 36°C para averiguacao de presenca de halo de inibicdo. Os
testes foram realizados em triplicata técnica e bioldgica.

Os halos de inibicho ao redor das amostras foram avaliados
semiquantitativamente como: halo pequeno (<0,7 cm); halo intermediario (0,7 e 0,8
cm); e halo grande (> 0,8 cm).

4.8 CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA ACOPLADA A ESPECT ROMETRIA
DE MASSAS SEQUENCIAL (LC-MS/MS)

Considerando que durante o processo de descelularizacdo ocorre o efeito de
diluicdo, o método de analise escolhido para analisar residuos de SDS, cefoxitina,
lincomicina, vancomicina e polimixina B deve ser capaz de detectar estas substancias
em baixas concentracdes. Para tal mister, foi realizada a analise de 24 valvas
cardiacas humanas descelularizadas, 6 valvas para cada tempo analisado (imediato,
6, 12 e 18 meses de armazenamento), pelo sistema de cromatografia em fase liquida
de alta eficiéncia com espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS) com
ilonizagao por eletrospray (ESI) modelo API 4000 (Applied Biosystems, Weiterstadt,
Alemanha).

As amostras teciduais foram cortadas com o auxilio de tesoura e bisturi,
homogeneizadas e 0,59 foi pesado em tubo de centrifuga de 50mL. Foram
adicionados 20mL de metanol como solvente de extracdo para a analise de SDS;
2,0mL de acetonitrila para a analise de cefoxitina, lincomicina e vancomicina e 20mL
de acido formico 0,3% e &cido trifluoracético 0,01% em mistura de acetonitrila em agua
(5:95) para a analise de polimixina B. Os solventes de extracdo foram definidos
baseados na solubilidade do analito e na remocé&o de interferentes. Foram escolhidos
agueles que tiveram maior recuperacao dos compostos em testes feitos com amostras
fortificadas (tecidos frescos adicionados de quantidade conhecida do analito para

validar o método utilizado).
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As amostras foram agitadas vigorosamente no agitador de tubos por 4 minutos,
os tubos foram colocados em banho ultrassénico por 15 minutos e centrifugados a
6000 rpm por 10 minutos. O extrato foi filtrado com auxilio de unidade filtrante em
celulose regenerada, com porosidade de 0,45um e 1,0mL do extrato filtrado foi
transferido para um frasco amostrador automatico.

O limite de quantificacdo foi de 0,20 mg kg por composto. O controle positivo
foi realizado com solucdes padrdo estoque 100 pg mL* dos compostos de interesse
diluidas em metanol. O controle negativo foi realizado com amostras de tecido fresco
(sem passar por nenhum processo).

Desta forma foram comparadas respostas qualitativas para confirmar a
presenca ou auséncia dos compostos através dos respectivos espectros de massas
e quantitativas para o calculo das concentracfes dos mesmos. O algoritmo automatico
de integrag&o, modificacdo dos parametros instrumentais do sistema LC-MS/MS, bem
como a aquisicéo de dados foram verificados com o auxilio do software Analyst® 1.6.2.
(Sciex, Warrington, Reino Unido).

4.9ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR CONTATO DIRETO

A citotoxicidade das valvas descelularizadas foi analisada utilizando o ensaio
de contato direto, conforme ISO 10993/5. Foram utlizadas 24 valvas cardiacas
humanas descelularizadas, sendo 6 valvas para cada tempo testado. De acordo com
a normativa, células BALB/c 3T3 (clone A31 — Banco de células do Rio de Janeiro —
RJ, Brasil; passagem #10%) em meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM),
suplementado com 10% soro fetal bovino, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de
estreptomicina e 2 mM de L-glutamina foram cultivadas por 72 horas a 37°C (2,2 x10°
células por poco) sobre fragmentos de aproximadamente 1cm? de valvas
descelularizadas aderidas em placas de 6 pocos. Células BALB/c 3T3 na condicéo
normal de cultivo e com adigcdo de SDS (100 ng/ul) foram usadas como controles
negativo e positivo respectivamente. Apos a incubacgéo, as células ao redor do tecido
foram analisadas em microscopio de contraste de fase para avaliar seu crescimento
em contato com o tecido, tendo como referéncia a classificacdo morfolégica qualitativa
proposta pela ISO 10993/5. Este experimento foi realizado em triplicata técnica e
triplicata biologica.

4.10 TESTE BIOMECANICO DE TRACAO E ALONGAMENTO
Para avaliar as modificacbes estruturais no tecido decorrentes do

armazenamento por até 18 meses foi realizado o ensaio de tracdo. Foram avaliadas
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a resisténcia a tracdo e alongamento. As analises foram realizadas no equipamento
de ensaios universal EMIC DL 500. Foram obtidos corpos de prova dos condutos e
das cuspides de 40 valvas cardiacas humanas descelularizadas, sendo 10 valvas para
cada tempo analisado, seguindo a norma ASTM D1708-13 (ASTM D1708-13
- Standard Test Method for Tensile Properties of Plastics by Use of Microtensile
Specimens), que trata do ensaio de tracdo de materiais plasticos em micro corpos de
prova. Apds o corte dos condutos, feito com faca propria no formato de duplo T, foram
medidas a espessura, a largura e o comprimento de cada corpo de prova. As cuspides
foram testadas inteiras e medidos os mesmos parametros do conduto em duplo T. Os
corpos de prova foram posicionados no equipamento EMIC e as informagbes de
entrada: espessura, largura e comprimento base foram fornecidas ao programa. Uma
forca inicial de aproximadamente 0,01N foi aplicada e o ensaio foi realizado com
velocidade de deslocamento constante de 10mm/min até o rompimento da amostra.
Foram registradas curvas de tensdo x deslocamento. Para o célculo da tenséo de
tracdo, foi considerada a area inicial (largura x espessura) das amostras e o
alongamento foi determinado pelo deslocamento das pincas do aparelho. O
alongamento foi medido até o ponto equivalente a tensdo maxima suportada pelo
tecido e a resisténcia mecanica definida como sendo o valor de tensdo maxima
suportada. Foram obtidas as curvas médias de tensdo-deformacao para cada amostra
e graficos do tipo scatter plot para as propriedades de resisténcia a tracdo e
alongamento.
411  ANALISES ESTATISTICAS

Os dados continuos foram expressos como média + desvio padrao e analisados
através de analise univariada comparando os tempos, usando GraphPad Prisma
(GraphPad Software Inc., Estados Unidos). O valor p < 0,05 foi considerado

estatisticamente significativo.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE VISUAL, pH E TATIL
N&o foram observadas alteracdes significativas na estrutura macroscopica das
valvas que pudessem estar relacionadas aos tempos de estocagem analisados. As
embalagens e as etiquetas mantiveram-se integras. Nao houve mudanc¢a no volume,
cor e turbidez da solucao de estocagem durante o armazenamento por até 18 meses

em temperatura entre 2-8°C (Figura 5).

Figura 5. Analise macroscopica: embalagem e etiqueta integra; solucdo de estocagem transparente,
limpida e com o mesmo volume inicial. Fonte: o autor, 2018.

O pH inicial da solucdo salina foi de 5,8. Nas primeiras 24 horas de
armazenamento, o pH da solucdo foi de 6,0640,20 nas valvas adrticas
descelularizadas e 6,01+0,05 nas pulmonares descelularizadas. Apos 6 meses, as
valvas aorticas apresentaram pH de 6,12+0,06 e as pulmonares, 6,14+0,05. Apés 12
meses, o pH foi de 6,07+0,22 para as aérticas descelularizadas e de 6,21+0,09 para
as pulmonares. Ap6s 18 meses, as aorticas apresentaram pH de 6,10+0,12 e as
pulmonares, 6,15+0,012. A diferenca entre os grupos nos diversos tempos de
armazenamento néo foi significativa (p>0,05) (Figura 6).

As valvas aorticas e pulmonares descelularizadas apresentaram caracteristicas
similares em termos de percepcao tatil nos diversos tempos de armazenamento.
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Figura 6 . Analise comparativa de valores de pH da solucdo de estocagem nos tempos 0, 6, 12 e 18
meses de armazenamento. Fonte: o autor, 2018.

5.2 ANALISE HISTOLOGICA

Amostras coradas por HE ndo apresentaram efeitos deletérios nem sinais de
autdlise na estrutura da MEC durante os tempos de armazenamento 0, 6, 12 e 18
meses das valvas adrticas e pulmonares descelularizadas (Figuras 7 A-D e 8 A-D).

Os principais componentes da MEC foram analisados utilizando a coloracao
PRM onde o colageno aparece amarelo, a elastina aparece preta e os GAGs, azuis
(Figuras 7 E-H e 8 E-H). A MEC descelularizada apresentou fragmentacéo nas fibras
elasticas causada pelo processo de descelularizacdo, entretanto, a orientagcdo em
camadas foi mantida. Foi observado um rearranjo das fibras tanto na adrtica quanto
na pulmonar descelularizada sem degeneracao da estrutura relacionada ao tempo de
armazenamento. Apos os diversos tempos de armazenamento testados, a morfologia

das valvas aértica e pulmonar permaneceu como as recém descelularizadas.

As leituras foram realizadas com auxilio de um patologista em testes duplo-

cegos em relacao ao tipo de valva e ao tempo analisado.
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AORTICA IMEDIATO AORTICA 6 MESES AORTICA 12 MESES AORTICA 18 MESES
A B Cc D

Figura 7 . Andlise histoldgica de condutos aodrticos descelularizados. Segdes representativas coradas
com hematoxilina-eosina e pentacrémico de Russel Movat's ndo apresentaram efeitos deletérios nem
sinais de autdlise na estrutura da MEC devido ao método de preservacédo nos diversos tempos de
armazenamento: 6 meses (B, F), 12 meses (C, G) e 18 meses (D, H) comparados aos analisados
imediatamente apds o processo de descelularizacdo, 0 meses (A, E). Fonte: o autor, 2018.

PULMONAR IMEDIATO PULMONAR 6 MESES PULMONAR 12 MESES PULMONAR 18 MESES
A B C D
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Figura 8. Andlise histolégica de condutos pulmonares descelularizados. Seg¢8es representativas
coradas com hematoxilina-eosina e pentacrémico de Russel Movat's ndo apresentaram efeitos
deletérios nem sinais de autélise na estrutura da MEC devido ao método de preservacao nos diversos
tempos de armazenamento: 6 meses (B, F), 12 meses (C, G) e 18 meses (D, H) comparados aos
analisados imediatamente apés o processo de descelularizacdo, 0 meses (A, E). Fonte: o autor, 2018.
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5.3ANALISE MICROBIOLOGICA

N&o houve crescimento bacteriano e/ou fungico em nenhum dos periodos
testados (0, 6, 12 e 18 meses). Para os testes de bacteriostase e fungistase, as
amostras teciduais de valvas aérticas e pulmonares descelularizadas apresentaram
formacao de halo de inibicdo para Staphylococcus aureus e Bacillus subtilis em todos
os tempos (Figura 9). Nas amostras testadas com Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans e Aspergillus brasiliensis ndo ocorreu formacéo de halo
de inibicdo. Ao classificar as amostras testadas com Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis pelo tamanho de formacdo dos halos todas as amostras
apresentaram halo de tamanho pequeno, com excecao da amostra de valva adrtica
18 meses que apresentou halo de inibicdo classificado como intermediario
para Bacillus subtilis (Anexo — tabela 1).

Estes resultados indicam que as amostras testadas ndo apresentam atividade
antimicrobiana, evitando resultados falso negativos nos testes de esterilidade

realizados neste estudo.
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CONTROLE IMEDIATO 6 MESES 12 MESES 18 MESES

P. aeruginosa B. subtilis S. aureus

C. albicans

iliensis

rasi.

A. b

Figura 9. Teste de bacteriostase e fungistase. Amostras teciduais (3) e da solucdo de estocagem (3)
inoculadas em placas de agar Mueller-Hinton com os microrganismos Bacillus subtilis, Staphylococcus
aureus, Aspergillus brasiliensis, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. Para cada
microrganismo, a linha de cima corresponde a amostras adrticas e a de baixo, amostras pulmonares.
Fonte: o autor, 2018.
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5.4CROMATOGRAFIA EM FASE LIQUIDA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS SEQUENCIAL (LC-MS/MS)

Inicialmente foram otimizadas as condi¢cdes analiticas, parametros da fonte de
ionizacao do espectrémetro de massas, composicao e vazao da fase movel utilizada
na cromatografia, assim como o tipo de coluna cromatografica, temperatura do forno
de coluna e gradiente, visando um pequeno tempo de analise, com uma boa resolucao
e separacdo entre os picos dos analitos de interesse. Como a fragmentacédo é
caracteristica para cada analito, os componentes foram identificados pelo perfil de
fragmentacao e pela comparacéo do tempo de retencdo dos compostos de interesse
com o0s dos padrbes dessas substancias, analisadas nas mesmas condi¢cdes
cromatograficas

O método foi validado com a adicao de solu¢cdes com diferentes concentracdes
do analito de interesse pré-estabelecido na analise de linearidade seguida pela
determinacdo da concentragédo do analito adicionado (amostra fortificada). Todas as
amostras fortificadas foram validadas na mesma concentracdo de 0,20 mg/kg na
amostra e a recuperacao aceita foi de 70 a 120%.

Na figura 10 estdo representados o0s cromatogramas de massa da
fragmentacdo da cefoxitina obtidos por espectrometria de massa sequencial com a
identificacdo dos principais fragmentos. Verificou-se que as amostras consideradas
brancas (Figura 10A) estavam isentas de sinais cromatograficos idénticos ao padrao
(Figura 10B). Ao analisar as amostras de valva aortica sem lavagem (Figura 10C) e
valva pulmonar sem lavagem (Figura 10D) foi possivel detectar sinais cromatograficos
idénticos ao padrdo. A cefoxitina ndo foi detectada e quantificada nas amostras de
valvas aodrticas descelularizadas no tempo imediato (Figura 10E); tempo 6 meses
(Figura 10G); tempo 12 meses (Figura 10I); tempo 18 meses (Figura 10K) e
pulmonares descelularizadas no tempo imediato (Figura 10F); tempo 6 meses (Figura
10H); tempo 12 meses (Figura 10J); tempo 18 meses (Figura 10L).
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BRANCO AORTICA SEM LAVAGEM AORTICA IMEDIATO AORTICA 6 MESES AORTICA 12 MESES AORTICA 18 MESES
A c E G I K
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Figura 10. Cromatogramas de massa para 0 composto cefoxitina obtidos por LC-MS/MS em valva
aodrtica e pulmonar descelularizadas. Controles: branco (A), padrédo de 20 ng/mL de cefoxitina (B), valva
aortica sem lavagem da solucdo de descontaminacao (C), valva pulmonar sem lavagem da solucdo de
descontaminacdo (D), valva adrtica tempo imediato (E), valva pulmonar tempo imediato (F), valva
aortica 6 meses (G), valva pulmonar 6 meses (H), valva adrtica 12 meses (l), valva pulmonar 12 meses
(J), valva adrtica 18 meses (K), valva pulmonar 18 meses (L). Fonte: o autor, 2018.

Na figura 11 estdo representados o0s cromatogramas de massa da
fragmentacao da lincomicina obtidos por espectrometria de massa sequencial com a
identificacdo dos principais fragmentos. Verificou-se que as amostras consideradas
brancas (Figura 11A) estavam isentas de sinais cromatograficos idénticos ao padréao
(Figura 11B). Ao analisar as amostras de valva aortica sem lavagem (Figura 11C) e
valva pulmonar sem lavagem (Figura 11D) foi possivel detectar sinais cromatograficos
idénticos ao padrao. A lincomicina nao foi detectada e quantificada nas amostras de
valvas aodrticas descelularizadas no tempo imediato (Figura 11E); tempo 6 meses
(Figura 11G); tempo 12 meses (Figura 11I); tempo 18 meses (Figura 11K) e
pulmonares descelularizadas no tempo imediato (Figura 11F); tempo 6 meses (Figura

11H); tempo 12 meses (Figura 11J); tempo 18 meses (Figura 11L).

BRANCO AORTICA SEM LAVAGEM AORTICA IMEDIATO AORTICA 6 MESES AORTICA 12 MESES AORTICA 18 MESES
A c E G 1 K
B D F H J L

PADRAO PULMONAR SEM LAVAGEM PULMONAR IMEDIATO PULMONAR 6 MESES PULMONAR 12 MESES ~ PULMONAR 18 MESES

Figura 11. Cromatogramas de massa para o composto lincomicina obtidos por LC-MS/MS em valva
aortica e pulmonar descelularizadas. Controles: branco (A), padrdo de 20 ng/mL de lincomicina (B),
valva adrtica sem lavagem da solucdo de descontaminagdo (C), valva pulmonar sem lavagem da
solucao de descontaminacéo (D), valva aértica tempo imediato (E), valva pulmonar tempo imediato (F),
valva adrtica 6 meses (G), valva pulmonar 6 meses (H), valva adértica 12 meses (l), valva pulmonar 12
meses (J), valva adrtica 18 meses (K), valva pulmonar 18 meses (L). Fonte: o autor, 2018.

Na figura 12 estdo representados o0s cromatogramas de massa da
fragmentacao da polimixina B obtidos por espectrometria de massa sequencial com a
identificacdo dos principais fragmentos. Verificou-se que as amostras consideradas

brancas (Figura 12A) estavam isentas de sinais cromatograficos idénticos ao padrao
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(Figura 12B). Ao analisar as amostras de valva adrtica sem lavagem (Figura 12C) e
valva pulmonar sem lavagem (Figura 12D) foi possivel detectar sinais cromatograficos
idénticos ao padrdo. A polimixina B foi detectada e quantificada nas amostras de
valvas aodrticas descelularizadas no tempo imediato 31,57+23,65 (Figura 12E); tempo
6 meses 12,85+7,55 (Figura 12G); tempo 12 meses 2,87+2,20 (Figura 121); tempo 18
meses 25,18+27,68 (Figura 12K) e pulmonares descelularizadas no tempo imediato
4,58+2,74 (Figura 12F); tempo 6 meses 5,59+3,26 (Figura 12H); tempo 12 meses
0,3+0,08 (Figura 12J); tempo 18 meses 1,73%1,04 (Figura 12L).

O residuo de polimixina B nas valvas pulmonares no tempo 0 comparado aos
demais tempos foi significativo (p = 0.017), no entanto a diferenca para as valvas

aorticas néo foi significativa (p = 0.083) a um nivel de significancia de 5%.

BRANCO AORTICA SEM LAVAGEM AORTICA IMEDIATO AORTICA 6 MESES AORTICA 12 MESES AORTICA 18 MESES
A c E G I K

\ l | A x

PADRAO PULMONAR SEM LAVAGEM PULMONAR IMEDIATO PULMONAR 6 MESES PULMONAR 12 MESES PULMONAR 18 MESES

Figura 12. Cromatogramas de massa para 0 composto polimixina B obtidos por LC-MS/MS em valva
aortica e pulmonar descelularizadas. Controles: branco (A), padrao de 100 ng/mL de polimixina (B),
valva adrtica sem lavagem da solu¢do de descontaminagdo (C), valva pulmonar sem lavagem da
solugédo de descontaminacéo (D), valva aértica tempo imediato (E), valva pulmonar tempo imediato (F),
valva aértica 6 meses (G), valva pulmonar 6 meses (H), valva aortica 12 meses (l), valva pulmonar 12
meses (J), valva adrtica 18 meses (K), valva pulmonar 18 meses (L). Fonte: o autor, 2018.

Na figura 13 estdo representados o0s cromatogramas de massa da
fragmentacdo da vancomicina obtidos por espectrometria de massa sequencial com
a identificacéo dos principais fragmentos. Verificou-se que as amostras consideradas
brancas (Figura 13A) estavam isentas de sinais cromatograficos idénticos ao padrao
(Figura 13B). Ao analisar as amostras de valva adrtica sem lavagem (Figura 13C) e
valva pulmonar sem lavagem (Figura 13D) foi possivel detectar sinais cromatograficos
idénticos ao padrdo. A vancomicina foi detectada e quantificada nas amostras de
valvas aodrticas descelularizadas no tempo imediato 70,87+26,22 (Figura 13E); tempo
6 meses 27,9215,40 (Figura 13G); tempo 12 meses 26,75+10,83 (Figura 13l); tempo
18 meses 80,38+50,02 (Figura 13K) e pulmonares descelularizadas no tempo
imediato 24,69+17,67 (Figura 13F); tempo 6 meses 27,55+9,82 (Figura 13H); tempo
12 meses 13,55+7,05 (Figura 13J); tempo 18 meses 44,28+27,25 (Figura 13L).



43

O residuo de vancomicina nas valvas pulmonares no tempo 0 aos demais
tempos nao foi significativo (p = 0.147), e também nao foi significativo nas valvas

aorticas (p =0.121) a um nivel de significancia de 5%.
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Figura 13. Cromatogramas de massa para o composto vancomicina obtidos por LC-MS/MS em valva
aortica e pulmonar descelularizadas. Controles: branco (A), padrdo de 80 ng/mL de vancomicina (B),
valva aodrtica sem lavagem da solucdo de descontaminacdo (C), valva pulmonar sem lavagem da
solucao de descontaminacéo (D), valva aértica tempo imediato (E), valva pulmonar tempo imediato (F),
valva aértica 6 meses (G), valva pulmonar 6 meses (H), valva adrtica 12 meses (l), valva pulmonar 12
meses (J), valva aértica 18 meses (K), valva pulmonar 18 meses (L). Fonte: o autor, 2018.

Na figura 14 estdo representados o0s cromatogramas de massa da
fragmentacdo do SDS obtidos por espectrometria de massa sequencial com a
identificacdo dos principais fragmentos. Verificou-se que as amostras consideradas
brancas (Figura 14A) estavam isentas de sinais cromatograficos idénticos ao padréao
(Figura 14B). Ao analisar as amostras de valva aortica sem lavagem (Figura 14C) e
valva pulmonar sem lavagem (Figura 14D) foi possivel detectar sinais cromatograficos
idénticos ao padrédo. O SDS foi detectado e quantificado nas amostras de valvas
aorticas descelularizadas no tempo imediato 47,17+7,52 (Figura 14E); tempo 6 meses
63,415,47 (Figura 14G); tempo 12 meses 63,35+16,83 (Figura 14l); tempo 18 meses
70,98+20,57 (Figura 14K) e pulmonares descelularizadas no tempo imediato
54,55+11,90 (Figura 14F); tempo 6 meses 55,25+12,14 (Figura 14H); tempo 12 meses
62,7+3,6 (Figura 14J); tempo 18 meses 68,58+29,49 (Figura 14L).

O residuo de SDS nas valvas pulmonares no tempo 0 comparado aos demais
tempos nao foi significativo (p = 0.734) e também nao foi significativo nas valvas

aorticas (p = 0.354) a um nivel de significancia de 5%.
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Figura 14. Cromatogramas de massa para o composto SDS obtidos por LC-MS/MS em valva adrtica
e pulmonar descelularizadas. Controles: branco (A), padrao de 60 ng/mL de SDS (B), valva aortica
sem lavagem da solucdo de descontaminacao (C), valva pulmonar sem lavagem da solugéo de
descontaminacéao (D), valva adrtica tempo imediato (E), valva pulmonar tempo imediato (F), valva
aodrtica 6 meses (G), valva pulmonar 6 meses (H), valva adrtica 12 meses (1), valva pulmonar 12
meses (J), valva adrtica 18 meses (K), valva pulmonar 18 meses (L). Fonte: o autor, 2018.

5.5ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR CONTATO DIRETO
De acordo com a figura 9, a morfologia dos fibroblastos murinos cultivados com
o tecido das valvas adrticas e pulmonares descelularizadas durante os tempos 0, 6,
12 e 18 meses (figura 15) mostrou-se normal apos 72 horas de incubacédo, semelhante
ao controle negativo, com fibroblastos alongados em crescimento. O SDS (controle
positivo) causou forte citotoxicidade celular, exibindo morte celular acentuada.

CONTROLE NEGATIVO  AORTICA IMEDIATO  AGRTICA 6 MESES AORTICA 12 MESES
' s B S

AORTICA 18 MESES

A/

A 7
CONTROLE POSITIVO PULMONAR IMEDIATO PULMONAR 6 MESES PULMONAR 12 MESES PULMONAR 18 MESES

Figura 15. Ensaio de citotoxicidade por contato direto. Aparéncia morfol6gica de fibroblastos murinos
BALB/c 3T3 no ensaio de citotoxicidade por contato direto apds 72 horas de cultivo com das valvas
descelularizadas. Aumento de 10x. Fonte: o autor, 2018.

5.6 TESTE BIOMECANICO DE TRACAO E ALONGAMENTO
As propriedades de resisténcia a tracdo e de alongamento das valvas
aorticas descelularizadas (Figura 16 e 17) e pulmonares descelularizadas (Figura 18
e 19) estdo representadas nos graficos mostrando a média e o desvio padréo, e nas

curvas médias de resisténcia a tracdo x alongamento.
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Nos condutos adrticos e pulmonares descelularizados, as curvas
correspondentes aos quatro periodos testados apresentaram 0 mesmo
comportamento na fase inicial, onde ha solicitacao de elastina; na fase de transicao,
onde ha transferéncia da resisténcia da elastina para as fibras de colageno e na fase
final onde o colageno € bastante solicitado até o0 momento da ruptura do tecido.

Nos condutos aodrticos ndo houve diferenca significativa entre os quatro
tempos em relacdo a resisténcia a tracdo. Com relacdo a propriedade de
alongamento, houve diferenca significativa (p<0,05) entre os tempos 12 e 18 meses
(Figura 16).
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Figura 16. Representacdo grafica dos parametros mecanicos obtidos para valvas aodrticas
descelularizadas imediatamente apdés o processo de descelularizacdo (tempo 0) e apés
armazenamento (tempo 6, 12 e 18 meses): Alongamento do conduto adrtico (A) e resisténcia a tracao
do conduto aértico (B) e curva (C). Fonte: o autor, 2018.

Nas cuspides adrticas, houve diferenca significativa em relacdo ao
alongamento do tecido entre os tempos 0 e 18 meses e entre 12 e 18 meses. Quanto
a resisténcia a tracdo, ndo houve diferenca entre os quatro tempos (Figura 17).
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Figura 17. Representacdo grafica dos pardmetros mecanicos obtidos para valvas adrticas
descelularizadas imediatamente ap06s o processo de descelularizagdo (tempo 0) e apoés
armazenamento (tempo 6, 12 e 18 meses): Alongamento da cuspide adrtica (A) e resisténcia a tracao
da cuspide adértica (B) e curva (C). Fonte: o autor, 2018.

Nos resultados dos condutos pulmonares descelularizados, houve diferenca
significativa para ambas as propriedades: alongamento (entre 6 e 12 meses) e

resisténcia a tracdo (entre 0 e 12 meses e entre 6 e 12 meses) (Figura 18).
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Figura 18. Representagdo grafica dos parametros mecanicos obtidos para valvas pulmonares
descelularizadas imediatamente apdés o processo de descelularizacdo (tempo 0) e apéds
armazenamento (tempo 6, 12 e 18 meses): Alongamento do conduto pulmonar (A) e resisténcia a
tracdo do conduto pulmonar (B) e curva (C). Fonte: o autor, 2018.

Para as cuspides pulmonares descelularizadas, a propriedade alongamento

mostrou diferenga significativa entre os tempos 12 e 18 meses e entre 0 e 18 meses.
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No caso da resisténcia a tracdo houve diferenca significativa entre os tempos 0 e 18,
entre 6 e 18 e entre 12 e 18 meses (Figura 19).
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Figura 19. Representagdo grafica dos parametros mecanicos obtidos para valvas pulmonares
descelularizadas imediatamente apdés o processo de descelularizacdo (tempo 0) e apds
armazenamento (tempo 6, 12 e 18 meses): Alongamento da cuspide pulmonar (A) e resisténcia a tragao
da cuspide pulmonar (B) e curva (C). Fonte: o autor, 2018.



48

6 DISCUSSAO

A descelularizacdo de 6rgdos e tecidos € uma ferramenta promissora para
aplicacdo em medicina regenerativa. Atualmente, muitas técnicas estdo sendo
aplicadas no processo de descelularizagdo (CRAPO et al., 2011), no entanto, faltam
estudos sobre a validade destes 6rgdos e tecidos apO6s 0 processo de
descelularizacao. A disponibilidade de valvas cardiacas humanas depende da doacéo
do coracao e, apos o processo de descelularizacédo, do prazo de validade. Apesar da
restricdo do numero destes tecidos e da grande demanda muitas vezes ocorre 0
descarte devido a expiragcdo do prazo de validade. O armazenamento de valvas
cardiacas humanas descelularizadas e a avaliacdo da sua qualidade durante esta
estocagem sao fatores determinantes de sua durabilidade (BARIC et al., 2004), no
entanto o conhecimento atual é limitado (WANG et al., 2014).

No presente trabalho, foi observado que o armazenamento hipotérmico por até
12 meses em solucéo salina estéril de valvas cardiacas humanas descelularizadas
permite a preservacao das propriedades estruturais e funcionais da MEC.

Uma vez que as valvas cardiacas humanas descelularizadas sdo preparadas
para uso clinico foi realizada uma avaliacdo macroscopica e tatil. Em nossos
resultados, observamos que ndo ocorreram diferencas na percepcao tatil apos o
armazenamento hipotérmico em solucéo salina estéril por até 18 meses, corroborando
com as observagbes macroscopicas. Estas andalises sdo relevantes por atuarem
diretamente nos riscos associados ao uso clinico, como a falha do implante devido a
diferencas na forma, consisténcia e textura, influenciando inclusive na for¢ca da sutura
feita pelo cirurgido no implante (WESTEBRING-VAN DER PUTTEN et al., 2008;
TREJOS et al., 2010).

Neste estudo, demonstramos que o tempo e a temperatura de armazenamento
nao tiveram efeito significativo no potencial hidrogénico (pH) da solugcéao de estocagem
das valvas cardiacas humanas descelularizadas mantidas por até 18 meses. Durante
0 processo de descelularizacédo e armazenamento, muitos fatores ambientais como a
concentracdo de oxigénio do meio, o pH, as forcas mecéanicas e a composicao
bioquimica influenciam na estabilidade dos produtos biologicos (BARIC et al., 2004;
WATERMAN, 2005). Estes fatores impactam na funcionalidade, bem como na
estabilidade da maioria das proteinas por serem pH-dependente (BOWLER, 2007). O
pH da solucdo de estocagem nao se alterou significativamente durante 0O, 6, 12 e 18

meses de estocagem quando comparado com o pH inicial de 5,8. Julien et al (1997)
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demonstraram que a temperatura do armazenamento de tecidos bioldégicos também
influencia o pH da solucdo, tendo uma redugcéo a temperatura ambiente quando
comparado com os tecidos refrigerados.

Por meio das analises histoldgicas, verificou-se que as valvas cardiacas
humanas adrticas e pulmonares descelularizadas apresentaram a estrutura
histologica muito similar nos diferentes tempos de armazenamento. As coloragdes de
HE e PRM permitiram observar que nenhum efeito deletério ou sinais de autolise na
estrutura da MEC ocorreram devido ao método de armazenamento. Esses resultados
mostram que as alteragdes da MEC foram muito mais relacionadas ao processo de
descelularizacdo do que ao armazenamento. Sabe-se que qualquer processo de
descelularizacdo causa um certo grau de degeneracdo da MEC, podendo romper
fibras elasticas e coldgeno bem como diminuir a quantidade de GAGs (CRAPO et al.,
2011).

Os riscos decorrentes de transplantes de tecidos infectados foram amplamente
documentados. Casos de infeccOes bacterianas, fatais ou ndo, em receptores tem
chamado a atencédo para a importancia de se evitar doadores de tecidos suspeitos de
carrearem doencas infecciosas (EASTLUND, 1995; KUEHNERT et al., 1998;
EASTLUND, 2006). Além disso, outros cuidados como ndo processar tecidos
sabidamente contaminados por bactérias virulentas e validar os métodos de
descontaminacdo e de deteccdo de microrganismos evitando resultados falso
negativos devem ser aplicados. A fonte de contaminacéao pode ser do doador, do local
de captagdo, da equipe de captacdo, como também do ambiente, reagentes e
insumos utilizados para a disseccao e processamento (EASTLUND, 2006). Os tecidos
utilizados neste estudo apresentaram culturas microbiolégicas negativas até 18 meses
de estocagem.

Por essa razdo, uma etapa essencial no processamento de valvas cardiacas
humanas € a descontaminacao. Os protocolos diferem amplamente entre os bancos
de tecidos quanto ao tipo, a concentracdo, a temperatura e ao tempo de exposi¢cao aos
antibioticos (PAOLIN et al., 2017). Apds o processo de descontaminacéao é realizada
lavagem com soro fisiolégico com o objetivo de remover o excesso de antibiéticos, no
entanto, quantidades significativas destes compostos podem permanecer nos tecidos
(LEEMING et al., 2005). O problema destes residuos em valvas cardiacas humanas
utilizadas in vivo € que podem mascarar uma contaminacdo microbiologica,

resultando em resultado falso negativo nos testes de esterilidade (GATTO et al., 2013
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e BUZZI et al., 2014), com risco potencial de infec¢cdes pos-cirdrgicas (EASTLUND,
2006).

Neste estudo, as valvas cardiacas humanas foram descontaminadas com
baixas concentracbes de antibidticos (240 mg/L de cefoxitina, 50 mg/L de
vancomicina, 120 mg/L de lincomicina e 100 mg/L de polimixina B) diluidos em meio
RPMI 1640 por 24 horas, sob refrigeracdo. Para avaliar se as valvas cardiacas
humanas apresentavam residuos de antibidticos foi realizada a quantificacdo por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas sequencial (LC-MS/MS).
Dentre os antibiéticos analisados, a vancomicina e a polimixina B foram detectados
em todas as valvas. No entanto, os resultados de teste de bacteriostase e fungistase
indicaram a auséncia de atividade antimicrobiana até 18 meses de estocagem. O
potencial para toxicidade local, sistémica ou reacao alérgica devido ao residuo de
antibiético presente na valva cardiaca humana também € uma questdo importante.
Embora ndo tenham sido realizados estudos para determinar as concentracdes
sistémicas de antibioticos apds o transplante, é improvavel que as concentracoes
encontradas nas valvas resultem em concentracdes toxicas sistemicamente, mesmo
que sejam liberadas rapidamente das mesmas (LEEMING et al., 2005).

Com o objetivo de assegurar que as valvas descelularizadas ndo apresentam
toxicidade apd6s o processo de descelularizacdo foi realizado o ensaio de
citotoxicidade. Os resultados dos nossos ensaios mostraram que as valvas cardiacas
humanas descelularizadas e armazenadas nos diferentes tempos ndo apresentaram
efeitos toxicos, pois apo6s 72 horas de incubacgdo, os fibroblastos estavam com
morfologia caracteristica e em crescimento. De forma semelhante, em um trabalho
anterior realizado em nosso grupo, nao foi observada citotoxicidade em pericardios
humanos descelularizados pela mesma metodologia (WOLLMANN et al., 2018, no
prelo). A eficacia da remocéo do detergente foi também estudada por Cebotari et al.
(2010) em valvas pulmonares porcinas descelularizadas e a consequente
reendotelizacdo com células endoteliais humanas. Os resultados deste estudo
demonstraram que apoés seis lavagens, a quantidade aproximada de SDS foi abaixo
de 50mg/L, portanto, a concentracao de detergente na solu¢ao de lavagem menor que
50mg/L pode ser usada como um indicador para produzir um tecido nao citotoxico.
Esta concentracdo ndo apresentou influéncia toxica em culturas de células, resultando
em arcaboucos que poderiam ser eficientemente reendotelizados com células

endoteliais humanas. Resultados similares foram obtidos por Mirsadraee et al. (2006)
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nos quais pericardios humanos descelularizados usando SDS 0,1% lavados varias
vezes reduziram a presenca de residuos quimicos na MEC a niveis ndo citotoxicos.
Vafaee et al. (2018) demonstraram em condutos de valvas adrticas e pulmonares
descelularizadas com baixa concentracdo de SDS que estes tecidos ndo eram téxicos
para ceélulas in vitro conforme testes de citotoxicidade. Em contraste, Rieder et al.
(2004) reportaram citotoxicidade em valvas adrticas porcinas descelularizadas com
SDS 0,1%. Neste estudo, a cromatografia liquida acoplada a espectrometria de
massas sequencial foi utilizada para detectar residuos de SDS, os quais podem estar
associados com a degeneracdo da MEC. No entanto, os resultados indicam que apos
0 processo de descelularizagdo residuos de SDS permanecem nos tecidos sem
causar dano a MEC ou toxicidade.

Como os tecidos sdo processados e armazenados para aplicagdo in vivo, suas
propriedades funcionais devem ser preservadas. Estas sdo dependentes do tecido e
frequentemente relacionadas as propriedades biomecanicas (HAN & BISCHOF,
2004). A caracterizacdo biomecanica de valvas cardiacas humanas nativas e
descelularizadas séao raras na literatura (BALGUID et al.,, 2007; STRADINS et al.,
2004), tornando dificil uma andalise comparativa com outros estudos. Além disso, 0s
parametros, a metodologia e o0 método de analise dos testes biomecanicos diferem
significativamente (KOROSSIS et al., 2002; GRANDE-ALLEN et al., 2011).

Neste estudo, os condutos e cuspides aorticos descelularizados apresentaram
as mesmas propriedades até 12 meses de armazenamento em relacdo a resisténcia
a tracdo e alongamento. Ja os condutos pulmonares descelularizados, apresentaram
diferenca significativa para estas propriedades. A diferenca entre os tecidos pode ser
atribuida a proporcdo de colageno/elastina (JANA et al., 2014), uma vez que estes
componentes respondem por importantes funcdes na manutencao das propriedades
biomecénicas da MEC.

Em valvas cardiacas, bem como em muitos tecidos, o colageno é a principal
proteina estrutural responsavel pela integridade dessas propriedades,
predominantemente a resisténcia a tracdo. Ja foi provado que o0s agentes
descelularizantes usados frequentemente podem romper as fibras de colageno nos
tecidos descelularizados, acabando por diminuir a resisténcia mecéanica do arcabouco
obtido pela MEC descelularizada. Além disso, a maioria dos detergentes causa
reducdo de GAGs (VeDEPO et al.,, 2017), causando diferentes niveis de impacto

negativo nas caracteristicas viscoelasticas do arcabouco.
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Uma hipotese também considerada, é de que esta variagdo das propriedades
biomecanicas pode estar relacionada a variabilidade entre os doadores (ZHU &
GRANDE-ALLEN, 2018), uma vez que as valvas aortica e pulmonar tém propriedades
ultraestruturais comuns (STRADINS et al., 2004). Neste estudo, a idade dos doadores
variou de quatro a 59 anos, com hébitos distintos de tabagismo e alcoolismo,
hipertensao arterial, obesidade, bem como sem indicativos de comorbidades. Por isso,
os diferentes resultados obtidos neste estudo para valvas adrticas e pulmonares néo
significa a perda da funcionalidade do enxerto. COSTAet al. (2014) vém
demonstrando que valvas descelularizadas tem resultados superiores quando
comparadas as criopreservadas.

As valvas cardiacas humanas descelularizadas precisam manter as
propriedades biomecanicas consistentes para suportar as pressdes e fluxos
hemodinamicos do ambiente in vivo (HASAN et al.,, 2016; SANZ-GARCIA et al.,
2015). Além disso, a resisténcia encontrada neste estudo € superior as pressées as
quais o tecido é submetido in vivo, sendo de 80 mmHg para as valvas aorticas e 10
mmHg para as valvas pulmonares (GUYTON, 1976).

Definir as propriedades biomecénicas mais relevantes para o sucesso do
implante de valvas descelularizadas, bem como os experimentos diretos nos quais
essas propriedades possam ser determinadas, sao fatores importantes que merecem
mais atencédo em trabalhos futuros.

Este estudo tem algumas limitacdes. N&o foi possivel utilizar o mesmo doador
para todas as analises. Por este motivo, os resultados obtidos pelos ensaios
biomecanicos ndo podem ser extrapolados para 0 comportamento in vivo. E possivel
que a variabilidade entre os doadores (idade, peso, sexo) seja um dos fatores que
dificultam a comparacdo entre os grupos. Aléem disso, a analise histologica foi
qualitativa e n&o quantitativa.

As valvas cardiacas humanas processadas no Banco de Tecidos Humanos da
PUCPR sao descelularizadas e, atualmente, armazenadas por até 6 meses, sob
refrigeracdo e em solucéo salina estéril. Tomados em conjunto, os resultados obtidos
neste estudo sugerem que estas valvas podem ser estocadas por até 12 meses nas
mesmas condicbes sem perda da estrutura e com propriedades biomecéanicas
compativeis com o tecido recém descelularizado. Dessa forma, podemos reduzir o
namero de valvas cardiacas humanas descelularizadas descartadas e aumentar o

namero de pacientes que podem ser beneficiados.
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7 CONCLUSAO

* A andlise macroscopica nao revelou mudancas no aspecto visual da valva
cardiaca humana descelularizada nem da solucdo de estocagem em todos 0s
tempos analisados;

* O pH da solucédo de estocagem nao se alterou durante os diferentes tempos
analisados;

* As analises histolégicas nao revelaram resultados deletérios ou sinais de
degeneracéao estrutural na matriz extracelular até 18 meses de estocagem;

» Os ensaios de citotoxicidade néao revelaram efeito citotéxico causado por amostras
de valvas cardiacas humanas descelularizadas nem pela solugédo de estocagem
destas valvas em todos os tempos analisados;

* A quantificacdo dos residuos de antibiéticos, utilizados na descontaminacao dos
tecidos, e de SDS, utilizado no processo de descelularizacdo, mostra que mesmo
presentes, a quantidade € infima, ndo causando efeito bacteriostéatico, fungistéatico
ou citotdxico em todos os tempos analisados;

* As valvas cardiacas humanas descelularizadas armazenadas por 18 meses
apresentaram menor resisténcia a tracdo e alongamento que aquelas
armazenadas por até 12 meses;

* A andlise microbioldgica nos diferentes tempos de armazenamento demonstrou
gue nado houve crescimento microbioldgico até os 18 meses, validando a forma de
estocagem.

Em conjunto, os resultados apresentados, levando em consideracdo as
limitacbes do estudo, sugerem que as valvas cardiacas humanas descelularizadas
podem ser estocadas por até 12 meses nas mesmas condi¢cdes atuais sem perda da
estrutura e com propriedades biomecanicas compativeis com o tecido recém
descelularizado.

Outras perspectivas que se abrem a partir deste trabalho:

Serdo necessérios estudos, para complementacdo dos resultados obtidos
neste trabalho, que possam demonstrar a funcionalidade in vivo das valvas cardiacas

humanas descelularizadas estocadas por até 12 meses.
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9 ANEXOS

Tgbela 1_: Medianas dos halos de inibicdo para classificacdo semiquantitativa. Para cada
microrganismo e tempo foram testadas 3 amostras de cada tipo valvar.

Valva Tempo Microrganismo mediana min. (mm) max. (mm)
Adrtica . . 8 8 8
imediato
Pulmonar 6 6 7
Adrtica 8 8 8
6 meses
Pulmonar 6 6 6
S. aureus
Adrtica 9 8 10
12 meses
Pulmonar 6 6 8
Adrtica 7 6 10
! 18 meses
Pulmonar 7 7 7
Adrtica . . 6 6 6
imediato
Pulmonar 6 6 6
Adrtica 6 6 6
6 meses
Pulmonar . 6 6 6
P. aeruginosa
Adrtica 6 6 6
! 12 meses
Pulmonar 6 6 6
Aobrti 6 6 6
ica 18 meses
Pulmonar 6 6 6
Adrtica . . 11 10 11
imediato
Pulmonar 7 7 9
Adrtica 9 7 11
6 meses
Pulmonar - 6 6 6
B. subtilis
Adrtica 10 10 11
12 meses
Pulmonar 7 7 9
Adrtica 10 8 14
! 18 meses
Pulmonar 7 7 9
Adrtica . . 6 6 6
imediato
Pulmonar 6 6 6
Adrtica 6 6 6
6 meses
Pulmonar . 6 6 6
C. albicans
Adrtica 6 6 6
! 12 meses
Pulmonar 6 6 6
Adrtica 6 6 6
! 18 meses
Pulmonar 6 6 6
Adrtica . . 6 6 6
imediato
Pulmonar 6 6 6
Adrtica 6 6 6
6 meses
Pulmonar . 6 6 6
A. brasiliensis
Adrtica 6 6 6
! 12 meses
Pulmonar 6 6 6
Aobrti 6 6 6
ica 18 meses
Pulmonar 6 6 6
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