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RESUMO

Introdugdo: Nao havendo um substituto valvar ideal, os homoenxertos criopreservados s&o
considerados uma boa opg¢do pelo excelente perfil hemodinamico, baixa incidéncia de
tromboembolismo, resisténcia a infecgdes e durabilidade a médio prazo. Porém, estdo
sujeitos a progressiva degeneracgdo, especialmente em criancas e adultos jovens. Sua
antigenicidade desencadeia uma resposta imunoldgica que contribui para sua degeneracao,
calcificagdo e faléncia. Para diminuir esta antigenicidade, desenvolveu-se o processo de
descelularizagdo. Pela agdo de detergentes e enzimas, este processo remove os
componentes celulares do homoenxerto, diminuindo sua imunogenicidade e, provavelmente,
retardando sua degeneracao.

Objetivo: O objetivo deste estudo, experimental e descritivo, é analisar o comportamento
histolégico e funcional de homoenxertos pulmonares ovinos descelularizados H-descel por
uma nova solugdo composta principalmente de dodecil sulfato de sodio a 0,1% e
desenvolvida na PUCPR. Para caracterizar este comportamento, serdo avaliados o
repovoamento celular, a ocorréncia de calcificagéo e a fungao valvar ao ecocardiograma.

Métodos: A amostra foi constituida de oito ovinos, submetidos ao implante de H-descel em
posigdo ortotopica, através de uma toracotomia esquerda, com auxilio de circulagdo
extracorpérea. Foram acompanhados clinicamente e por ecocardiogramas periédicos até o
explante, realizados em prazos predefinidos para cada dois animais: sete, 30, 90 e 180 dias.
A analise histolégica foi realizada por coloragbes Hematoxilina-eosina, Pentacrémio de
Movat e Alizarina Red.

Resultados: Todos os animais sobreviveram ao procedimento e atingiram seus periodos de
seguimento. Nao houve insuficiéncia ou estenose destes enxertos ao ecocardiograma. Os
animais submetidos aos explantes em 90 e 180 dias tiveram significativos ganhos ponderais
e estes H-descel aumentaram de diametro, sem desenvolver insuficiéncia. A histologia,
todos mantiveram a organizagdo de sua matriz extracelular, forarn progressivamente
repovoados e n&o apresentaram calcificagao.

Conclusdo: Neste modelo experimental, os H-descel mostraram-se excelentes substitutos
valvares a médio prazo.

Descritores: Transplante Homologo, Reacg&o Hospedeiro-Enxerto, Doenga das Valvas
Cardiacas.



ABSTRACT

Introduction: The cryopreserved homograft is a good valve substitute due attributes like
excellent hemodynamics, low incidence of thromboembolic events, infection resistance and
good mid-term durability. However, progressive homograft degeneration and fibrocalcification
may occur, particularly in the childhood and young adults. Their antigenicity triggers an
immunological reaction that plays an important role in their degeneration and failure. The
decellularization process was proposed to decrease this antigenicity. By the action of
detergents and enzymes, this process removes all cellular components from the homograft
matrix, diminishing immunogenicity and probably delaying its degeneration.

Objective: The objective of this experimental and descriptive study is evaluate the biological
and functional behavior of decellularized pulmonary homografts (Decell-H), treated by a
sodium dodecil sulfate solution (0,1%), developed in our University (Pontificia Universidade
Catolica do Parana). For the characterization of Decell-H performance, parameters like
recellularization, calcification, and echocardiographic data will be analyzed.

Methods: Eight juvenile sheep were submitted to the implantation of the Decell-H sutured
into orthotopic position, through a left thoracotomy and with cardiopulmonary bypass support.
They were followed-up clinically and by periodical echocardiograms until the explantation,
which were performed in different time for every two sheep: 7, 30, 90 and 180 postoperative
days. For histological analysis we used Hematoxilin-eosin, Movat and Alizarin-Red staining.

Results: The sheep reached their follow-up period in a good clinical state. There was no
valve regurgitation or stenonis by the echocardiogram. The animals submitted to the
explantation in 90 and 180 days had a significant somatic growth and these Decell-H(s) had
a diameter increase, without central valve insufficiency. Histologically, all homografts
preserved their extra-cellular matrix organization and were progressively recellularized,
without calcification.

Conclusion: In this experimental model, the Decell-H behaved as an excellent valve
substitute.

Descriptors: Transplantation Homologous, Host vs Graft Reaction, Heart Valve Disease.
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“...If you can talk with crowds and keep your virtue;
Or walk with Kings — nor lose the common touch:

If neither foes nor loving friends can hurt you:

If all men count with you, but none too much:

If you can fill the unforgiving minute;

With sixty seconds' worth of distance run;

Yours is the Earth and everything that's in it;

And — which is more — you'll be a Man, my son.”

Rudyard Kipling
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A abordagem terapéutica de pacientes portadores de valvopatias tem sido um
dos grandes desafios da cirurgia cardiaca, especialmente em nosso meio, onde a
doenga reumatica ainda tem elevada prevaléncia (2/1000 habitantes).”

Associadas a etiologia reumatica, somam-se a etiologia congénita e
degenerativa, de forma que as valvopatias acometem todas as faixas etarias,
levando a elevada morbi-mortalidade. A troca valvar cirurgica, através da substituigcdo
por proteses sintéticas, biologicas ou mecanicas, foi um importante avango no
tratamento desses pacientes, apesar de n&o estar livre de complicagoes.” >

As proteses biolégicas (suinas ou bovinas) apresentam boa funcéo
hemodinamica, nao exigem anticoagulagdo permanente no poés-operatorio, mas
apresentam menor durabilidade, especialmente em pacientes jovens. As proteses
mecanicas apresentam maior durabilidade mas, por serem trombogénicas, necessitam
do uso de anticoagulantes no pés-operatério, e estdo associadas com uma maior
incidéncia de eventos hemorragicos e trombo-embdlicos.*

Uma alternativa a estas préteses sdo os homoenxertos valvares, que vém
sendo utilizados na correcdo de diversas cardiopatias congénitas e valvopatias
adquiridas, com resultados bastante satisfatorios. Foram descritos inicialmente por
Donald Ross, em 1962, que realizou o primeiro implante de um homoenxerto valvar
aortico a fresco, em posigao ortotopica.”

O’Brien et al. foram os primeiros a utilizar a criopreservacao pera o preparo de
homoenxertos. Esta técnica permitiu uma estocagem mais prolongada e, segundo
os autores, estaria associada a maior durabilidade do que os homoenxertos a
fresco.®

Os homoenxertos criopreservados apresentam excelente perfil hemodinamico,
baixa incidéncia de tromboembolismo, alta resisténcia a infec¢bes e, segundo alguns
autores, tém maior durabilidade que os substitutos valvares biolégicos — 72% dos
pacientes estdo livres de faléncia valvar em 10 anos. Porém nao sao enxertos
ideais, pois também estdo sujeitos a progressiva degeneragao, especialmente em
criancas e adultos jovens. Homann et al., na conclusao final de seu artigo no qual
relata uma experiéncia de 25 anos na utilizagcdo de homoenxetos e xenoenxertos,
enfatiza que a durabilidade a longo prazo de todos enxertos biolégicos ainda nao é
satisfatoria.” 8 9 10
A reagdo imunologica desencadeada pela exposicdo de antigenos de

histocompatibilidade | e I, presentes nas células endoteliais e fibroblastos residuais



do doador, tem um papel central no processo de degeneragdo dos homoenxertos a
longo prazo.' 2

Com o avango da tecnologia de manipulagéo de tecidos biologicos, tem sido
proposta a descelularizagdo desses enxertos por um processo quimico. Neste, a
acao de agentes tensoativos e enzimas remove os componentes celulares, diminuindo
0 numero de antigenos e tornando o enxerto inerte. Desta forma, minimiza-se a
resposta imune e o processo inflamatério por parte do receptor, retardando a
degeneracdo do homoenxerto.' '

A matriz acelular deste homoenxerto é passivel de repovoacao por células do
proprio receptor e, por conseguinte, pode ocorrer o processo de regeneracgao e
remodelamento, havendo um potencial de crescimento, menor indice de calcificagéo
e maior durabilidade.' '3 6

Estes avangos buscam evitar a degeneragdo dos homoenxertos. Quando
descelularizados, eles podem ter maior durabilidade comparativamente a aqueles
criopreservados, o que reduziria o indice de faléncia e a necessidade de
reoperagbes, melhorando a qualidade de vida daqueles pacientes que necessitam
de substitutos valvares.

1.1 OBJETIVO

O objetivo deste estudo, experimental e descritivo, é analisar o comportamento
histolégico e funcional de homoenxertos pulmonares ovinos descelularizados por uma
nova solugdo composta principalmente de dodecil sulfato de sédio a 0,1% e
desenvolvida na PUCPR. Para caracterizar este comportamento, serdo avaliados o
repovoamento celular, a ocorréncia de calcificacdo e a fungdo valvar ao

ecocardiograma.



2. LITERATURA



O primeiro a relatar o uso de homoenxertos na cirurgia cardiovascular foi
Gross, em 1948, que utilizou enxertos arteriais de cadaveres como condutos para
confeccionar “shunts” sistémico-pulmonares em criancas portadoras de tetralogia de
Fallot e para corrigir a coarctaco de aorta.'” '8

Em 19856, Gordon Murray também reportou o uso de homoenxertos aérticos
frescos (cadavéricos), transplantados & aorta descendente, para o tratamento de
pacientes com insuficiéncia aortica.’® Apesar do sucesso hemodinamico parcial
dessa cirurgia, alguns desses homoenxertos apresentaram uma boa performance e
durabilidade. Enquanto alguns pacientes no apresentaram calcificagdo nem
gradientes trans-valvares por até 20 anos, outros rapidamente apresentaram
progressiva fibrose e calcificagdo, levando a faléncia do enxerto. Alguns autores da
epoca ja sugeriram que estas evolugbes totalmente diferentes poderiam ser
decorrentes de uma reagao imunologica. 2 %'

Os homoenxertos valvados foram utilizados em posicdo ortotoépica
primeiramente em 1962, por Ross, na Inglaterra®, e por Barrat-Boyes, na Nova
Zelandia®?, para o tratamento de cardiopatias adquiridas. Em 1966, 0 homoenxerto
valvado foi utilizado pela primeira vez para a reconstrucdo da via de saida do
ventriculo direito (VSVD) de uma crianga com atresia pulmonar, abrindo novas
possibilidades para o tratamento de diversas cardiopatias congénitas que
necessitam deste tipo de reparo.'®

Com o aprimoramento e a disponibilidade das proteses valvares, o uso dos
homoenxertos valvados comegou a declinar devido a questdes importantes, como a
dificuldade de aquisi¢do, armazenamento, transporte, disponibilidade em diferentes
tamanhos e risco de transmissdo de doencas infecciosas.”® Desta forma, foram
desenvolvidas diversas proteses que puderam ser utilizadas como condutos
valvados, que incluem:

=  Tubos de “dacron” com uma valva suina tratada com glutaraldeido

(xenoenxerto “stentless”);?*

®  Tubos de “dacron” com uma valva de pericardio, confeccionadas no

per-operatorio (“stented”);?®

= Tubos de pericardio bovino com uma valva suina implantada:2

= Tubos valvados confeccionados com pericardio heterélogo pré-fabricados;

= Tubos valvados confeccionados com pericardio heterélogo no

nar-anaratAria-27



= Tubos valvados confeccionados com politetrafluoetieno (PTFE) no
per-operatorio;?’

= Tubos valvados confeccionados com veia jugular bovina (valvado,
“stentless”, fixado com glutaraldeido);?®

m  Tubos valvados com préteses mecanicas.

Estes enxertos apresentam diferentes vantagens e desvantagens, mas todos
sdo de segunda escolha, com resultados aquém dos homoenxertos, que séo a
primeira escolha como substitutos da valva pulmonar, como concluem Homann et al.™®

Com o desenvolvimento e a organizagdo dos centros de transplante de
orgdos e tecidos durante as décadas de oitenta e noventa, os homoenxertos
valvados tiveram sua disponibilidade incrementada, permitindo um novo aumento na
sua utilizagéo.?®

Desde aquelas utilizagdes pioneiras citadas anteriormente, os homoenxertos
tem sido indispensaveis para o manejo de diversas anomalias congénitas do
coracdo e grandes vasos, onde s&o os condutos valvados de escolha para a
restauragdo da continuidade entre ventriculo direito e as artérias pulmonares em
doengas como tetralogia de Fallot com atresia pulmonar, truncus arteriosus,
transposigéo da grandes artérias complexas e dupla via de saida do ventriculo
direito. Com este novo crescimento na utilizagdo desses enxertos, sua aplicabilidade
estendeu-se para as cardiopatias valvares adquiridas, como, por exemplo, em
pacientes submetidos & cirurgia de Ross.'® °

Os homoenxertos também s&o citados por Hopkins como a melhor opgao
para a reconstrugdo da via de saida ventricular comprometida por endocardite
infecciosa e para as reconstrugdes complexas de diferentes cardiopatias
congénitas.*

A ampla utilizagdo dos homoenxertos, porém, tem sido restringida pela sua
disponibilidade e pela sua durabilidade limitada a longo prazo, principalmente em
pacientes mais jovens.? Na tentativa de resolver estes problemas, as técnicas de
processamento e conservagéo de tecidos biolégicos ganham extrema importancia,
ou buscando melhorar o desempenho desses homoenxertos ou buscando o
desenvolvimento de enxertos a partir de matrizes heterdlogas. A melhor

compreenséo da fisiopatologia da degeneragdo dos enxertos pode ajudar no



Esta preocupagéo € relevante, tanto que diversos autores descrevem a reagdo
imunologica como determinante da incompeténcia valvar que desenvolve-se ja nos
primeiros seis meses apos o implante desses homoenxertos convencionais.®' 32 33

A durabilidade e a fungao valvar do homoenxerto dependem de diferentes
fatores imunologicos e ndo imunolégicos. Como fatores nao imunolégicos que
afetam sua durabilidade e fungédo, podemos enumerar a compressao esternal, o sub
ou super-dimensionamento, a distor¢do anatémica, o uso heterotopico e a injiria
isquémica antes da conservagdo. Os fatores imunoldgicos incluem basicamente a
incompatibilidade ABO****e HLA (Human Leukocyte Antigen).'* "8 36.37. 38,39, 40

A durabilidade depende também da técnica de preservagéo. Esta pode levar a
injuria  isquémica, comprometimento estrutural e afetar diretamente na
imunogenicidade.*’ Diversas técnicas de processamento dos homoenxertos foram
propostas, incluindo o uso a fresco (enxertos homovitais), a conservagéo em solugéo
antibidtica e a criopreservagédo. Apesar de os homoenxertos criopreservados serem
os mais utilizados, alguns autores nao evidenciaram a superioridade destes em
relag&o a homoenxertos a fresco ou conservados em solugdo antibidtica. % 42

Independentemente da técnica de conservagdo, estd bem estabelecido que
os homoenxertos desencadeiam uma resposta imunolégica, e que esta tem um
papel importante na sua degeneragdo. A criopreservagao, por exemplo, mantém a
viabilidade de mais de 50% de suas células.® A antigenicidade desses
homoenxertos valvados é decorrente dos antigenos HLA classe | e Il presentes
nessas ceélulas, especialmente nas células endoteliais e miofibroblastos. Estes
antigenos desencadeiam uma resposta imunolégica doador-especifica, tanto celular,
com ativagéo de linfocitos T, como humoral, com a produg&o de anticorpos anti-HLA
classe | e ”.14, 31, 36, 39, 40, 44

Considerando-se os resultados subétimos dos homoenxertos e que a
resposta imunolégica desencadeada desempenha um papel vital na sua
degeneragao, foram desenvolvidas técnicas para diminuir a antigenicidade dos
aloenxertos, como a técnica de mascaramento de antigenos (L-Hydro) e a técnica
de descelularizagéo, que é eliminagdo dessas células, fundamental para obter-se
uma matriz imunologicamente inerte.'® #°

A descelularizagéo de aloenxertos foi introduzida inicialmente por Schilling et
al., em 1998% e depois vem sido desenvolvida por diversos outros autores que

utilizaram diferentes métodos de descelularizagdo, utilizando enzimas como a
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tripsina, a ribonuclease e desoxi-ribonuclease, solugdes hipo ou hipertonicas, ou
agentes tensoativos, como dodecilsulfato de sodio (SDS), octilphenotoxietanol, acido
deoxicolico, etanol e glicerol.*¢: 47-48.49.50

A agéo dessas enzimas e/ou agentes tensoativos promove a lise celular e a
retirada dos residuos celulares e de DNA de alonxertos, tornando-os
imunologicamente inertes. Esse processo deve, ainda, preservar a integridade das
fibras colagenas e elasticas da matriz extracelular, mantendo suas propriedades
biomecanicas.'® 5" 52

Uma matriz extracelular intacta, ndo antigénica e sem citotoxicidade residual é
um prée-requisito para a biocompatibilidade e também para a longevidade dos
aloenxertos. Essa matriz seria passivel de semeadura de células cultivadas em
laboratério (opcional) e de posterior repovoagéo por células do receptor “in vivo”,
sem haver uma resposta inflamatéria imunomediada destrutiva, que seria deletéria a
esse enxerto.>®

A hipotese que o tecido descelularizado desencadearia uma menor resposta
imunoldgica foi comprovada por autores que demonstraram uma reatividade do PRA
(“Pannel Reactive Antibodies”) significativamente diminuida.' %2

Mesmo que os homoenxertos descelularizados nado viessern a ter uma
durabilidade significativamente maior, esta menor imunogenicidade por si s6 ja seria
uma vantagem. A progressdo da cardiopatia subjacente poderia exigir um
transplante cardiaco no futuro e, nesta situagao, o “cross-matching” do HLA doador-
-receptor seria mais dificil devido a uma sensibilizagdo imunolégica prévia do
receptor decorrente do uso de um homoenxerto convencional.™

Havendo a repovoagdo com leucécitos monomorfonucleares, isto é,
monocitos, estes podem se diferenciar em histidcitos, fibroblastos, miofibroblastos e
ceélulas musculares lisas. Este processo permitiria a esse enxerto um comportamento
proximo ao fisiolégico, onde haveria produgao e reabsorgdo de matriz extracelular,
incluindo seus componentes como glicosaminoglicanos, fibras elasticas, fibras
colagenas e fibras musculares, caracterizando o processo de reparacdo e
reorganizagdo e tornando o enxerto vidvel, caracteristica presente apenas no
autoenxerto pulmonar.'® 4% 93,5455

Paralelamente a estes avancgos, foram desenvolvovidas matrizes (“scaffolds”)
sintéticas biodegradaveis e imunologicamente inertes, constituidas, por exemplo, de

acido poliglicélico, poli-hidroxioctanoato e poli-4-hidroxibutirato.5® 57+ 58
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Estes condutos valvados apresentaram resultados insatisfatorios, pois tiveram
problemas com citotoxicidade e adesividade celular a estas matrizes sintéticas, uma
vez que estes polimeros nao apresentam proteinas extracelulares denominadas
ligandinas, as quais aderem as integrinas celulares, que s&do fundamentais para a
repovoacdo dessas matrizes.>

Ainda, diferentemente dos enxertos coronarianos e arteriais periféricos, o
desenvolvimento de substitutos valvares é mais complexo, pois funcionalmente nao
sdo apenas condutos, e apresentam uma complexidade anatdmica e tridimensional
tnica, que lhes confere a funcao de valvula,*

A técnica de descelularizagdo poderia permitir o uso de heteroenxertos,
resolvendo o problema da disponibilidade dos homoenxertos. Diferentes autores
publicaram estudos experimentais, principalmente em modelos ovinos, demonstrando
bons resultados com heteroenxertos suinos descelularizados.’> % %% 8 ym
heteroenxerto suino descelularizado chegou a ser disponibilizado para uso clinico no
mercado americano e europeu (SynerGraff®). Porém, estes enxertos foram retirados
do mercado apdés o relato de resultados desfavoraveis em humanos. Por
desencadearem vigorosas reacgbes inflamatérias de corpo estranho, apresentaram

1

falha estrutural e rotura.®’ Assim, podemos questionar a antigenicidade da matriz

heter6loga, que também foi sugerida por Allaire et al. Os enxertos heterélogos
porcinos tém, ainda, o risco de transmitir retrovirus para os seres humanos.?% 3

Ao contrario dos resultados desfavoraveis dos heteroenxertos descelularizados,
os homoenxertos descelularizados mostraram resultados favoraveis em estudos

experimentais e clinicos,®? %

encorajando a utilizagdo de uma matriz homéloga
para desenvolver o processo de descelularizacdo em nossa universidade, realizado

em conjunto com a Universidade de Humbolt da Alemanha.



3. METODO



3.1 MODELO ANIMAL

A amostra foi constituida por oito carneiros (Ovis aries) jovens da raga Suffolk,
com idade meédia de quatro * 0,5 meses (minimo= 3; maximo= 5) e peso médio de
22,6 + 1,9 Kg (minimo= 20; maximo= 25). Esses animais foram operados no Hospital
Veterinario da PUCPR e submetidos ao implante de homoenxertos pulmonares
descelularizados em posi¢do pulmonar. Esses carneiros foram acompanhados
clinicamente e por ecocardiograma seriados. Subsequentemente, dois animais
foram selecionados para explante dos enxertos em prazos predeterminados de sete
dias, 30 dias, 90 dias e 180 dias de pds-operatorio.

Todos os procedimentos obedeceram ao protocolo de cuidados com animais
do "Guide for the Care and Use of Laboratory Animals" (National Academy of
Sciences, Washington, D.C.,1996) e do Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA).

Este trabalho foi aprovado no Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
PUCPR (Parecer n° 004.07/CEUA-PUCPR) — Anexo |.

3.2 PREPARO DO ENXERTO

Os homoenxertos pulmonares foram colhidos de ovelhas jovens da mesma
raga, obtidas de animais para consumo, em abatedouros da regido metropolitana de
Curitiba. Ap6s o abate do animal, foram retirados os cora¢cdes em condicdes
assépticas e transportados em solugdo salina isoténica (0,9%, a 4°C) até o
Laboratorio de Engenharia de Tecidos e Transplante Celular da PUCPR. Neste
local, em uma camara sob fluxo laminar continuo, foram dissecados os condutos
pulmonares valvados e depois imersos em uma solugdo nutriente com antibiéticos
(Solugdo de RMPI 1640°, Sigma — Roswell Park Memorial Institute — contendo:
cefoxitina 240 pg/ml, lincomicina 120 pg/ml, polimixina B 100 pg/ml e vancomicina
50 pg/ml) por um periodo de 24 horas, também a 4°C. ApoOs esta etapa, foram
descelularizados com a solu¢do denominada PUC | (patente brasileira requerida sob
o numero P10800603-2), composta predominantemente de dodecil sulfato de sédio

(SDS) a 0,1%, com o auxilio de um agitador mecéanico — “shaker” (Mesa Agitadora
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em meio nutriente com antibiéticos (RPMI 1640%) a 4°C e foram utilizados num prazo
maximo de trinta dias. Foram realizadas andlises histolégicas com hematoxilina-
-eosina de um segmento distal de cada conduto para comprovar a efetividade do

processo de descelularizagéo (Figura 1).

Figura 1 — Fotomicrografia de corte histoldgico de um segmento distal do conduto de homoenxerto
pulmonar valvado ovino descelularizado com solugdo de SDS 0,1% (Hematoxilina-eosina, 100X).
Observa-se a auséncia de células na matriz apés o término do processo.

3.3 CUIDADOS PRE-OPERATORIOS

Foram selecionadas ovelhas jovens com idade de trés a cinco meses e peso
entre 20 e 25 kg. Os animais foram avaliados clinicamente por uma equipe de
veterinarios. Foram vacinados contra Clostridium C e D e tétano. Receberam
tratamento preventivo de infecgbes parasitarias indicado para a espécie, incluindo:

Ripercol® (levamisol, 7.5 mg/kg — intramuscular) e lvomec® (invermectina, 200 pg/kg



— intramuscular). Apés a obtencdo de um hematécrito minimo de 30%, os animais
foram liberados para a operacio.

Os ovinos receberam 100 mg/dia de acido acetil-salicilico e 75 mg/dia de
dipiridamol, nos dois dias antecedentes ao implante.

Todos os animais ficaram em jejum por 36 horas para alimentos sélidos e por
12 horas para alimentos liquidos antes de cada procedimento, de implante ou
explante.

3.4 PREPARO OPERATORIO E ANESTESIA

Os procedimentos cirGrgicos foram realizados em hospital veterinario
especializado (Hospital Veterinario para Pequenos Animais no Campus Il - PUCPR),
que apresenta estrutura para procedimento cirlrgico de grande porte.

Na antessala de cirurgia foi realizada a tricotomia toracica a esquerda e em
ambos os membros anteriores para, depois, serem puncionadas duas veias
periféricas nos membros anteriores. As medicacées pré-anestésicas administradas
foram diazepan (Valium®), na dose de 0,5 mg/kg, e butorfanol (Turbogesic®), na
dose de 0,4 mg/kg de peso.

Na sala de cirurgia, os animais foram posicionados em decubito lateral direito
(vide Figura 2) e monitorados com eletrocardiograma continuo e oximetria de pulso,
obtida na lingua do animal. A monitoragdo hemodinamica era completada com a
cateterizagéo da artéria dorsal da orelha para afericdo continua da pressao arterial.

A profilaxia de infecgdes operatorias foi realizada uma hora antes da
operacao e continuada por 48 horas. Foram utilizados os antibidticos: ceftiofur
(Exenel®, Pfizer), na dose de 1 mg/kg de peso, e gentamicina (Gentamicina®, Neo-
-quimica) na dose de 4 mg/kg.

A anestesia foi induzida com propofol na dose de 4 mg/kg (Diprivan®, Astra
Zeneca) e cloridrato de fentanila na dose de 3 Hg/kg (Fentanest®, Cristalia), para
posterior realizag&o da intubagao oro-traqueal. O animal foi ventilado em respirador
a volume Oxigel® 1722 (Oxigel Materiais Hospitalares Ind. e Com. Ltda.), na
frequéncia de 12 incursdes por minuto, com afericdo da presséo parcial do CO,
exalado por capnografia. A anestesia também foi mantida com propofol na dose de
0,6 mg/kg/minuto.



Figura 2 — Ovelha posicionada em decubito lateral direito sobre a mesa operatoria, durante a indugéo
anestésica. Tricotomia do hemitérax esquerdo sobre a topografia do local da incisao operatoria.

3.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

ApoOs a antissepsia toracica com povidine degermante e alcool iodado, e a
colocacdo de campos estéreis, a diérese foi realizada por toracotomia lateral
esquerda, no 4° espago intercostal. Rebatendo-se o pulméo inferiormente,
visualizou-se a aorta toracica para a confeccao de duas suturas em bolsa com fio de
polipropileno 4.0 (Prolene®). O saco pericardico foi aberto permitindo a visualizagao
do coragao e grandes vasos, em particular o atrio direito e a artéria pulmonar (Figura
3). Apos o reparo do pericardio, com seis fios de seda 0, e confeccdo da uma sutura
em bolsa no apéndice atrial direito, com fio polipropileno 4.0, era realizada a
anticoagulagao sistémica com injecado intravenosa de heparina na dose de 250 U/kg
(Liquemine®, Roche).

Apo6s a introdugdo de uma canula arterial de 18 “French” na aorta toracica
(Figura 4) e a introdugao de uma canula venosa de 32 “French” no atrio direito
(Figura 5), era instituida a circulagcao extracorporea em normotermia e com diluicao
total, com fluxo de 2,4 litros/m? Nao foi necessaria a oclusido da aorta e as
operacdes foram realizadas com o coragdo batendo. Com a oclusédo proximal e
distal do tronco pulmonar, foram ressecados dois centimetros deste tronco. Abrindo-

se a pinga oclusora proximal, foram também ressecadas as trés cuspides



pulmonares nativas. Apds a resseccdo destas cuspides valvares pulmonares, a
pinga oclusora proximal era reposicionada.

A reconstrugcdo do tronco pulmonar foi realizada com o implante do
homoenxerto pulmonar descelularizado, interposto entre os cotos do tronco
pulmonar. As anastomoses foram realizadas com fio de polipropileno 5.0 em sutura
continua. Ndo havendo sangramento significativo, a circulacdo extra-corpérea era
descontinuada e seguida da retirada das céanulas arterial e venosa (Figura 6). A
anticoagulagdo nao era revertida.

Apods a cuidadosa revisao da hemostasia e a colocagéo de dreno tubular em
selo d'agua em hemitérax esquerdo, foi realizada a sintese anatémica toracica,
respeitando-se os planos anatémicos. Utilizamos o fio de polipropileno nimero um
para aproximarmos a 4° e 5° costelas, o Vicryl® (poliglactina 910) numero 1 para o
plano muscular e o fio de mononylon 2.0 para a pele (Figura 7). Uma hora apés a

cirurgia o dreno toracico era retirado (Figura 8).

Figura 3 — Aspecto do campo operatorio apos a pericardiotomia, visualizando-se a via de saida do
ventriculo direito (VSVD), anel pulmonar (AP) e tronco pulmonar (TP).



Figura 4 — Introdugdo da canula arterial na aorta toracica. TP: tronco pulmonar. AAE: apéndice atrial
esquerdo.

Figura 5 — Introdugéo da cénula venosa no apéndice atrial direito (AAD). TP: tronco pulmonar.
VSVD: via de saida do ventriculo direito.




Figura 6 — Aspecto final ap6s o implante do homoenxerto descelularizado (H-decel). VSVD: via de
saida do ventriculo direito. TP: tronco pulmonar.

1cm

Figura 7 — Ferida operatéria apos a sintese dos planos e dreno tubular toracico sob selo d’agua.



Figura 8 — Ovelha ja em posigao ortostatica uma hora apos a cirurgia e apos a retirada do dreno.

3.6 CUIDADOS POS-OPERATORIOS

Os animais receberam antibiotico-profilaxia com ceftiofur (Exenel®, Pfizer) na
dose de 1 mg/kg e gentamicina (Gentamicina®, Neo-quimica) na dose de 4 mg/kg),
por 48 horas no pos-operatorio. A analgesia foi realizada com flumexil (Banamine®,
Shering Plogh). O acido acetil-salicilico (100 mg/dia) e o dipiridamol (75 mg/dia)
foram administrados até a data do explante.

Nas primeiras 24 horas de pos-operatério, as ovelhas permaceceram no
Hospital Veterinario para Pequenos Animais da PUCPR, depois foram encaminhados
para o Hospital Veterinario da Fazenda Gralha Azul da PUCPR, onde receberam
acompanhamento clinico-veterinario. Também foram avaliadas por ecocardiogramas
com estudo “Doppler’ seriados, repetidos antes de cada explante. Cada enxerto
teve seu explante realizado conforme o cronograma do estudo, ou seja, dois animais
com sete dias de pds-operatério, dois com 30 dias, dois com 90 dias e, por fim, dois

com 180 dias.



3.7 EUTANASIA

A eutanasia destes animais foi realizada no centro cirirgico do Hospital
Veterindrio da PUCPR, com técnica asséptica, apds indugdo anestésica com
ketamina (2 mg/kg) e manutengdo com halotano. Foram realizadas novas
toracotomias laterais esquerdas para dissec¢do dos enxertos. Neste momento, ja
foram avaliados alguns aspectos macroscopicos do mesmo e realizada a
documentacao fotografica. Ap6s a anticoagulagdo sistémica com heparina
(Liquemine®, Roche) na dose de 250 U/kg, sob anestesia e analgesia, as ovelhas
receberam a infusdo endovenosa de 40 mEq de cloreto de potassio. Logo que os
coragbes pararam, foram retirados os homoenxertos. Ap6s a eutanasia, os animais
foram enviados para o departamento de anatomia patolégica do mesmo hospital

para descarte.

3.8 CRITERIOS DE AVALIAGAO

3.8.1 Analise Ecocardiografica

Os ecocardiogramas foram realizados por um unico observador num aparelho
Philips — SONOS 5500° em prazos de 15 dias, 45 dias, 100 dias e 170 dias de pos-
-operatorio.

Com auxilio do “Doppler” continuo e puisado, foram avaliados os seguintes
parametros ecocardiograficos: competéncia valvar, mobilidade e espessamento das
cuspides, presenca eventual de calcificagdes, vegetacdes e trombos, velocidade de
fluxo (m/s) e gradiente valvar (mmHg), este ultimo dado pela equagao de Bernoulli
simplificada:

. . 2
Gradiente valvar mmHg) = 4 . velocidade de fluxo (ms)

3.8.2 Analise Macroscépica

Foram avaliados parametros como aderéncias, consisténcia do enxerto,

presenca e distribuigéo de calcificagdes, vegetagdes, trombos, aspecto e mobilidade



das cuspides e didmetro do anel valvar. Apds esta avaliagdo, foi realizada a
documentagdo fotografica por uma camera digitai DSC W5® — Sony (5.0
megapixels).

A presenca de aderéncias foi classificada em ausente ou presente. Se
presente, fol graduada em: discreta (quando era faciimente desfeita, sem a
necessidade da secgédo de tecidos), moderada (quando era necessario seccionar
algumas areas de fibrose para individualizagdo dos planos) ou importante (quando
além da necessidade de seccionar areas de fibrose, era dificil a individualizacdo dos
planos).

A mobilidade e o aspecto das cuspides foram classificados em conjunto e de
forma interdependente. Quando as cuspides apresentavam-se finas, translicidas e
com ampla mobilidade, foram classificadas como normais. Havendo um
espessamento e diminuicdo da mobilidade da cuspide, esta foi classificada em
discretamente, moderadamente ou importantemente comprometida.

Os diametros valvares foram aferidos com o auxilio de velas de Hegar.

3.8.3 Analise Microscodpica

Um segmento longitudinal do enxerto, contendo as anastomoses proximal e
distal, o conduto e o folheto, apés a fixagdo com formaideido a 10%, foram
emblocados em parafina e cortados longitudinalmente (cortes de 4 uym). Para a
analise histopatologica de cada enxerto explantado foram utilizadas as coloragoes:
hematoxilina-eosina (para estudo da estrutura, reagado inflamatdria e infiltragao
celuiar), Alizarina Red pH 4,2 (presenca de fosfato de calcio) e pH 7,0 (presenga de
oxalato de calcio) e Pentacrdbmio de Movat, nas variantes técnicas de Silvermann-
-Movat e Russel-Movat (para avaliagdo das fibras colagenas, fibras elasticas e
glicosaminoglicanos).

Os parametros utilizados para a caracterizagdo do infiltrado inflamatério,
recelularizagao, reendotelizagao, neovascularizagao, calcificagao e integridade da

matriz extracelular estao discriminados no Anexo II.



4. RESULTADOS



4.1 EVOLUCAO CLINICA

N&o houve oObito e todos os animais atingiram seus periodos de seguimento
predeterminados em boas condigdes clinicas, a exce¢cdo de um animal (Ovelha 4),
que no momento de sua eutanasia, 30 dias apdés o implante, apresentava
comprometimento do estado geral e perda ponderal de 16%.

Como podemos observar pela tabela e grafico abaixo (Tabela 1 e Figura 9),
os demais animais que tiveram seus explantes realizados em sete e 30 dias
apresentaram pequena variagdo ponderal. Ja aqueles animais submetidos aos
explantes em prazos maiores tiveram ganhos ponderais significativos, sendo de 61 e
71% para os dois animais submetidos aos explantes em 90 dias, e de 73 e 76% para

os dois animais de 180 dias.

TABELA 1 — Ganho ponderal das ovelhas submetidas ao implante de homoenxerto pulmonar
descelularizado. Peso inicial (em quilogramas, no momento do implante), peso final (no explante,
conforme prazo), variagao ponderal (em porcentagem)

Ovelha Tempo Peso Inicial Peso Final Variacao
evolugao (kg) (kg) (%)
(dias)

1 7 21 21,3 1,4%
2 7 22 22 0
3 30 25 27,4 9,6%
4 30 25 21 -16,0%
5 90 20 34,2 71%
6 90 21 34 61%
7 180 24 41,6 73,3%
8 180 23 40,5 76%
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Figura 9 — Graéfico ilustrando o ganho ponderal das ovelhas submetidas ao implante de homoenxerto
pulmonar descelularizado. Peso inicial (em quilogramas, no momento do implante), peso final (no
explante, conforme prazo).

4.2 ANALISE MACROSCOPICA

A avaliacao macroscoépica evidenciou que todos os enxertos mantiveram suas
caracteristicas iniciais, preservando a elasticidade e a integridade do conduto, sem
sinais de estenose ou dilatacdo. Independentemente do prazo de explante, todas as
valvas mantiveram o aspecto fino e translucido e a mobilidade normal das cuspides,
sem sinais macroscopicos de degeneragdo ou calcificagdo (Figuras 10 e 11). A
excecao € a Ovelha 4, que apresentava endocardite infecciosa do enxerto, com a
presenca de vegetagcbes e trombos recentes nas cuspides, com espessamento
discreto das mesmas. Este enxerto comprometido pela endocardite também
apresentava calcificagbes discretas nas anastomoses proximais e distais. Este

achado de endocardite infecciosa explica a clinica e a perda ponderal deste animal.
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N&o encontramos um padrdo definido para a apresentagdo das aderéncias,

porém n&o houve diferenga na intensidade desta aderéncia comparando a interface

tecido autdlogo-tecido autdlogo ou tecido autdlogo-enxerto (Figuras 12, 13 e 14).

Os dados da analise macroscopica encontram-se detalhados na Tabela 2.

TABELA 2 — Resumo dos achados macroscopicos no momento do explante dos homoenxertos
pulmonares descelularizados

Aspec
Ovelha Prazo Aderéncias Trombos Calcificacdo 6 Mobildde Endocardite Observagées
asp
discreta pequenos . 5
1 Fina/transl normal nao -
(fibrinosa) (anast D)
discreta . . edema da
2 0 0 Fina/transl normal nao .
(fibrinosa) cuspide
3 30 moderada 0 0 fina/transl  normal nao -
presentes discretas espessam . veget 1mm
4 30 moderada L ) diminuida sim o
(cuspides) (anast P/D) discreto (cuspides)
5 90 discreta 0 0 fina/transl  normal nao -
6 90 discreta 0 0 fina/transl  normal nao -
7 180 moderada 0 0 fina/transl  normal nao -
8 180 discreta 0 0 fina/transl normal nao -
Prazo — Prazo de explante (em dias)
Aspec Casp — Aspecto da cuspide
Transl — Translucida
Anast D — Anastomose distal
Anast P/D  — Anastomoses proximal e distal

Veget — Vegetacéo



B

Figura 10 — Aspecto transliucido das cuspides dos homoenxertos pulmonares descelularizados
explantados apds 180 dias, observado tanto na ovelha 7 (fotografia A), como na ovelha 8 (fotografia B).



Figura 11 — Homoenxerto pulmonar descelularizado explantado apés 180 dias, observa-se a
elasticidade do conduto, as cuspides translicidas, a reendotelizagéo e a auséncia de calcificagdes.

3

Figura 12 — Homoenxerto pulmonar descelularizado (H-decel) no momento do explante apds sete
dias. Notam-se aderéncias fibrinosas.




Figura 13 — Homoenxerto pulmonar descelularizado (H-decel) no momento do explante apos 180
dias. Nota-se aderéncias moderadas. Nao ha diferenca das aderéncias entre tecido nativo e
homoenxerto descelularizado.

Figura 14 — Homoenxerto pulmonar descelularizado (H-decel) no momento do explante apos 180

dias. Nota-se aderéncias discretas. Nao ha diferenga das aderéncias entre tecido nativo e
homoenvyertn decealiilarizadn



4.2.1 Diametro Valvar

O diametro médio do anel pulmonar nativo no momento do implante foi de
18,7 mm (DPx1,90), enquanto que o didmetro médio dos enxertos implantados foi
de 20,0 mm (DP+2,07), mostrando a equivaléncia da proporcao enxerto-receptor.

N&o houve variagdo no didmetro dos enxertos explantados apos sete e 30
dias. Porém, houve um aumento de 15,70% no diametro dos enxertos explantados
apos 90 dias. Da mesma forma, houve um aumento de 35,8% (33,3% e 38,3%) no
diametro dos enxertos explantados apos 180 dias. Vide Tabela 3. O gréafico da figura

15 também ilustra 0 aumento no didametro dos enxertos ap6s 90 e 180 dias.

TABELA 3 — Homenxertos pulmonares descelularizados para a reconstrugdo da VSVD de ovinos.
Diametros valvares em milimetros (mm) do anel nativo e do homoenxerto no momento do implante,
diametro do homoenxerto no momento do explante, variagao (porcentagem)

Implante Explante Variacao

Ovelha :’;;zsc; An?:“Nna:;:lvo E?::i:;o E?')‘:i:;o (%)

1 7 19 21 21 0

2 7 22 23 23 0

3 30 20 22 22 0

4 30 20 21 21

5 90 17 19 23 15,7

6 90 16 19 23 15,7

7 180 18 18 24 33,3

8 180 18 17 24 38,3
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Figura 15 — Grafico ilustrando a variagdo do didametro dos homoenxertos pulmonares descelularizados
entre o momento do implante e o momento dos explantes, realizados apés 90 e 180 dias.

4.3 ANALISE HISTOLOGICA

4.3.1 Hematoxilina-eosina

Explantes de sete dias (Ovelhas 1 e 2)

Apresentaram pouca atividade inflamatéria aguda no conduto, constituida
principalmente por células com caracteristicas de polimorfonucleares (neutrofilos)
provenientes em maior nimero da adventicia do enxerto, e também pela migragao
através das anastomoses e pela luz do enxerto (Figuras 16 e 17). Acompanhando
esta atividade inflamatéria, encontrou-se raros monocitos e histiocitos. Pode-se
observar, também, poucas células endoteliais (uma a duas células/campo 400X).
Este endotélio, ainda imaturo e esparso, & facilmente removivel pelo processo de
preparacao da lamina.

Neste periodo, também n&o se pode observar sinais de neovascularizagao.
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Os folhetos destes enxertos encontravam-se totalmente descelularizados,

sem sinais de inflamagao, recelularizagao, reendotelizagdo e neovascularizagcdo
(Figura 18).

N&ao havia sinais de trombose desses enxertos.

Figura 16 — Homoenxerto pulmonar descelularizado explantado apés sete dias. Presenca de células
com caracteristicas polimorfonucleares predominantemente na adventicia, ovelha 1 (HE,100X).



Figura 17 — Homoenxerto pulmonar descelularizado explantado apods sete dias. Predominio de
células com caracteristicas de polimorfonucleares na adventicia do conduto, ovelha 1 (HE, 400X).

Figura 18 — Homoenxerto pulmonar descelularizado explantado apos sete dias. Folheto totalmente
acelular, ovelha 1 (HE, 400X).




Explantes de 30 dias (Ovelhas 3 e 4)

A composicdo celular destes enxertos apresentava-se diferente dos
anteriores, havendo poucos polimorfonucleares no conduto, que deram lugar a
monomorfonucleares, mais especificamente, células com morfologia de histidcitos,
fibroblastos e miofibroblastos. Enquanto os condutos de sete dias eram praticamente
acelulares, estes apresentavam moderada quantidade de células, com
recelularizagdo das camadas adventicia e média (Figuras 19 e 20).

A reendotelizagdo foi moderada, também mais evidente e firme, permitindo-se
observar cinco a seis células por campo de 400X.

O homoenxerto retirado da ovelha nimero 3 apresentava poucos neovasos,
enquanto que o da ovelha numero 4 apresentava muitos neovasos na sua
adventicia.

O folheto da ovelha numero 3 apresentava raros neutréfilos na camada
ventricularis, nao apresentando sinais de infiltrado inflamatério, nem de
recelularizagdo, nem de reendotelizagéo.

O folheto da ovelha numero 4 — animal que teve a endocardite bacteriana —
apresentava um intenso infiltrado inflamatéric de polimorfonucleares e bactérias
formando cachos, provavelmente estafilococos (Figura 21). Este infiltrado
inflamatorio avangava até o conduto, junto da insercdo do folheto.

N&o havia sinais de trombose destes condutos. Pode-se observar alguns

trombos nos folhetos da ovelha numero 4.



Figura 19 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 30 dias. Recelularizacdo atingindo a
camada média, ovelha 3 (HE, 100X).

Figura 20 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 30 dias. Recelularizagdo atingindo a
camada média, ovelha 4 (HE, 100X).




thura 21 - Homoenxerto descelularizado explantado apés 30 dias. Endocardite do folheto, presenca
'de numerosos polimorfonucleares e coldnias bacterianas, ovelha 4 (HE, 400X).

Explantes de 90 dias (Ovelhas 5 e 6)

Na composicdo celular desses enxertos ndo havia sinais de infiltrado

inflamatorio agudo, nos quais nao se encontrou polimorfonucleares (neutrofilos).
Havia poucos mondcitos e histidcitos. A recelularizagao era abundante e homogénea
(Figuras 22 e 23), predominantemente por células com caracteristicas de fibroblastos
e miofibroblastos (Figura 24). Esta recelularizagdo organizada permitia a
diferenciacao de uma camada adventicia de uma camada médio-intima.

Havia muitos neovasos nas adventicias de ambos os condutos desse grupo.

A reendotelizagdo desses enxertos foi completa, inclusive dos folhetos. Os
folhetos também nao apresentavam sinais de atividade inflamatoria, porém houve
pouca recelularizagao, melhor evidenciada na camada ventricularis dos folhetos e
orientando-se da sua base para a extremidade (Figuras 25, 26 e 27).

N&ao havia sinais de trombose destes enxertos.



Figura 22 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 90 dias. Conduto com recelularizagédo
homogénea e abundante, ovelha 5 (HE, 100X).

Figura 23 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 90 dias. Conduto com recelularizagéo
homogénea e abundante, ovelha 6 (HE, 100X).




Figura 24 — Homoenxerto descelularizado explantado apos 90 dias. Conduto com fibroblastos e
miofibroblastos, ovelha 5 (HE, 400X).

Figura 25 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 90 dias. Folheto com sua estrutura
trilaminar preservada, pouco recelularizado, exceto na sua camada ventricularis, ovelha 5 (HE, 400X).




Figura 26 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 90 dias. Base da cuspide recelularizada e
reendotelizada, ovelha 6 (HE, 400X).

Figura 27 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 90 dias. Extremidade da cuspide pouco
celular, apresentando apenas reendotelizagao, ovelha 6 (HE, 400X).




Explantes de 180 dias (Ovelhas 7 e 8)

Estes condutos apresentavam uma recelularizagdo chegando até a camada
intima, bem semelhante a uma artéria nativa (Figura 28). Nao encontramos nenhum
neutrofilo, apenas raros monomorfonucleares, afastando a presenga de reagao
inflamatéria. Havia grande quantidade de células muito semelhantes a fibroblastos,
miofibroblastos e células musculares lisas, melhor organizadas, permitindo a
diferenciagdo das camadas do conduto em adventicia, média e intima (Figura 29).
Havia muitos neovasos nas adventicias de ambos os condutos desse grupo.

Os folhetos também nado apresentavam sinais de reacado inflamatoria e
apresentavam uma recelulariza¢do significativa. Esta recelularizagéo, orientada da
base para a extremidade do folheto, atingia menos da metade da extensdo do
folheto na ovelha n° 7 e atingia mais da metade da extensdo da cuspide, até quase
sua extremidade, na ovelha n° 8 (Figura 30).

A reendotelizagao desses condutos e folhetos também foi completa.

Nao havia sinais de trombose desses enxertos.

Figura 28 — Homoenxerto descelularizado explantado apds 180 dias. Recelularizagdo bem
organizada, podendo-se perceber a diferenciagdo da camada média no conduto, ovelha 7 (HE,100X).



Figura 29 — Homoenxerto descelularizado explantado apos 180 dias. Presenca de células musculares
delimitando a camada média, ovelha 7 (HE, 400X).

Figura 30 — Homoenxerto descelularizado explantado apos 180 dias. Folheto ja apresentando maior
celularidade na sua extremidade, ovelha 8 (HE, 100X).




4.3.2 Pentacromio de Movat

Em todos os condutos pode-se observar a organizagédo normal e a integridade
das fibras colagenas e fibras elasticas, independentemente do prazo de explante.
Pela variante técnica de Silvermann-Movat, demonstrou-se a integridade das fibras
colagenas e a distribuicdo normal dos glicosaminoglicanos (Figura 31). Pela técnica
de Russell-Movat, a distribuicdo das fibras elasticas também era habitual, em maior
concentragéo na camada média, estas sempre integras (Figuras 33 e 34).

A preservagao da matriz extracelular também foi observada nos folhetos,
também independentemente do prazo de explante. Pela coloracdo de Silvermann-
Movat, identificou-se claramente a diferenciagdo das trés camadas dos folhetos em
todos os enxertos: camada fibrosa — com o predominio das fibras colagenas
(coradas em amarelo), camada espongiosa - com o predominio de
glicosaminoglicanos (coradas em verde/azulado) e camada ventricularis — mais
celular (coradas em vermelho) (Figura 32). Pela variante técnica de Russell-Movat,
também foi evidenciada a integridade das fibras elasticas nos folhetos, mesmo 180
dias ap6s o implante (Figura 35).

A unica excecdo foi o folheto da ovelha numero 4, que, em funcdo da

endocardite, apresentava total desorganizag¢ao de sua estrutura trilaminar.



Figura 31 — Homoenxerto descelularizado explantado apos 180 dias. Presenca glicosaminoglicanos
(azul-esverdeadas) e de fibras colagenos integras no conduto, ovelha 8 (Silvermann-Movat, 100X).

Figura 32 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 180 dias. Estrutura trilaminar do folheto
preservada apos 6 meses, ovelha 8 (Silvermann-Movat, 100X).




Figura 33 — Homoenxerto descelularizado explantado apds 180 dias. Fibras elasticas integras no
conduto, ovelha 8 (Russell-Movat, 100X).

Figura 34 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 180 dias. Fibras elasticas integras no
conduto, ovelha 8 (Russell-Movat, 200X).
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Figura 35 — Homoenxerto descelularizado explantado apos 180 dias. Estrutura trilaminar do folheto
preservada, com fibras elasticas integras (setas), ovelha 8 (Russell-Movat, 100X).

4.3.3 Alizarina Red 4.2e 7.0

Estas coloragdes mostraram a presenca de fosfato de calcio (Alizarina Red
pH 4.2) e oxalato de célcio (Alizarina Red pH 7.0) em peguena quantidade na
anastomose distal do homoenxerto da ovelha nimero 3 e nas anastomoses proximal
e distal do homoenxerto da ovelha numero 4, ambas explantadas com 30 dias,
caracterizando discreta calcificacdo nestas anastomoses (Figura 38). Todos o0s
demais condutos e todos os folhetos ndo apresentavam sinais de calcificagdo por

ambas as coloracées, mesmo apos 180 dias. (Figuras 36 e 37).



Figura 36 — Homoenxerto descelularizado explantado apos 180 dias (ovelha 8). Observa-se que nao
houve calcificagdo do conduto (Fig. A), nem do folheto (Fig. B) (Alizarina Red pH 7.0 — 100X).

Figura 37 — Homoenxerto descelularizado explantado apés 180 dias. Conduto e folheto sem
calcificagéo, ovelha 8 (Alizarina Red pH 4.2 — 100X).



Figura 38 — Homoenxerto descelularizado explantado ap6s 30 dias. Aspecto de calcificagao ao redor
do fio na anastomose (indicado pelas setas —), ovelha 4 (Alizarina Red pH 4,2 - 200X).

4.4 ANALISE ECOCARDIOGRAFICA

Foram realizados ecocardiogramas com estudo "Doppler” peridédicos para
avaliagdo da velocidade de fluxo transvalvar, gradiente instantdneo maximo e
gradiente médio. Também foram analisadas a competéncia valvar, a mobilidade e o
espessamento das cuspides, a fungao do ventriculo direito, além da presenca de
trombos e vegetagbes no homoenxerto. Eles foram realizados com 15, 45, 100 e 170
dias de pos-operatorio.

Os animais que tiveram os explantes realizados apés sete dias, assim como a
ovelha numero 4, que teve seu explante realizado em 30 dias, nao foram submetidas
ao ecocardiograma.

A Tabela 4 resume todos os achados ecocardiograficos.



TABELA 4 — Resumo dos achados ecocardiograficos

Ovelha | Dias |Grad Max |Grad Med| Vel FIx | Mobil. | Espess. | Insuf [Fungido| Calcific. | Veget. | Trombos
de (mmHg) | (mmHg) | (m/s) | Valvar Cusp. Pulm VD
P.O.

discreto

0

Normal

Normal

Normal

Normal minima | Normal

Normal minima | Normal

P.O. — pos-operatorio / Grad Max (mmHg) — Gradiente maximo em milimetros de mercurio / Grad Méd (mmHg) — Gradiente
medio em milimetros de mercurio / Vel Flx (m/s) — Velocidade de fluxo em metros por segundo / Mobil. — Mobilidade / Espess
Cusp — Espessamento das cuspides / Insuf Pulm — Insuficiéncia pulmonar / VD — Ventriculo direito / Calcif — Calcificacao /
Veget. — Vegetagdes.

Os gradientes maximos e médios e as velocidades de fluxo ficaram em
valores baixos, proximos ao normal, e nao progrediram com o tempo.

A mobilidade das cuspides permaneceu normal em todos os exames ao longo
do seguimento, sem haver um espessamento maior que discreto.

A fungdo valvar era normal em todos os exames. As ovelhas 7 e 8
apresentaram insuficiéncia valvar minima nos ecocardiogramas de 100 e 170 dias.

Em todos os exames a fungédo de ventriculo direito foi normal. Nao foram
observados sinais ecocardiograficos de trombos, vegetagées e calcificacdo.

Entre as ovelhas que tiveram seus explantes realizados com 90 dias, nao
houve diferenga, ao estudo “Doppler”, dos gradientes maximos e médios e da
velocidade de fluxo entre os exames realizados nos intervalos de 15 e 45 dias (vide
Tabela 5-A).

O mesmo pdde ser observado entre as ovelhas do grupo de 180 dias, ndo
havendo progressdo dos gradientes e das velocidades de fluxo nos exames

realizados com 15 dias, 100 dias e 170 dias de pds-operatorio (vide Tabela 5-B).



ecocardiogramas, ndo permitindo a tabulagao e comparagao dos dados.

Com relagéo aos didametros valvares, estes ndo foram mensurados em todos

TABELA 5 — Parametros medios ao estudo “doppler” nos ecocardiogramas dos grupos de explante
com 90 dias (A) e 180 dias (B)

A — Explantes 90 dias

B — Explantes 180 dias

Prazo Grad Grad Vel flx Prazo Grad Grad Vel fix
(dias) Max Med (m/s) (dias) Max Med (m/s)
(mmHg) | (mmHg) (mmHg) | (mmHg)
15 6,42 3,69 1,22 15 6,6 4,22 1,09
45 6,97 3,52 1,31 100 7,33 4,84 1,35
170 5,87 3,53 1,20

Grad Max: Gradiente Maximo; Grad Med: Gradiente Médio;
Vel FiIx: velocidade de fluxo; mmHg: milimetros de mercurio;

m/s: metros/segundo



5. DISCUSSAO



Segundo Dohmen et al., o substituto valvar ideal deve permitir a viabilidade
celular, mantendo o potencial de regeneragdo celular e da matriz extracelular,
evitando o processo de degeneragdo estrutural e tendo um potencial de
crescimento.®® Atualmente, apenas o autoenxerto pulmonar tem estas
caracteristicas.®

O homoenxerto criopreservado, o0 mais frequentemente utilizado, apresenta
fibroblastos e células endoteliais do doador viaveis. Justamente pelo fato de estas
células serem viaveis € que desencadeiam uma resposta imunolégica no receptor,
ao expressarem antigenos de superficie HLA classe | e ll. Esta resposta imunolégica
comprovadamente tem um papel importante na degeneragdo deste homoenxerto,
afetando sua durabilidade. Desta forma, o homoenxerto criopreservado ndo possui a
qualidade de regeneragdo nem de crescimento.' 37 36 38.40. 44

Na busca de se melhorar o desempenho dos homoenxertos, Schilling et al.
propuseram o método de descelularizagdo para minimizar a resposta imunolégica
apés o implante dos mesmos.*® Ainda em desenvolvimento, ndo ha consenso entre
os diferentes métodos de descelularizagdo, nem quanto ao uso de matrizes
homolbgas ou heterolégas, nem quanto ao beneficio da semeadura destes enxertos
com células cultivadas em laboratério.

No presente estudo, preferimos a utilizagao de uma matriz homologa devido a
resultados desfavoraveis de matrizes heterdlogas, publicadas por Simon et al®', e
também porque a matriz heterdloga pode ser antigénica® e transmitir retrovirus para
seres humanos.®

Antes da utilizagdo clinica de qualquer substituto valvar, sdo necessarias
extensas avaliagbes “in vitro” e ”in vivo”. Estudos prévios realizados por Elkins et al.
compararam, em laboratério, o desempenho biomecanico e hidrodindmico de
homoenxertos pulmonares descelularizados ovinos e humanos com homoenxertos
pulmonares criopreservados convencionais ovinos e humanos. Esses autores ndo
evidenciaram diferencas no desempenho biomecéanico e hidrodinamico dos
diferentes enxertos, tanto em niveis pressoéricos pulmonares como em niveis
pressoricos suprassistémicos (180 mmHg).>

O modelo experimental em ovinos jovens € comumente utilizado para teste de
substitutos valvares, visto que a fisiopatologia da degeneragdo e calcificagdo é

semelhante a dos seres humanos, porém em escala mais acelerada.®” Este modelo



outros modelos animais, sendo facilmente reprodutivel.®® E importante ressaltarmos
que a avaliacédo de novos substitutos valvares em modelos experimentais em ovinos
é um estudo pré-clinico obrigatério, segundo o “US Food and Drug Administration
Replacement Heart Valve Guidance”.®®

Os achados histologicos do presente estudo evidenciaram que os enxertos
explantados apé6s sete dias ja apresentavam um infiltrado inflamatério pequeno,
constituido basicamente por polimorfonucleares, localizado principalmente na
adventicia e proximo as anastomoses. Este padrao celular e de migracgéo celular é
condizente com o descrito por Elkins et al., em 2001. Neste estudo experimental em
ovinos, o qual testa homoenxertos descelularizados pelo processo Synergraft®,
descreve-se que este infiltrado inflamatério inicial e transitério ndo resulta em
degeneragcdo do enxerto e € importante para a quimiotaxia de demais células,
preparando o enxerto para o repovoamento celular.’

Comprovando o carater transitério deste infiltrado inflamatério agudo, os
enxertos explantados apds 30 dias apresentavam um menor niumero de neutrofilos;
estes deram lugar a células mais maduras, mais especificamente células com
morfologia muito sugestiva de histiocitos, fibroblastos e miofibroblastos. Ja com 30
dias, o repovoamento celular atingiu a camada média do conduto e pode-se
evidenciar muitos neovasos na adventicia dos enxertos. Este comportamento é o
oposto ao observado em homoenxertos criopreservados ou a fresco, que neste
periodo de 30 dias apresentam diminuicdo da celularidade mesenquimal e
manutengao do infiltrado inflamatério.”

Os enxertos explantados apés 90 dias exibiam uma recelularizagdo
abundante e homogénea, chegando até a camada intima do conduto. A auséncia de
neutrofilos e a presenga de poucos monécitos indicam que ndo havia atividade
inflamatoria persistente, corroborando o conceito de que o enxerto é imunologicamente
inerte. ApoOs este intervalo, as células predominantes apresentavam caracteristicas
morfologicas de fibroblastos e miofibroblastos, progressivamente organizados,
permitindo-nos identificar uma camada médio-intima e uma camada adventicia, esta
ultima com muitos neovasos.

Enquanto os folhetos valvares dos enxertos explantados com sete e 30 dias
eram praticamente acelulares, ap6s 90 dias pudemos evidenciar o inicio da
recelularizagdo da camada ventricularis dos folhetos, progredindo da base para a

extremidade da cuspide. Estes achados sao muito similares ao de outro trabalho



publicado por Elkins et al., que demonstraram substancial recelularizagdo do conduto
e uma recelularizagao inicial da camada ventricularis dos folhetos valvares.%?

Apo6s 180 dias, os enxertos apresentavam uma recelularizagdo completa e
organizada, semelhantemente a um conduto valvado nativo. Nao havia atividade
inflamatoéria, pois ndo encontramos neutrofilos, apenas raros monocitos. Havia um
claro predominio de células maduras, permitindo a diferenciagdo das trés camadas
do conduto: adventicia, média e intima. Na adventicia, observamos muitos neovasos,
e na camada média, células com caracteristicas de células musculares lisas.
Enguanto a recelularizagéo do folheto de uma das ovelhas (n° 7) atingia menos da
metade da sua extensdo, na outra ovelha (n° 8) atingia mais da metade da extensao
da cuspide, até quase sua extremidade. Estes achados também sio semelhantes
aos descritos por Elkins et al. (2001).°> Dohmen et al., num estudo experimental em
ovinos que receberam heteroenxertos descelularizados com acido deoxicolico,
tambem descrevem que, mesmo apods seis meses, a recelularizagdo do folheto ndo
havia atingido sua extremidade.** Hopkins et al., em 2009, também em um modelo
experimental em ovinos, evidenciaram a recelularizagao apenas da base do folheto
mesmo apdés um ano de seguimento. Estes autores caracterizaram esta
recelularizagdo por imuno-histoquimica, identificando o fenétipo destas células como
miofibroblastos, inclusive com a expressado de alfa-actina para musculo liso e
proteina HS 47. No presente estudo, esta recelularizacdo incompleta do folheto néo
comprometeu a competéncia valvar, porém poderia limitar sua funcdo e sua
durabilidade em prazos maiores, que presumidamente dependem da atividade celular
intersticial para sintetizar as proteinas estruturais para o remodelamento construtivo e
adaptativo da matriz extracelular.®®

Referente & reendotelizagao, os enxertos explantados apds sete e 30 dias
apresentavam, respectivamente, raras e poucas células endoteliais no conduto, e
nenhuma célula endotelial nos folhetos de ambos os grupos. Além de pouco
numerosas, esparsas e frouxamente aderidas a membrana basal, estas células
endoteliais s&o facilmente descamadas na preparagdo da lamina e manipulagdo do
enxerto, dificultando sua visualizagdo. Ap6s 30 dias, encontramos poucas células
endoteliais no conduto, diferentemente de Numata et al., que encontraram uma
reendotelizagdo mais avangada no mesmo periodo, inclusive das cuspides valvares.
Deve-se ressaltar que esses autores empregaram um modelo experimental no qual

suinos receberam homoenxertos descelularizados.”' Porém. mesmo estudos que



utilizaram a semeadura “n vitro” com células endoteliais de homoenxertos
descelularizados, ndo puderam comprovar a reendotelizagdo da extremidade do
folheto.>®

Apos 90 e 180 dias, pudemos observar uma reendotelizagdo completa do
condutos e em mais de dois tercos dos folhetos. Estes resultados foram
semelhantes ao grupo controle (ndo-semeado com células endoteliais e
miofibroblastos) de trés meses do estudo experimental de Steinhoff et al. Porém,
esse mesmo autor obteve uma reendotelizagdo mais precoce — ap6s 30 dias ~ no
grupo de estudo (semeado com células endoteliais e miofibroblastos). A presenca de
uma camada confluente de células endoteliais € fundamental na preservagéo da
matriz subendotelial e na prevencdo de trombose, decorrente da exposigdo do
colageno da membrana basal apos a descelularizaggo.”® Este pode ser mais um
argumento a favor da semeadura de células endoteliais cultivadas em laboratorio
previamente ao implante. Por outro lado, em nosso estudo, nao tivemos evidéncias
de trombose em nenhum dos enxertos, nem de hiperplasia intimal, podendo sugerir
a presenca de um endotélio que pode ter se desprendido com a preparagéo das
lJaminas para a histologia. Ainda com resultados controversos, a prévia semeadura e
a restituicdo celular ”in vitro” ainda exigem técnicas mais eficazes a serem
comprovadas por futuros estudos.

A excecao da ovelha 4, que apresentou um quadro de endocardite infecciosa,
todos os demais animais apresentaram boa evolugdo clinica. Aqueles que foram
submetidos ao explante em prazos maiores, 90 e 180 dias, tiveram significativos
ganhos ponderais. Acompanhando estes ganhos ponderais, os homoenxertos
valvares descelularizados apresentaram aumento no seu diametro de 15,7% em 90
dias e de até 38,2% em 180 dias. Porém, ndo podemos afirmar se este crescimento
foi proporcional ao esperado de um animal normal, pela falta de um grupo controle.
Em um estudo experimental em ovinos, da mesma linha de pesquisa e com
metodologia semelhante ao do presente estudo, Lopes et al. compararam o
comportamento biologico de heteroenxertos descelularizados por acido deoxicdlico
(a 1%) com homoenxertos criopreservados. Assim como em nosso estudo, os
autores citados evidenciaram que os heteroenxertos descelularizados apresentaram
um significativo aumento nos seus didmetros valvares apés 280 dias de seguimento,
ao contrario dos homoenxertos criopreservados convencionais, que nao

apresentaram aumento no seu diametro.”? Cebotari et al. reconstruiram a VSVD de



criangas com homoenxertos descelularizados com tripsina e EDTA e semeados “in
vitro” com células endoteliais autologas, e também demonstraram o aumento no
diametro desses enxertos ap6s trés anos de seguimento, com a manutencdo da
competéncia valvar e gradientes baixos, sugerindo a remodelacgéo e o crescimento.”

Devemos salientar que a ocorréncia deste caso de endocardite citado
anteriormente é esperada em 10 a 15% dos casos de cirurgias cardiovasculares
experimentais em ovinos, visto que estes animais estdo sob constante estimulo
imunologico, pois normalmente apresentam uma grande quantidade de bactérias no
aparelho digestivo e no sangue.®®

Uma questdo importante é se esse aumento no didmetro foi por crescimento
ou dilatagdo patologica, decorrente de falha estrutural. Alguns argumentos suportam
a hipb6tese de crescimento, incluindo:

1. A analise macroscépica dos enxertos ndo evidenciou sinais de
adelgagamento da parede do conduto, havendo coaptagdo normal das cuspides.

2. Ainda, os diametros valvares acompanharam os ganhos ponderais dos
animais de uma forma aparentemente linear.

3. O ecocardiograma néo revelou insuficiéncia valvar significativa.

4. A analise microscopica demonstrou uma recelularizagéo ordenada.
Observamos, também, a integridade das fibras colagenas e elasticas e a sua
organizagao normal. Estes achados ndo estariam presentes caso houvesse falha
estrutural e dilatacao patologica.

Permanece a questéo se esses resultados se manteriam a longo prazo, mas,
para tal, sdo necessarios novos estudos com periodos de seguimento maiores.

Pelas coloragbes de Silvermann-Movat e Russell-Movat, pudemos comprovar
a integridade das fibras colagenas e elasticas, respectivamente, em todos os
enxertos. Isto nos sugere que o método de descelularizagdo empregado nao
comprometeu a estrutura da matriz extracelular, o que foi mantido em todo o periodo
observacional, mesmo naqueles enxertos que aumentaram de didmetro, dando
suporte a hipétese de regeneragdo da matriz extracelular e crescimento. Outro
estudo experimental em ovinos, realizado pelo presente grupo de pesquisa,
comparando homoenxertos criopreservados com heteroenxertos descelularizados
explantados apos 150 dias, demonstrou que os homoenxertos criopreservados

apresentavam-se acelulares e com processo de hialinizagdo e degeneracdo da
matriz extracelular.?



O presente estudo ndo inclui uma analise completa de todos os tipos de
moléculas da matriz extracelular e glicosaminoglicanos normalmente presentes, mas
traz fortes indicios da preservacéo desta matriz. Nao apenas a sintese da matriz
extracelular € importante, mas também a reabsor¢do desta € fundamental para a
reorganizagao do tecido. Esta reabsorgéo poderia ser provada pela comprovagao da
liberacado de metaloproteinases, abrindo um campo para novas questbes a serem
respondidas.”® A reorganizacgdo ativa dos tecidos é importante para a durabilidade a
longo prazo e também para o crescimento desses condutos valvados, sendo este
um dos principais objetivos da engenharia de tecidos, extendendo sua aplicabilidade
na cirurgia pediatrica.*®

Assim como Steinhoff et al., ndo observamos calcificagao significativa nem no
conduto, nem nas cuspides valvares. Estes autores, porém, descrevem calcificagdes
nos tecidos musculares subvalvares, junto a anastomose proximal de todos os
enxertos, ja com trés meses de pos-operatorio. E comum observarmos calcificagdes
nas anastomoses vasculares, mas estes achados podem ser decorrentes de uma
descelularizagao incompleta ou por algum grau de comprometimento estrutural
decorrente do processo, uma vez que Os autores supracitados utilizaram uma
enzima (tripsina) como agente descelularizante, ja citada por Dohmen et al. como
sendo um método inferior por alterar a matriz colagena.”® ** Como ndo observamos
calcificacdo dos enxertos em 180 dias (26 semanas), provavelmente ela ndo mais
ocorrera. Corroborando esta hip6tese, Hopkins et al.,, em 2009, sugeriram que o
modelo experimental de 52 semanas ndo é superior ao de 20 semanas para
avaliagdo do quesito calcificagdo. Segundo o manuscrito desses autores, 0s
homoenxertos descelularizados mantém as qualidades tradicionais dos
homoenxertos convencionais — “como perfil hemodinédmico e excelentes
propriedades tissulares” — e com a vantagem adicional de retardar ou eliminar o
marcador essencial da deterioragao: a calcificacdo.®®

Apesar de ser um meétodo subjetivo e observador-dependente, o
ecocardiograma é citado por outros autores como um método nao invasivo sensivel
e confiavel para avaliarmos a fungdo de homoenxertos valvares em humanos.” 7°
Este exame complementar vem sendo utilizado pelo presente grupo de pesquisa
para avaliagdo de enxertos cardiovasculares, valvados ou ndo. O ecocardiograma
também tem sido utilizados por outros autores, extrapolando-se sua eficacia para

estudos experimentais em ovinos.’? **
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Os ecocardiogramas com estudo “Doppler” seriados evidenciaram
velocidades de fluxo e gradientes transvalvares baixos e que ndo aumentaram nos
exames seriados. A preservacdo da mobilidade das cuspides e da fungdo valvar a
médio prazo corroboram a hipdétese de viabilidade dos homoenxertos
descelularizados.

Podemos inferir que a integridade da matriz extracelular desses homoenxertos
descelularizados foi fundamental para o seu bom desempenho, e sua imunogenicidade
nula ou minima, evitou a manutengéo de uma resposta inflamatéria imunomediada
deletéria, e permitiu a recelularizagdo e a reendotelizagdo adequadas, evitando a
calcificagéo.

Esta estabilidade biomecanica obtida nestes homoenxertos apds o processo
de descelularizagdo € um ponto critico para sua seguranga cirurgica e fungao
primaria. A perda de estabilidade tecidual que pode acompanhar o processo de
descelularizagédo nao foi significativa no presente estudo, que usou tecidos de
parede delgada, sob a presséo pulmonar e em posicao ortotopica. O uso em posi¢ao
adrtica ou heterotépica pode ser mais critico, exigindo novos estudos nestas
condi¢des.

A fungao valvar a longo prazo, a reorganizagao tissular e as fungdes celulares
devem ser analisadas a longo prazo, com tempo de observagéo maior que um ano e
com um maior numero de anirhais, para que realmente possamos comprovar a

viabilidade e o crescimento desses homoenxertos descelulaizados.



6. CONCLUSOES



Os homoenxertos ovinos descelularizados foram progressivamente

repovoados por células do receptor. Este repovoamento foi organizado e
funcional.

Os homoenxertos descelularizados nao apresentaram calcificagao.

Os ecocardiogramas seriados evidenciaram a manutencdo da fungio

valvar apos 180 dias, com gradientes baixos e insuficiéncia valvar

minima.

Houve um aumento no diametro destes enxertos, acompanhando

proporcionalmente o crescimento do animal.
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PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA

A e
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. NUCLEO DE BIOETICA
COMITE DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

PUCPR PARECER DE PROTOCOLO DE PESQUISA

Curitiba, 11 de junho de 2007.
PARECER N. 55/07/CEUA-PUCPR

Prezado (a) Pesquisador (a),

Informo a Vossa Senhoria que o Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais, em
reunido realizada no dia 04 de junho do corrente ano avalion o Projeto Intitulado
“Avaliagio do comportamento biolégico de homoenxertos valvares pulmonares

decelularizados com solugiio PUC I: estudo experimental em ovinos”, sob o registro no

CEUA /PUCPR n° 228.

O colegiado do CEUA entendeu que o projeto avaliado esti de acordo com as normas

éticas vigentes no pais e por isso emite o seguinte parecer:

APROVADO COM RECOMENDACOES

- Esclarecer se os animais que fornecerdo os enxertos scrio abatidos para a pesquisa ou virdo de

&

animais abatidos para consumo.



Lembramos o senhor (a) pesquisador () que é obrigatério encaminhar relatério anual

parcial e relatério final da pesquisa a este CEUA.

Atenciosamente,

llmo Sr
Fabio Binhara Navarro
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ANEXO Il - CRITERIOS PARA ANALISE MICROSCOPICA

CARACTERIZACAO DA RECELULARIZACAO

GRADUAGAO (pela coloracdo hematoxilina-eosina):

0 — Nenhuma ou pouca recelularizagéo
e Poucas células na adventicia (até 150 células/campo de 100X)
e Auséncia de células na camada media e intima

e Auséncia ou poucas células endoteliais

1 — Moderada recelularizaggo

Adventicia — presenga de 150 a 250 células/campo de 100X

Envolve a camada média (até 150 células/campo de 100X)

Células endoteliais proximas as anastomose, menos de 1/3 da luz do

enxerto

2 — Recelularizagdo abundante (celularidade proxima a normal)

Adventicia — mais de 250 células/campo de 100X

Média — mais de 150 células/campo de 100X

Envolve a camada intima

Células endoteliais envolvendo mais de 2/3 do enxerto

CARACTERIZACAO DO INFILTRADO INFLAMATORIO

GRADUAGAO (pela presenga de células inflamatérias, leucocitos

polimorfonucleares e mononucleares, pela coloragdo hematoxilina-eosina):
0 — Normal — poucas células inflamatorias (< 25 célutas/campo 100X)

1 — Pouco Inflamado — moderada quantidade de células inflamatérias (>25 e
<150 células inflamatorias)

2 — Inflamado — mais de 150 células/campo 100X



86

CARACTERIZACAO DA REENDOTELIZACAO

GRADUAGAO (pela coloracdo hematoxilina-eosina):

0 — Pouca ou ausente
e Endotélio ausente ou menos de 1/3 da luz, proximo as anastomoses

e 1 a2 células/campo 400X

1 — Moderada
e Endotélio em mais de 1/3 e menos de 2/3 da luz

e 5 a6 células/campo 400X

2 — Grande ou Completa

e Endotélio em mais de 2/3 da superficie do enxerto

CARACTERIZACAO DA NEOVASCULARIZACAO

GRADUAGAO (pela presenca de neovasos na adventicia, pelas coloragdes

de hematoxilina-eosina e Movat):

0 - Nenhum

e Auséncia de neovasos

1 — Poucos

e Menos de 5 neovasos/campo de 100X

2 — Muitos

e Mais de 5 neovasos/campo de 100
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CARACTERIZACAO DA MATRIZ EXTRACELULAR

GRADUAGAO (pelas coloragdes de Russell-Movat e Silvermann-Movat):

0-

71—

2 —

Desorganizada

Mais de 70% das fibras colagenas e elasticas rotas, presenca de lacunas

entre as fibras, auséncia de glicosaminoglicanos

Parcialmente Organizada

Menos de 70% das fibras colagenas e elasticas rotas, camada intima nao

festonada, presenca de glicosaminoglicanos

Organizada / Normal

Fibras colagenas e elasticas integras, distribuicdo normal de

glicosaminoglicanos -

CARACTERIZACAO DA CALCIFICACAO

GRADUAGAQO (pelas coloracdes de Alizarina-Red 4.2 — cristais de fosfato de

calcio — e 7.0 — cristais de oxalato de calcio):

0 -

1 —

2 —

Sem Calcificagdo
Auséncia de cristais de fosfato ou oxalato de calcio

Minima calcificagdo ao redor dos fios de sutura nas anastomoses

Pouca Cailcificagdo

Pequenos cristais de fosfato ou oxalato de calcio, ndo causando dano a

matriz extracelular do conduto ou cuspide

Calcificagdo Importante

Grandes e/ou numerosos cristais de fosfato ou oxalato de calcio

causando dano a matriz extracelular



