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RESUMO

Introdugao: o pericardio bovino fixado em glutaraldeido € utilizado na confecgéo de
proteses valvares cardiacas, porém sofre processo de degeneracao e calcificagao.
Varios métodos foram empregados com a finalidade de evitar a calcificagéo.
Objetivo: avaliar o processo de descelularizagcdo como método anticalcificante em
proteses de pericardio bovino fixado em glutaraldeido, implantados em modelo
circulatorio de ovinos. Métodos: foram confeccionados tubos valvados de pericardio
bovino com 21 mm de didametro e divididos em dois grupos: controle com pericardio
fixado em glutaraldeido e grupo estudo com pericardio descelularizado e fixado em
glutaraldeido. Foram implantados em posi¢cdo pulmonar em ovinos por 180 dias. As
pecas explantadas foram submetidas a analise macroscopica e radiografica, analise
histolégica com hematoxilina e eosina, Alizarina-red e Pentacromico de Russel-
Movatz e quantificagdo de calcio por espectrometria de absorgdo atdmica.
Resultados: foram explantados seis enxertos de cada grupo. Todos os enxertos do
grupo controle apresentavam calcificacdo intensa das cuspides e algumas regides
dos condutos, ja os enxertos descelularizados apresentavam-se preservados sem
calcificacbes grosseiras evidentes. Dados foram comprovados por radiografia. A
analise histolégica evidenciou infiltrado inflamatério monomorfonuclear com reacao
de corpo estranho nos dois grupos, com predominio proximal e adventicial. Tanto as
cuspides como os condutos estavam cobertos por camada neointimal, mais espessa
nas porc¢des proximais. A matriz estava preservada nos enxertos descelularizados e
desorganizada com roturas de fibras no controle. Observaram-se calcificagbes
grosseiras nos folhetos e condutos do grupo controle e apenas pontos focais no
grupo estudo. O conteudo de calcio medido nos condutos foi de 35,25+42,13 no
controle versus 15,75£10,44 no descelularizado: ja nas cuspides foi de 264,4+126,16
no controle versus 94,29+27,05 no estudo (p=0,009). Conclusao: a descelularizacao
mostrou-se como um método anticalcificante eficaz em pericardio bovino
descelularizado implantado em modelo circulatério de ovinos por 180 dias

DESCRITORES: Bioproéteses. Pericardio bovino. Descelularizagéo. Calcificacéao.
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ABSTRACT

Introduction: bovine pericardium preserved into glutaradehyde is used in cardiac
bioprosthesis, however a process of degeneration and calcification is identified. Many
treatments are used to try avoid this calcification. Objective: to analyze the
descelularization process in bovine pericardium preserved in glutaraldehyde like
anticalcification method in valves implanted in a circulatory sheep model. Methods: it
was produced valved tubs with 21 mm diameter and divided in two groups: control
group — bovine pericardium preserved in glutaraldehyde and study group — bovine
pericardium descelularized and preserved in glutaraldehyde. The tubs were
implanted in pulmonary artery position in sheep model by 180 days. After
explantation the tubs were analized by x-ray macroscopy, histology by hematoxilin-
eosin, alizarin-red and Russel-Movatz pentacromic. The calcium content was
measured by flame atomic absorption spectrometry. Results: six tubs were analized
in each group. All cusps in the control group were intense calcified and some areas
in the wall tub too. But ther decellularized group presented only little calcification
points. Dates were proved by x-ray exams. The histological analysis showed the
same monomorfonuclear infiltrate mainly in basis and adventicial regions with
granulomas reaction. In the wall and cusps were covered by neointimal formation in
both groups and were thicker in basis. The matrix was preserved in descelularized
group, however in the control group had damage fibers. Calcification was observed in
all cusps in control group and in some areas in the walls and only little points in the
study group. The wall calcium content was 35,25+42,13 | the control versus
15,751£10,44 in the descelularized: in the cusps was 264,4+126,16 in controls versus
94,29+27,05 in decelularized (p=0,009). Conclusions: descelularization showed a
good power anticalcification in bovine pericardium tested in circulatory sheep model
by 180 days.

DESCRIPTORS: Bioprosthesis. Bovine pericardium. Descellularization.
Calcification.
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1 INTRODUGAO

Diversas condig¢bes clinicas, tais como a moléstia reumatica, cardiopatias
congénitas e doencgas degenerativas ou infecciosas podem causar lesdes em
valvas cardiacas nativas, com elevada morbi-mortalidade. Estima-se que o
numero de pacientes que necessitam de cirurgia para substituicdo valvar seja de
270.000/ano no mundo. N&o existe a protese valvar ideal, e apesar dos avangos
tecnoldgicos, a escolha do melhor substituto ainda € um problema, pois todas
apresentam vantagens e desvantagens'?.

Existem dois tipos de proteses cardiacas: as biolégicas e as mecanicas.
As proteses biologicas, que podem ser construidas com tecidos autélogos,
homélogos ou heterbdlogos, apresentam boa fungédo hemodindmica, ndo requerem
0 uso de medicagdo anticoagulante no poés-operatdério, mas apresentam
durabilidade limitada, por degeneragdo precoce, especialmente em pacientes
jovens3. J4, as préteses metalicas sao duraveis, porém pelo alto risco de eventos
tromboemboalicos, necessitam de anticoagulagdo permanente, estando sujeitas as
complicagbes hemorragicas. Em paises em desenvolvimento como o Brasil, a
condicdo precaria para o adequado controle da anticoagulagado, faz com que o
uso de préteses metalicas seja ainda mais limitado®.

Dentre as proteses biologicas, as de pericardio bovino fixadas em
glutaraldeido (GDA) s&o utilizadas desde a década de 70 e seus resultados
clinicos bem conhecidos®. Uma vez implantadas, estdo sujeitas a disfuncéo
estrutural progressiva por degeneragao tecidual, especialmente em decorréncia
da calcificagao distréfica. Os mecanismos responsaveis pela calcificagdo séo
multifatoriais e sdo influenciados pelo sitio de implante, condi¢gdes de stress
mecanico e de pressao e contato com o sangue’".

Admite-se, entretanto, que uma das principais causas da calcificacdo em
tecidos protéticos, se deve a atracao eletrostatica entre o calcio circulante e os
fosfolipideos, presentes nas membranas e debris celulares de tecidos fixados pela

perda da bomba ativa de calcio'"'2.



O uso do GDA no preparo de tecidos biolégicos para proteses valvares, foi
introduzido por Carpentier et al em 1967, para proteses porcinas®. O GDA, além
de ser efetivo na esterilizagdo, diminui significativamente a antigenicidade por
mascarar os antigenos teciduais. Porém, a permanéncia de aldeidos residuais no
tecido fixado é citotoxica, causando reacgéo inflamatéria e funcionando como um
sitio inicial & deposicao de calcio™®.

Diversos tratamentos foram propostos com a finalidade de eliminar ou
retardar a calcificagdo, com resultados experimentais e clinicos variados. Dentre
0os métodos propostos, incluem-se a utilizagdo de concentragbes maiores de

21,22

GDA, com ou sem processo de detoxificagdo Outros tratamentos incluem

alcodis para remocdo de fosfolipideos®?°, metais trivalentes como ferro e

28,29

aluminio, associado ou ndo ao etanol®®?, acido L-glutamico®®**°, calor®®, radiagéo

3233 g acido tanico®. Foi testado também o sinergismo

gama®', acido amino-oléico
de alguns tratamentos®, porém nenhum foi completamente eficaz.

E bem sabido, que a presenca de células mortas e restos celulares nos
tecidos fixados sédo antigénicos e funcionam como nucleos iniciais de calcificagéo.
Recentemente, a descelularizagdo tem sido utilizada como uma alternativa no
processamento de tecidos biologicos de préteses cardiovasculares que por
eliminar as células pode retardar a calcificacgo®.

A descelularizagdo pode ser feita por processos fisicos, quimicos ou
enzimaticos. O método ideal seria aquele que pudesse eliminar todas as células
do tecido sem causar nenhum dano a matriz extracelular, preservando todos os
seus demais componentes, mantendo suas propriedades biomecanicas intactas.
Dentre as solucdes descelularizantes mais comumente empregadas, estdo as
baseadas em dodecil sulfato de sédio (SDS), deoxicolato de sddio, Triton X100,
tripsina e DNAses®*2,

Nosso grupo de pesquisa, na Pontificia Universidade Catolica do Parana
(PUCPR) desenvolveu e patenteou método de descelularizagdo de homoenxertos
valvares, baseada numa solucao de SDS. Os resultados experimentais e clinicos
demonstraram que com esse método, os enxertos se tornaram mais
biocompativeis e dentre uma série de vantagens, apresentam maior resisténcia a
degeneracao por calcificagao®®*°.

Trabalho experimental (dados em analise para publicacdo) realizado em

nossa instituicdo demonstrou que a descelularizacdo com SDS de pericardios



bovinos fixados em GDA e implantados no tecido celular subcutaneo (TCSC) de
ratos, foi muito eficaz em reduzir a calcificagdo por periodos de até 90 dias.
Dados semelhantes foram publicados por outros investigadores****. Além disso,
as proteses porcinas Hancock Il, que tem um tratamento anticalcificante que inclui
o SDS, apresentaram 6tima durabilidade em estudos clinicos, com incidéncia
reduzida de calcificagao®°>.

Desta forma, o presente trabalho representa a continuidade de uma linha
de pesquisa de nossa instituicdo e pretende avaliar se a eficacia da
descelularizagdo com SDS de pericardios bovinos fixados em GDA, como método
anticalcificante observada em ratos, pode ser confirmada num modelo circulatério

de animal de maior porte.

1.1 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi analisar a efetividade da descelularizagéo
tecidual com dodecil sulfato de sédio, como método anticalcificante em préteses
de pericardio bovino fixadas em glutaraldeido, substituindo o tronco da artéria

pulmonar de ovinos por 180 dias.



2 REVISAO DE LITERATURA

A doenca valvar cardiaca de causa congénita, reumatica, degenerativa ou
infecciosa, afeta individuos de todas as faixas etérias, sendo na maioria dos
casos, necessario a substituicdo por préteses. As préteses disponiveis podem ser
biolégicas ou metalicas, todas apresentando vantagens e desvantagens. A
experiéncia clinica de mais de 50 anos com o uso de proteses valvares bioldgicas
demonstrou que possuem bom desempenho hemodinamico e baixa incidéncia de
complicagbes tromboembodlicas, estando associado com excelente recuperagéo
funcional dos pacientes. Entretanto, sua durabilidade ainda é muito limitada,
especialmente em criangas e adultos jovens, sendo a calcificagéo distréfica o seu
mecanismo mais frequente de disfungdo. Na experiéncia de Alsoufi et al, os
resultados de préteses biolégicas em criangas e jovens mostraram que apenas
20% destes pacientes estdo livres de reoperacdo apds 16 anos de implante’.
Apesar da disfuncdo por degeneracao, a utilizacdo das proteses biolégicas vem
aumentando nos ultimos anos, devido ao menor indice de eventos adversos e
melhor qualidade de vida®.

Em pacientes acima de 65 anos de idade a durabilidade das proteses
biol6gicas é bem melhor. Brandéo et al, estudaram os resultados de 12 anos das
biopréteses de pericardio bovino em pacientes com média de idade de 70 anos.
Nesta faixa etaria a calcificagdo foi menos frequente, com 98% dos pacientes
livres de calcificacdo na protese®. Braile et al, demonstraram a seguranca do uso
das biopréteses aplicadas em posigdo aortica em nosso meio, com sobrevida
livre de disfuncao primaria por calcificagdo ap6s 12 anos, de 96%. As disfuncdes
observadas nesta série também ocorreram em pacientes mais jovens com media
de idade de 49 anos®.

O uso do GDA como método de tratamento de tecidos heter6logos, o qual
possibilitou a construgcdo de préteses biologicas, foi descrito em 1967 por
Carpentier et al, para proteses valvares porcinas®. Dentre as suas vantagens, a
fixacdo pelo GDA aumenta a resisténcia tecidual a fadiga, reduz de forma

significativa sua antigenicidade, além de ser bastante efetivo na esterilizacao.



Alguns anos mais tarde, lonescu et al introduziram um novo modelo de
bioprétese, utilizando pericardio bovino fixado em GDA que era moldado em anel
de suporte formando uma valva trictispide®. Subsequentemente, tanto as proteses
porcinas como as de pericardio bovino, passaram a ser extensivamente
empregadas clinicamente na substituicdo de valvas cardiacas patologicas. Ao
longo dos anos, essas proteses tiveram uma série de refinamentos tecnoldgicos
no seu método de construgdo e controle de qualidade, entretanto, o conceito
basico de um tecido heter6logo fixado em GDA e montado em um anel de
suporte, persiste até os dias atuais.

O pericardio bovino, além de ser utilizado na confeccdo de bioproteses,
também ¢é utilizado em cirurgia cardiovascular como remendo na corregdo de
defeitos congénitos, substituto de parede atrial, ventricular ou de vasos. A
degeneragdo tecidual depende de varios fatores como sitio de implante,
condi¢cbes de stress e pressao, e contato direto com a corrente sanguinea. Pires
et al, demonstraram que implantes de pericardio bovino fixado em GDA em
diferentes localizagdes anatbmicas em céaes, apresentaram degeneracdo em
graus variaveis e as alteragbes foram mais evidentes quando o tecido esteve em
contato com o sangue do animal’. Gabbay et al, submeteram o pericardio bovino,
fixado em GDA, ao stress mecanico ao substituirem cordas da valvula mitral em
cédes por cordas de tecido pericardico fixado. Observaram degeneracéo
significativa das cordas com calcificagdo extensa. Ja o pericardio implantado
como substituto da parede atrial ndo apresentou grandes alterag(")ess.

Meuris et al, demonstraram que além das condi¢des como presséo e
contato com o sangue, a calcificacdo pode ser variavel dependendo da espécie
animal. Este resultado foi observado apos implantes de heteroenxertos porcinos
fixados em GDA, implantados em TCSC de ratos, onde ocorreu calcificagao
importante, enquanto nos implantes em tecido subcutdaneo de ovelhas a
calcificagdo n&do ocorreu®.

A degeneracado dos tecidos pode ocorrer independente da calcificagao.
Vesely et al, submeteram cuspides de préteses porcinas explantadas a testes
mecanicos e histolégicos. Observaram que o dano mecéanico rompe as fibras
coldgenas da matriz independente da presenca, ou ndo, de calcificagédo.
Entretanto, os locais onde existem fibras rotas podem funcionar como sitios

iniciais de formagcao de cristais de calcio.



Os mecanismos responsaveis pela calcificacdo distrofica dos
heteroenxertos protéticos, foram amplamente discutidos e revisados por Schoen e
Levy. A calcificacdo depende de fatores do receptor, caracteristicas da estrutura
e quimica do implante, aléem de fatores mecanicos ja citados. A formagao de
cristais de calcio é iniciada nas células desvitalizadas e debris celulares, ndo
removidos pelo tratamento de fixacdo. As células mortas perdem a fungdo da
bomba de calcio, e com isso ocorre um influxo de calcio do fluido extracelular
para o intracelular. Este calcio se liga aos fosfolipideos das membranas celulares
e acidos nucléicos, formando os cristais de fosfato de calcio. Os cristais se ligam
formando ndédulos grosseiros que espessam e enfraquecem o tecido. Os grupos
aldeidos, livres residuais da fixagdo com GDA, também funcionam como focos
iniciais de calcificacéo’".

O potencial de calcificacdo intrinseca de um tecido se deve muito as
propriedades estruturais, especificamente a quantidade de fosfolipideos
incorporada ao tecido, principalmente nas células e organelas nucleares.
Cunanan et al, analisaram o conteudo de fosfolipideos em tecidos de préteses de
pericardio bovino e porcina, disponiveis para uso clinico no mercado e
relacionaram com a calcificacdo observada em implantes no TCSC de ratos por
90 dias. O tecido porcino apresentou trés vezes mais fosfolipideos que o
pericardio fresco, ja os tecidos fixados apresentaram concentragcbes menores.
Houve importante correlagdo entre os niveis de fosfolipideos e a intensidade da
calcificagdo .

Baseado nos mecanismos que levam a calcificagdo, s&o tragadas
estratégias de tratamentos anticalcificantes, os quais sdo testados em ensaios
pré-clinicos. Os principais métodos anticalcificantes incluem: uso de inibidores da
calcificacdo, métodos de fixagao alternativos ao GDA, metais trivalentes, acido
amino-oléico, alcodis, remocéo de células e restos celulares por processos de
descelularizagdo e engenharia de tecidos'.

Os tratamentos anticalcificantes deveriam ser efetivos, sem causar dano
tecidual ou toxicidade celular. A investigagcéo pré-clinica da eficacia e seguranca
do tratamento deve seguir quatro passos: implante heterotopico em TCSC de
ratos, mais barato e com calcificagdo em 90 dias; estudos biomecanicos in vitro e
de durabilidade; estudo morfoldégico de valvulas n&do implantadas e por fim

implante em modelo circulatério em grandes animais. O principal modelo utilizado



€ o implante ortotépico em modelo circulatorio de ovinos jovens, que apresentam
hemodinamica semelhante aos humanos e calcificagdo acelerada’. Flameng et
al, avaliaram em uma série de cirurgias experimentais em ovinos, os fatores que
influenciaram a calcificagcédo neste modelo, sendo mais intensa no carneiro juvenil,
em posicao mitral, em proteses sem suporte. A calcificagéo esta estabelecida a
partir do terceiro més de implante®.

As préteses valvares de heteroenxertos, liberadas para uso clinico na
atualidade sao fixadas em GDA. As fungbes do GDA s&o: a fixacdo do tecido
conferindo resisténcia a degeneracdo e diminuicdo da antigenicidade por
mascarar os antigenos teciduais. Porém, em pacientes jovens a degeneracgao é
mais precoce, ou seja, 0 processo nao evita a rejeicdo imune. Maniji et al, em
estudo experimental utilizando enxertos singénicos e xenogénicos, fixados em
GDA implantados em ratos, verificaram que havia uma maior presencga de células
inflamatérias nos implantes xenogénicos e quando associaram esterdides ao
tratamento houve importante diminuicdo na inflamagéo. O aumento da inflamacéao
correlacionou-se com maior calcificagdo. O GDA por si sé nao evita
completamente a rejeigdo celular e humoral*®.

Como o GDA também tem participacdo nos processos de calcificagao,
outros métodos de fixacdo foram testados. A fixacdo com triglicidilamina
associada com bifosfonatos demonstrou importante efeito anticalcificante na
parede aodrtica e cuspide Porcina implantados em ratos, sem causar dano
histologico ao tecido, podendo ser uma alternativa futura'’. A carbodimide
também foi testada em segmentos de cuspide e parede adrtica porcina em
implantes em TCSC de ratos por 8 semanas, obtendo reducédo na calcificagao,
porém necessita ensaios em modelo circulatorio e testes clinicos®.

Os aldeidos residuais da fixagdo com GDA estdo implicados nos processos
de calcificagdo. O processo de liofilizagdo, ou seja, congelamento a seco, reduz
estes grupos, diminuindo com isso a citotoxicidade do tecido e consequentemente
a calcificagéo®.

Zilla et al, observaram em ensaio com ratos, que elevadas concentracdes
de GDA reduziram a calcificagdo. Este resultado foi avaliado em heteroenxertos
porcinos implantados no arco adrtico de ovinos por seis meses. Observou-se

reducéo na calcificagdo na parede aértica em 38% e auséncia nos folhetos, talvez



por uma maior supressdo imune do tecido. Porém, ndo foram avaliados os
possiveis efeitos citotoxicos deste tratamento?.

Trantina- Yates et al, demonstraram que o aumento na concentragdo do
GDA associado a um processo de detoxicagdo para remogdo do excesso dos
residuos em heterooenxertos porcinos implantados em arco aértico de ovinos,
diminuiram a calcificagdo da parede adrtica em 79% e nas cuspides porcinas em
95%, ou seja, houve um sinergismo no processo?’. O método de foto-oxidagéo
na fixagcao de tecidos também foi efetivo em inibir a calcificagao, tanto em parede
aortica como nas cuspides porcinas implantadas em posi¢céo pulmonar de ovinos
aos 3 e 6 meses?.

Outra opcédo de tratamento testada foi o polietilenoglicol, um &cido que
pode ser utilizado na preservacao tecidual e € muito pouco citotéxico, além de
possuir efeitos antiinflamatorios e antitromboéticos. Em implantes de proteses
porcinas, fixadas com este método por 150 dias em ovinos, observou-se que o
tecido tratado com este acido apresentava niveis reduzidos de calcio, além de
boa reendotelizacdo do tecido com células viadveis do receptor. O efeito protetor
do endotélio contra a calcificacdo poderia aumentar a durabilidade da protese?.

Além de alternativas a fixagéo, foram testados métodos com o objetivo de
remover os fosfolipideos presentes nos tecidos. O octanediol, um alcool alifatico
de cadeia longa, foi utilizado para lavagem do pericardio ap6s fixagdo com GDA.
Observou-se que em implantes de fragmentos de pericardio bovino fixado em
GDA, em ratos tratados com este método por 75 dias, a calcificagédo foi reduzida
de forma significativa sem alteragéo estrutural da matriz colagena®. O etanol a
80% também foi utilizado com esta finalidade em heteroenxertos pulmonares
porcinos, implantadas em posicdo pulmonar de ovinos por 210 dias. Ocorreu
importante reducdo da calcificagcdo das cuspides, porém nao houve o mesmo
efeito na parede adrtica porcina devido ao maior teor de elastina na parede
adrtica®.

Na tentativa de melhorar o resultado na parede aértica, o cloreto de
aluminio (AICI3) foi associado. O AICI3 altera a estrutura da elastina e se liga ao
fosfato além de inibir a atividade da fosfatase alcalina. Em associagédo com etanol,
o AICI3 foi testado em fragmentos de cuspides e parede adrtica porcinas em
implantes em ratos e em enxertos em posi¢céo mitral de ovelhas, conseguindo-se

com isso redugcdo na calcificacdo da parede e cuspide adrtica porcina, porém



observou-se que o contato do aluminio com a cuspide aumenta a calcificagdo da
mesma®®. Nesta mesma linha, estudo realizado na PUCPR foi analisado se o
AICI3 apresenta melhor efeito anticalcificante isolado ou em associagdo com
etanol em parede adrtica porcina em modelo subcutaneo de ratos. A combinagéo
dos tratamentos proporcionou menor calcificagdo com menos inflamacao do
tecido do que o seu uso isolado?’. Outro estudo realizado em nossa instituicéo
teve por objetivo encontrar outro método eficaz tanto para cuspide quanto a
parede adrtica porcina. Experimentou-se o acido L-glutdmico em comparacao
com o etanol em modelo de ratos. O acido L-glutamico se liga aos aldeidos
residuais do GDA, inibindo seus efeitos tdxicos. Neste estudo, apenas uma leve
atenuacgdo na calcificacdo da parede adrtica foi observada, porém sem efeito nas
cuspides®. Por outro lado, o acido L-glutamico em pericardio bovino, em
concentracdes e ph diferentes em modelo subcutaneo de ratos em até 60 dias, foi
eficaz em reduzir a calcificagdo principalmente quando utilizado na concentragéo
de 0,8% e em ph &cido®.

O efeito do calor também foi avaliado como método anticalcificante. O
aumento da temperatura causa desnaturacdo das proteinas e fosfolipideos
envolvidos nos processos de calcificagdo. Pericardio bovino e tecido valvar
porcino submetidos a temperaturas de 37 a 70 graus Celsius de 2 a 12 semanas,
implantados em posi¢cdo mitral de ovinos por cinco meses e em ratos por trés
meses, demonstraram reducdo na calcificacdo nos dois tecidos em ambos os
modelos testados™’.

Foi suposto que a radiagdo gama poderia alterar a conformacéo espacial
da fosfatase alcalina inibindo sua atividade enzimatica, interferindo assim na
calcificacdo. Foi avaliado o comportamento mecénico e a calcificacdo do
pericardio bovino fixado em GDA submetido a varias doses de irradiagdo gama.
Isto resultou em alteracdo importante na resisténcia do tecido e aumento na
calcificacéo ap6s quatro meses de implante em ratos®'.

Da mesma forma que o acido L-glutdmico, o acido amino-oléico se liga aos
grupos aminos residuais do GDA, com isso diminuindo o efeito toxico e
consequentemente os focos de calcificagdo. A parede adrtica de heteroenxertos
porcinos tratados com acido amino-oléico, implantados em ratos por 60 dias,

apresentou redugdo na concentragdo de calcio®. Este resultado foi comprovado
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no modelo circulatorio, em posi¢cao mitral, confirmando o poder anticalcificante do
método>>.

Além de todos esses métodos, algumas substancias foram estudadas com
mecanismos diversos de ag&o. Dentre estas podemos citar o tratamento do
pericardio com acido tanico que foi testado em implante em ratos e demonstrou
efeito anticalcificante por diminuir a reacéo inflamatéria, com menor expressao de
metaloproteinases tenacina ¢ e macréfagos®*. Outras substancias com possiveis
efeitos anticalcificantes foram testadas de forma isolada e sequencial em ratos,
para avaliar possivel efeito sinérgico em pericardio bovino. Foram testados:
temperatura de 50° éter dietilico, quitosana, heparina, brometo de sbédio e
formaldeido a 4%. Houve reducédo da calcificacdo com todos os tratamentos
isolados, exceto com a quitosana, porém houve sinergismo quando do uso
sequencial destas substancias®®.

Todos esses tratamentos estudados apresentaram resultados nos modelos
experimentais, com eficiéncia variavel e a efetividade na pratica clinica nem
sempre foi observada. Pela necessidade de um método que atue em todos os
tecidos, independente da estrutura, o processo de descelularizagcdo tem sido
empregado. O objetivo da descelularizagé&o é remover o material nuclear e celular,
principal foco de calcificagdo, causando minimos efeitos adversos na composicao,
atividade biolégica e integridade mecéanica da matriz extracelular. Os métodos
mais comuns de descelularizagdo envolvem uma combinacdo de métodos
quimicos, fisicos e enzimaticos. Os métodos fisicos incluem congelamento,
pressurizagéo, sonificacao e agitacao. Estes métodos rompem as células, liberam
o conteudo e facilitam a remocédo por outros agentes. Os métodos quimicos
incluem bases e acidos, detergentes idnicos (SDS) e nao iénicos (Triton x 100).
Os métodos enzimaticos incluem tripsina e nucleases. As enzimas removem ou
separam o material celular da matriz extracelular. Os detergentes nao iGnicos
rompem interagdes lipidio-lipidio e lipidio-proteina, mas ndo rompem proteina—
proteina. Os detergentes iGnicos solubilizam o citoplasma e membrana celular e
tendem a desnaturar as ligagbes proteina-proteina. O SDS é muito efetivo em
remover componentes celulares. Normalmente uma completa descelularizacao
requer combinagao de métodos fisicos quimicos e enzimaticos>®.

Varios autores estudaram os diferentes métodos e efeitos da

descelularizagdo nos tecidos bioldgicos. Layland et al, estudaram os efeitos do
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método enzimatico de descelularizagdo com tripsina na matriz extracelular de
tecidos. Observaram que as alteragbes estruturais, mecéanicas e eficiéncia em
remover células foi tempo dependente. Com tempo prolongado ocorre remo¢ao
do colageno insoluvel e mais glicosaminoglicanos levando ao enfraquecimento da
matriz®’

Liao et al, compararam os impactos da descelularizacdo em cuspides
porcinas utilizando o detergente néo idnico triton x 100, idbnico SDS e enzimatico
com tripsina. Através de microscopia eletronica observaram que existe rotura na
rede de colageno com os trés processos abordados. O SDS foi o que melhor
manteve as propriedades mecanicas e micro-estruturais da matriz, formando
poros menores. Isto pode ser um empecilho ao repovoamento celular podendo
levar a matriz & degeneracdo com o tempo. Todos os métodos estudados
removeram de forma completa os componentes celulares>®.

Rieder et al, em estudo semelhante compararam trés métodos de
descelularizagao utilizando tripsina, SDS e triton x 100 associado a deoxicolato de
s6dio em xenoenxertos porcinos. Observaram descelularizagdo incompleta no
protocolo com tripsina. Ja, nos outros dois métodos houve descelularizacao
completa, porém o SDS foi citotoxico nos testes de rescelularizagéo in vitro®®.

Wilcox et al, estudaram a biocompatibilidade de heteroenxertos
descelularizados com SDS e tripsina in vitro. Em contato com células cultivadas,
nao houve inibicdo do crescimento. Concluiram que a matriz descelularizada foi
biocompativel, ndo apresentando citotoxicidade com potencial de
rescelularizacgo®.

Oswal et al, analisaram as propriedades biomecanicas e citotdxicas do
pericardio bovino, descelularizado com SDS e fixado em GDA em diferentes
concentracdes. O pericardio bovino descelularizado estava completamente livre
de células pela analise histologica e manteve suas propriedades biomecéanicas e
a arquitetura da matriz intacta ap6s o processo, porém apresentou citotoxicidade
mesmo quando se utilizaram concentracdes menores de GDA*'.

Diferentes métodos de descelularizagcdo de pericardio bovino foram
testados e analisados, quanto a remocgao de células e proteinas estruturais que
funcionam como antigenos. Somente o tratamento com SDS foi capaz de remover
completamente as células e proteinas estruturais que sao o0s principais

xenoantigenos do pericardio bovino. A auséncia de células nao elimina por
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completo a antigenicidade do tecido. O SDS foi o tratamento mais eficaz em
remover tais antigenos *.

O efeito anticalcificante da descelularizagdo foi analisado nos diferentes
tipos de tecidos utilizados para confeccdo de bioproteses. Costa et al,
compararam o pericardio bovino comercial versus descelularizado quanto as
propriedades fisicas, durabilidade e capacidade de induzir atividade inflamatéria
em modelo experimental em ratos. O pericardio foi descelularizado com uso de
bases e entdo fixado em GDA. Apds analise histolégica, teste de tracéo e
deformagédo e avaliagdo hidrodinadmica, nao houve diferenca nas propriedades
fisicas e mecanicas nem no infiltrado inflamatério e presenca de granuloma. No
experimento n&o foi observado calcificagao®.

Flameng et al, estudaram dois modelos diferentes de préteses de
pericardio bovino descelularizado com tween 80, em posi¢cao mitral de carneiros
por cinco meses. Estes autores encontraram valores extremamente baixos de
calcio comprovando a efetividade do método empregado™.

Elkins et al, avaliaram a descelularizagdo em homoenxertos humanos,
homoenxertos pulmonares de ovinos. Testes in vitro mostraram manutencédo das
caracteristicas biomecanicas e de resisténcia dos tecidos. Os homoenxertos
implantados em carneiros apresentaram boa performance através de analise
ecocardiografica. Analise histoldgica dos implantes mostrou rescelularizagédo do
enxerto por células do hospedeiro. Na analise clinico — laboratorial, dos pacientes
submetidos a implante de homoenxertos descelularizados, observaram
manutencdo do painel de reatividade de anticorpos estavel, sugerindo que o
processo de descelularizagdo removeu antigenos celulares®.

Dohmen et al, avaliaram a capacidade de rescelularizagcdo de matrizes
porcinas descelularizadas com acido deoxicolico. Estas matrizes foram semeadas
com células endoteliais extraidas da veia jugular ou safena porcinas e ent&o
implantadas em carneiros jovens em posi¢gao pulmonar por 3 e 6 meses. Apds
explantados, estes enxertos apresentavam auséncia de calcificagdo nas cuspides,
com evidencias do efeito protetor do endotélio®.

Visscher et al, demonstraram que pericardio bovino descelularizado e
fixado pelo método de foto-oxidagéo, foi passivel de rescelularizagéo intra-
peritonial em ovinos, demonstrando auséncia de toxicidade desse processo.

Estes tecidos foram implantados em posi¢cao pulmonar de ovinos. Apresentaram
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funcionalidade durante o periodo de estudo, porém com retragcado das cuspides do
tecido reendotelizado. Esta analise demonstrou que a descelularizagéo associada
a métodos alternativos de fixacéo, evita a toxicidade permitindo a aderéncia de
células do receptor. Nao foi observado aumento na calcificagcdo comparada com
enxertos nao implantados*”

Costa et al, avaliaram o comportamento funcional de homoenxertos
criopreservados e heteroenxertos porcinos descelularizados com acido
deoxicolico, implantado em posicdo pulmonar de ovinos. Apo6s 150 dias de
implante observaram boa funcionalidade dos homoenxertos e heteroenxertos.
Nos enxertos descelularizados as cuspides estavam bem preservados e sem
sinais de degeneracdo ou calcificacdo. A matriz estava preservada com
repopulacgéo por fibroblastos e células endoteliais. O conteudo de célcio foi maior
nos homoenxertos criopreservados®®. Lopes et al, nesta mesma linha
compararam heteroenxertos porcinos descelularizados com homoenxertos
criopreservados, em modelo circulatério de ovinos por 280 dias. Observaram
preservacdo da matriz descelularizada, repovoamento por células do animal e
auséncia de calcificagao®.

Bastian et al, demonstraram in vitro que heteroenxertos porcinos
descelularizados sdo capazes de ativar o sistema imune levando a formacao de
anticorpos e ativacdo da via classica do complemento. Este processo leva a
deposi¢ao de polimorfonucleares no tecido. Isto poderia explicar a faléncia do
tecido descelularizado observada em criangas®.

Hopkins et al, compararam homoenxertos descelularizados com
homoenxertos criopreservados, em implantes realizados em carneiros durante o
periodo de um ano. Foram avaliadas a funcgéo, durabilidade e calcificagdo. Os
homoenxertos descelularizados apresentaram boa funcionalidade em um ano
com auséncia de calcificacdo dos folhetos, ja os homoenxertos criopreservados
apresentaram disfuncéo por franca calcificagéo dos folhetos °'.

O SDS vem sendo utilizado no tratamento anticalcificante das biopréteses
Hancock Il, desde 1982. Este visava a remocado de fosfolipideos e nao
descelularizagdo, porém o seguimento de 15 anos desta prétese mostrou
sobrevida livre de disfungéo estrutural em pacientes com mais de 60 anos em

96% nha posicdo adrtica e em 88% na posicao mitral®%.
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Bottio et al, analisaram 22 préteses Hancock Il explantadas devido a
reoperacgdes. Foi analisada a patologia responsavel pela faléncia destas proteses,
em especial a calcificacdo distrofica. Desta andlise observaram redugéo
significativa na calcificacéo distrofica e a faléncia deveu-se, na maioria dos casos,
por rotura devido ao dano mecénico. Foi observado um influxo tardio de lipideos
nas cuspides, acarretando um processo de degeneracdo semelhante a

aterosclerose®.
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3 METODOS

3.1 AMOSTRA

Foram utilizados 16 carneiros jovens da raga Soulfok, com idade de 14+ 2
semanas (min = 12 e max = 16) e peso de 24 + 3 kg (min = 20 e max = 30),
divididos em dois grupos de oito animais cada. Nos animais do grupo GDA (Grupo
controle) foram implantados tubos valvados de pericardio bovino fixados em GDA
0,5% e nos do grupo DESC (Grupo Descelularizado), tubos valvados de
pericardio bovino descelularizados com SDS e posteriormente fixados em GDA
0,5%. Em ambos os grupos, os tubos valvados foram implantados de forma
ortotdpica, na via de saida do ventriculo direito, substituindo a valva pulmonar e a
porc¢ao inicial do tronco da artéria pulmonar. Os animais foram acompanhados por
um periodo de 180 dias, quando foi realizado o explante dos enxertos.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa com Animais,
sob protocolo N° 263, com parecer N° 173/07 CEUA PUCPR em 03/10/07.

3.2 PREPARO DO ENXERTO

3.2.1 Obtencéo dos Pericardios Bovinos

Os pericardios bovinos foram coletados em abatedouros da regiao
metropolitana de Curitiba - PR, supervisionados pelo Servico de Inspecao
Federal. Apds a coleta os pericardios foram transportados até as dependéncias
do Laboratorio de Engenharia e Transplante Celular da PUCPR, em solugéo
salina fisiolégica a 4°C, onde foi feita a disseccdo de toda a gordura pericardica
sob fluxo laminar (Trox Brasil, FLU CL1). Em seguida, foram imersos em meio
nutriente Roswell Park Memorial Institute (RPMI 1640, Sigma®,) contendo
antibidticos (cefoxitina 240ug/ml, lincomicina) 120ug/ml, polimixina B 100pug/ml e
vancomicina 50ug/ml) por 24 horas, seguindo protocolos semelhantes aos

empregados na producao comercial de proteses valvares.
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3.2.2 Preparo dos Heteroenxertos Fixados em GDA

Os pericardios bovinos, apos o processo de descontaminagéo, foram
fixados em solucdo de GDA 0,5% por 72 horas, também seguindo as rotinas
utilizadas pela Cardioprétese LTDA no preparo de tecidos para confecgdo de
préteses cardiacas. Com o tecido ja fixado, foram construidos tubos valvados de
21 mm em didmetro, contendo uma valva com trés folhetos, posicionada na
porcao inferior do tubo, os quais foram armazenados em solugéo tamponada de

metil paraben até o momento do implante (Figura 1).

Figura 1. A - tubo de pericardio demonstrando os trés folhetos da valva suturados na
porgao proximal; B - aspecto macroscoépico externo dos tubos valvados
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3.2.3 Preparo dos Heteroenxertos Descelularizados

Neste grupo, os pericardios, uma vez descontaminados, foram submetidos
ao processo de descelularizagdgo com SDS 0,1% segundo tecnologia
desenvolvida e patenteada na PUCPR (pedido de patente Brasileira: Pl 800603-
2).

Um segmento do tecido descelularizado foi encaminhado para analise
histologica com HE para comprovacao da efetividade da descelularizagao (Figura
2). Apo6s isso, foram fixados em GDA 0,5%, sendo o restante do processo

semelhante ao do Grupo Controle.

100,0 pm

Figura 2. Fotomicrografia do controle histolégico de pericardio bovino apés processo de
descelularizagdo, evidenciando auséncia completa de células e boa preservagido da matriz
extracelular (HE 100X)

3.3 PRE-OPERATORIO

Os animais foram admitidos no Hospital Veterinario, sendo submetidos a
avaliagao clinica e pesagem. Foram realizados os seguintes exames laboratoriais:

hematocrito e dosagem de hemoglobina, ferro sérico, eletrélitos sanguineos e
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parasitologico de fezes. Foram aceitos somente animais saudaveis vacinados
contra Clostridium C e D e toxoide tetanico. Adicionalmente, foi administrado por
via intravenosa, Levamisol (Ripercol®, Cyanamida) 7,5 mg/Kg e Invermectina
(lIvomec®, Merck) 200ug/Kg por via intramuscular para prevencéo de infecgéo
parasitaria. Apos atingirem peso minimo de 20 Kg, hematécrito de 30% e estarem
adequadamente imunizados e desverminados, os amimais foram liberados para a
operacgdo. Todos ficaram em jejum pré-operatério de 36 horas para sélidos e 12
horas para liquidos. Na véspera da operacgéo foi feita a medicagdo antibiotica
profilatica com cloridrato de ceftiofur 1 mg/kg (Excenel® RTU, Pfizer ) e sulfato de

gentamicina 4 mg/kg (Gentocin®, Schering-Plough ).
3.4 ANESTESIA E PREPARO CIRURGICO

Na sala cirurgica, foi realizada tricotomia toracica a esquerda e puncionada
a veia cefalica do membro anterior esquerdo e cateterizada a artéria dorsal da
orelha para monitorizagéo invasiva da presséao arterial. Foi feita a monitorizagéo
continua com eletrocardiograma de cinco canais e da saturacéo arterial de

oxigénio com oximetro de pulso colocado na lingua do animal (Figura 3).

Figura 3. Fotografia demonstrando a monitorizagao do carneiro na sala cirtirgica
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A medicagdo pré-anestésica consistiu de Diazepan® 0,5 mg/Kg (Nova
Quimica-Sigma Pharma) e tartarato de butorfanol 0,4mg/Kg (Turbogesic®, Forte
Dodge). Neste tempo, foi reforcada a dose profildtica de antibidtico, por via
intravenosa com cefitiofur 1mg/kg e sulfato de gantamicina 4 mg/kg e coletada
uma amostra de sangue para controle do hematocrito e dos eletrélitos
sanguineos.

A inducédo anestésica foi feita com 4mg/Kg de propofol (Diprivan®, Astra
Zeneca), seguida de intubacao orotraqueal com sonda de 7 mm com balonete. O
oxigénio foi provido por um circuito fechado de oxigenagéo com ventilagédo por
pressao positiva intermitente através de respirador a volume oxigel 1722 (Oxigel
Mats. Hosps. Ind. e Com. Ltda®), com frequéncia respiratéria de 12 a 15
ventilagées por minuto com fragdo inspirada de oxigénio de 60% e a manutencgéo
anestésica realizada com propofol (Diprivan®, AstraZeneca) 0,6mg/Kg/min
através de bomba de infusdo peristaltica rotativa (MP-20®, CELM - Cia.
Equipadora de Laboratérios Modernos). Para diminuir a dor pds- operatéria, foi
feito bloqueio anestésico intercostal com 12 ml de cloridrato de bupivacaina a
0,5% (Marcaina® 0,5%, AstraZeneca do Brasil ) nos segundo, terceiro e quarto
espacos intercostais, imediatamente antes do inicio do procedimento cirurgico. Os

animais foram posicionados em decubito lateral direito.
3.5 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os procedimentos cirargicos foram realizados no centro cirdrgico do
Hospital Veterinario para animais de pequeno e médio porte no Campus Il -
PUCPR. Foi realizada uma toracotomia lateral esquerda no 4° espaco intercostal.
O pericardio foi incisado longitudinalmente para expor o atrio direito e artéria
pulmonar. Neste momento foi injetado 1 mg/kg de cloridrato de lidocaina
(Xylocaina® 2%, AstraZeneca do Brasil) e 200 U/kg de heparina sédica
(Liqguemine®, Roche Quimica e Farmacéutica).

A aorta toracica descendente foi canulada logo abaixo da origem da artéria
subclavia com cénula arterial 18 Fr (Braile Biomédica) e o atrio direito com canula

venosa de estagio unico 32 ou 34 Fr (Braile Biomédica).
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A CEC foi feita em normotermia com um sistema de rolete e oxigenador de
membrana pediatrico (Biomédica ECO-1, Braile Biomédica), mantendo um fluxo
de 2 a 2,3 I/min . Os procedimentos foram realizados sem pingamento da aorta e
com o coragéo batendo

Foi realizada a seccgdo transversa da artéria pulmonar e ressecada as
cuspides pulmonares nativas. A via de saida do ventriculo direito foi reconstruida
com implante de tubo valvado de pericardio bovino selecionado, com suturas
continuas de fios de polipropileno 4.0 (Prolene 4.0°, Ethicon), em sua porgao
proximal e distal (figura 4). Terminado o implante valvar, a circulagéo
extracorpoérea foi descontinuada. Apds revisdo da hemostasia, as costelas foram
aproximadas com pontos de fio de polipropileno 2 (Prolene 2°, Ethicon), a
musculatura e o tecido celular subcutaneo com poliglactina 910 (Vicryl 1°,
Ethicon) e a pele com mononylon 3.0 (Mononylon 3.0%, Ethicon). O dreno toracico

foi mantido em aspiracao continua até sua remocéao logo apés a extubacgao.

Figura 4. Fotografia demonstrando aspecto final da operagdao (A = tubo valvado de
pericardio bovino descelularizado reconstruindo a via de saida do ventriculo direito)
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3.6 POS-OPERATORIO

Os animais permaneceram por 24h no Hospital Veterinario onde receberam
analgesia com flumexil meglumine (Banamine®, Shering Plough) 1,5mg/Kg
endovenoso e cuidados poOs-operatorios. A avaliacdo da dor foi realizada
subjetivamente através da observacdo de claudicagdo do membro anterior
esquerdo, ingestdo de alimentos e permanéncia com o grupo. Apos, foram
encaminhados para o Hospital Veterinario na Fazenda Gralha Azul - PUCPR,
onde ficaram confinados com alimentacdo adequada. Realizaram-se exames
laboratoriais de controle, mantida antibioticoterapia com ceftiofur (Ceftiofur
Exenel®, Pfizer) 1mg/Kg ao dia e gentamicina (Gentamicina®, Neo-quimica)

4mg/Kg de 12/12 horas cinco dias.

3.7 EUTANASIA

Os animais foram submetidos a eutanasia com 180 dias de evolugao apés
o0 procedimento operatorio. Os procedimentos foram feitos no mesmo centro
cirargico em condi¢gdes assépticas. Foi realizada tricotomia toracica lateral
esquerda e acesso venoso em membro anterior esquerdo. Apds ser feita
medicagdo pré-anestésica com cloridrato de ketamina (Vetarnecol®, Konig)
12mg/Kg, foi feita a intubag&o orotraqueal e anestesia inalatéria com halotano
(Fluothane®, AstraZeneca) a 2% com ventilagdo mecéanica. Realizada
toracotomia lateral esquerda no 4° espaco intercostal e heparinizagéo plena com
250U/Kg de heparina (Liquemine®, Roche).

ApoOs a abertura do pericardio, foram avaliados o aspecto macroscopico
externo do tubo valvado e o grau de aderéncia ao redor do enxerto. Em seguida
foi feita a dissecgédo das aderéncias e antes do explante definitivo do enxerto, foi
administrado 40 mEq de cloreto de potassio endovenoso. Procedeu-se, entdo, a
retirada do tubo valvado para andlise macroscopica e documentagéao fotografica.

Apos a eutanasia, os animais foram encaminhados para o departamento de
anatomia patoldgica do Hospital Veterinario da PUCPR para necropsia descarte

da carcaca.
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3.8 CRITERIOS DE AVALIAGAO

3.8.1 Analise Ecocardiografica

Os animais foram submetidos a exames ecocardiograficos (SONOS 5500,
PHILIPS) realizados no Departamento de Cirurgia Experimental da PUCPR. Os
exames foram feitos na evolugéo tardia, com 7 a 10 dias antes do explante dos

enxertos. Foram avaliados os seguintes parametros:

a) diametro interno do tubo;
b) gradiente transvalvar instantdneo maximo e médio;
c) velocidade instantdnea maxima e média de fluxo por analise de Doppler

continuo e pulsado.

3.8.2 Analise Macroscopica

Durante o explante foram analisadas as aderéncias em torno dos enxertos,
sendo classificadas em leve, moderada e intensa de acordo com a facilidade de
disseccdo dos 6rgaos adjacentes. Em seguida a peca foi explantada e foi feita
inspeg¢do macroscopica da valva observando-se:

a) consisténcia do enxerto (mole /duro);

b) mobilidade do folheto (mével/ imével);

c) existéncia e distribuicdo de areas de calcificagcdo no conduto e no

folheto (evidente/ pouco evidente);

d) presenca de trombos (presente/ ausente);

e) presenca de vegetacao (presente/ ausente).

A documentacéao fotografica foi obtida com maquina digital (Sony Cyber-
Shot® 5.1).
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3.8.3 Analise Radiologica

Todas as pecas apds explantadas foram submetidas a exame radiografico
pela técnica de mamografia utilizando o aparelho Mammomat C3 da Siemens.
Foram realizadas radiografias com a pecga inteira em corte axial e sagital
para a observacao de pontos de calcificagédo, sua localizacdo e extenséo da area

calcificada.

3.8.4 Preparo dos Segmentos Valvares

Posteriormente a analise macroscopica, as valvas foram divididas por meio
de seccéao longitudinal ao nivel das comissuras, em trés segmentos compostos
por folhetos e conduto, para serem encaminhadas respectivamente a microscopia
6tica e quantificacao de calcio por absor¢géo atdmica. Para aferigdo do calcio foi
selecionada a cuspide e o segmento do conduto, mais calcificado (Figura 5).
Para a analise histolégica foi selecionado um segmento de cuspide e conduto. Os
segmentos menos calcificados foram submetidos a congelamento para posterior

analise se necessario.

g -

Figura 5. Fotografia dos segmentos de conduto (inferior) e de folheto (superior) separados
para aferigao do calcio por espectrometria de absorgao atémica.
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3.8.5 Analise de Calcio

A quantidade de calcio foi medida através de espectrometria por absorgao
atbmica e expressada em pg/mg de peso seco de tecido analisado. Foram
divididos em folheto e conduto. Apbés a separagéo do conduto e folheto, estes
foram desidratados a 60°C por 24 horas e pesados. Os segmentos foram
triturados com lamina de bisturi em fragmentos menores e mantidos em HCI 6N
por 72 horas a temperatura de 60°C. As amostras hidrolisadas foram enviadas ao
LACTEC (Instituto de Tecnologia para o Desenvolvimento — PR) para a analise de
quantificacao de calcio por espectrometria de absor¢céo atdbmica com atomizacéo
em chama (PERKIN ELMER, 4100).

3.8.6 Analise Histologica

Para a analise histolégica, um segmento da parede do tubo com o folheto
ainda inserido, foi emblocado de maneira a permitir um corte de perfil, mostrando
a continuidade da cuspide com sua inser¢gdo no conduto. Esse segmento foi
fixado em formalina 10%, sendo, em seguida, preparados os blocos de parafina e
realizados cortes de 4uym de acordo com as técnicas convencionais de
emblocamento. Os cortes foram entdo corados com Hematoxilina-Eosina para
avaliar distribuicado celular e a presenca de infiltrado inflamatério, Alizarina Red pH
4,2 e 7,0 para analise da calcificagao através dos cristais de fosfato de calcio e
oxalato de calcio respectivamente, e pentacrobmico de Russel-Movat's para

avaliacdo da distribuicao e arquitetura da matriz extracelular.

3.8.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos no estudo foram expressos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padréo. Para a comparagdo dos
grupos em relacdo as variaveis quantitativas foi considerado o teste nao-
paramétrico de Mann-Whitney. Valores de p<0,05 indicaram significancia
estatistica. Os dados foram organizados em planilha Excel e analisados com o

programa computacional Statistica v.8.0.
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4 RESULTADOS

4.1 EVOLUCAO CLINICA

Nao houve oébitos imediatos, entretanto, quatro animais (dois em cada
grupo) faleceram na evolugéo tardia, antes da data programada para o explante.
Dois animais faleceram em decorréncia de endocardite bacteriana no tubo
valvado, ambos ja no primeiro més de evolugdo. Um animal morreu por
hemorragia no enxerto no 2° dia pos-operatorio e o outro, secundario a infeccao
abdominal por rotura do abomaso na 22 semana. Todos os Obitos foram
verificados por necropsia e excluidos do estudo.

Os demais animais tiveram evolugdo clinica satisfatéria, com ganho
pondero-estatural adequado, sendo o peso final dos animais de 43+ 5,6 Kg (min =
38, Max =49).

4.2 ANALISE ECOCARDIOGRAFICA

Os resultados dos ecocardiogramas transtoracicos, realizados na semana
que antecedeu aos explantes, estdo demonstrados na Tabela 1.

Em trés animais de cada grupo nao foi possivel a avaliagao
ecocardiografica em decorréncia da falta de transdutor adequado para o tamanho
dos animais. Apesar de nado ser possivel fazer uma anadlise estatistica em
decorréncia do pequeno numero de animais, as velocidades de fluxo e os

gradientes transvalvares do grupo GDA foram maiores do que os do grupo DESC.
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Tabela 1- Dados ecocardiograficos obtidos na evolugao tardia

VARIAVEL GRUPO n MEDIA MEDIANA MINIMO MAXIMO IB:DSI;IAOO
Diametro Controle 3 1,7 1,7 1,6 1,9 0,15
Estudo 3 1,8 1,8 1,7 1,9 0,11
Ap max. Controle 3 58 62,1 41,5 70,9 15,09
Estudo 3 30 30,7 23,6 35,8 6,13
Ap méd. Controle 3 34 33,8 24,4 45,6 10,62
Estudo 3 19 20,5 12,8 23,7 5,60
Velocidade max. Controle 3 3,7 3,9 3,2 4,2 0,51
Estudo 3 2,7 2,7 2,4 2,9 0,28
Velocidade méd. Controle 3 2,8 29 23 3,1 0,43
Estudo 3 2,0 2,1 1,5 2,3 0,40

Ap max : gradiente maximo e Ap min: gradiente minimo

4.3 ANALISE MACROSCOPICA

Houve nitida diferenga nas aderéncias p6s-operatorias entre os grupos. Em
todos os animais do grupo GDA, as aderéncias foram intensas, com marcada
reacdo inflamatéria ao redor dos enxertos, havendo dificuldades para a sua
disseccdo durante o explante. Ja no grupo DESC as aderéncias foram frouxas,

havendo um plano de dissecgao mais evidente (Figura 6).

Figura 6. Analise macroscépica dos tubos valvados durante a operagédo para o explante(A =
tubo valvado GDA, com intensas aderéncias ao redor do enxerto (seta); B = tubo valvado
DESC com aderéncias frouxas e de facil dissec¢ao (setas)
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Pela palpacgéo, os enxertos do grupo controle eram bastante endurecidos,
especialmente nas linhas de sutura. Apesar disso, ndo se visualizava sinais
macroscopicos de calcificagdo grosseira. Por outro lado, os tubos de tecido
descelularizado apresentavam consisténcia mole, sendo mais abundantemente
recobertos por pannus.

Apds o explante, as pecas foram abertas longitudinalmente, e pode-se
verificar que no grupo controle, as cuspides estavam sempre bastante calcificadas
e imoveis, enquanto que as paredes dos condutos tinham calcificagdo menos
acentuada. Ja no grupo DESC, as cuspides eram modveis, sem calcificacbes
grosseiras, e a parede dos condutos também se mostrava bem preservada.
(Figura 7 — A e B).

o

Figura 7. Aspecto macroscépico dos enxertos apés sec¢do do conduto. A = tubo valvado
GDA com cuspides calcificadas (setas); B = tubo valvado DESC com cuspides preservadas
sem calcificagao grosseira (setas)

N&o foram observados trombos ou vegetagbes em nenhum caso. Na
Figura 8, todas as pegas explantadas estdo demonstradas para comparagao

visual.
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Figura 8. Fotos dos tubos valvados explantados apés 180 dias (A,C,E,G,l e K = grupo GDA;
B,D,F,H, J e L = grupo DESC)
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Os resultados individuais da analise macroscépica e palpacao estéao

relacionados na Tabela 2.

Tabela 2 - Analise macroscépica dos enxertos explantados

PARAMETROS CONSISTENCIA MOBILIDADE CALCIFICA(;AO TROMBO VEGETAQAO
AMOSTRAS DO DO TUBO/FOLHETO
TUBO/FOLHETO FOLHETO
Controle 1 mole Duro Imovel Pouco evidente Ausente Ausente
evidente
Controle 2 mole Duro Imoével Pouco evidente Ausente Ausente
evidente
Controle 3 mole Duro Imoével Pouco evidente Ausente Ausente
evidente
Controle 4 mole endurecida Pouco Pouco evidente Ausente Ausente
movel evidente
Controle 5 mole Duro Imobvel Pouco evidente Ausente Ausente
evidente
Controle 6 mole Duro Imoével Pouco evidente Ausente Ausente
evidente
Desc 1 mole Mole movel Pouco Pouco Ausente Ausente
evidente evidente
Desc 2 mole Mole movel Pouco Pouco Ausente Ausente
evidente evidente
Desc 3 mole Mole movel Pouco Pouco Ausente Ausente
evidente evidente
Desc 4 mole Mole movel Pouco Pouco Ausente Ausente
evidente evidente
Desc 5 mole Mole movel Pouco Pouco Ausente Ausente
evidente evidente
Desc 6 mole Mole movel Pouco Pouco Ausente Ausente
evidente evidente

4.4 ANALISE RADIOLOGICA

Pela analise radiografica dos enxertos nas incidéncias sagital e axial,

pudemos observar no Grupo Controle, calcificagdo intensa das cuspides, ja nos

condutos, observamos apenas pontos focais de calcificagao distribuidos proximos

as linhas de sutura e regides comissurais. Ao contrario, nos enxertos do grupo

DESC néao foi observado calcificagdo nem dos folhetos, nem dos condutos,

apenas pontos focais de calcificacao nas linhas de sutura proximal e distal e nas

suturas das cuspides ao tubo. Estes achados podem ser observados na Figura 9.
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Figura 9. A,C,E,G,l e K representam enxertos GDA. Podemos observar calcificagao intensa
dos folhetos (setas). B,D,F,H,J e L enxertos DESC apresentam apenas pontos focais de
calcificagoes (setas)
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4.5 ANALISE HISTOLOGICA

4.5.1 Coloragao de HE

No grupo GDA, pode-se observar que tanto nas cuspides como nos
condutos a matriz extracelular se encontrava desorganizada, com areas de
necrose e rotura de fibras colagenas. Apresentava infiltrado inflamatério cronico
constituido de leucécitos monomorfonucleares constituido por: células fagocitarias
gigantes multinucleadas, linfécitos, macrofagos e histiocitos, sugerindo reacéo
granulomatosa de corpo estranho. Havia também a presenca de células com

caracteristicas de fibroblastos infiltrando a matriz (Figura 10).

100um

Figura 10. Fotomicrografia de enxerto GDA: presenga de infiltrado inflamatoério,
desorganizagdo da matriz (setas), formagao da camada neointima e adventicia com
neovasos (HE 40x)
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Na parede do tubo, o infiltrado inflamatério foi mais evidente na sua porg¢ao
proximal, sendo mais intenso na sua face adventicial, onde havia presenca de
neovascularizagdo. Em algumas regides do conduto, pode-se observar a
presenca de condrocitos e fibroblastos com formagdo de areas de metaplasia
ostedide em fase inicial. Nas cuspides, o infiltrado inflamatério foi mais
pronunciado nas suas por¢des basal e média, sendo mais atenuado na regiao

mais distal. (Figura 11)

Figura 11. Fotomicrografia de enxerto GDA: podemos observar o infiltrado inflamatério da
parede do tubo com metaplasia 6ssea. A seta indica um osteoclasto (HE 200x)

Pode-se também observar a formacéo de camada neo-intimal, constituida
pela formacéo de tecido conjuntivo frouxo de origem trombaotica contendo células
inflamatorias e pontos focais de endotélio. A camada neo-intima foi observada
tanto na face luminal dos condutos como nas cuspides valvares, sendo bem mais
intensa na sua face arterial e na sua regido basal, proximo de sua insergédo no
conduto.

Observaram-se areas com morfologia e coloragao indicativas de
calcificacéo distrofica, principalmente nas cuspides na regido médio distal, na

parede do tubo e pontos préximos as linhas de sutura (Figura 12).
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Figura 12. Fotomicrografia de enxerto GDA: podemos observar formagao neointimal com
predominio nas porgdes basais e na face arterial e presenca de calcificagdo distréfica na
cuspide (setas) (HE 40x)

No grupo de enxertos DESC pode-se observar o mesmo tipo de infiltrado
inflamatério, entretanto, a matriz extracelular estava preservada com menor
fragmentacdo das fibras colagenas. Ao contrario do grupo controle, ndo se
observaram focos grosseiros de calcificagdo, nem formagdes ostedides, apenas
pontos de calcificagdo préximos as linhas de sutura. Também houve formacéo de
tecido neo-intimal, que foi mais intenso do que no grupo controle, com predominio

na face arterial (Figuras 13, 14 e 15).
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Figura 13. Fotomicrografia de enxerto DESC: observa-se um maior infiltrado inflamatério com

predominio na insercio (seta) e formacio neointimal espessa (HE 40x)
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Figura 14. Fotomicrografia de enxertos DESC. A = cuspide com matriz compacta (seta) e

reacao neointimal (HE 40x); B = reagdo neointimal formada por tecido conjuntivo frouxo

com fibroblastos e endotélio (setas) (HE 400x)
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Figura 15. Fotomicrografia de enxerto DESC. Podemos observar ponto de calcificagdo em
linha de sutura (setas) envolvida por processo inflamatério (HE 100x)

4.5.2 Coloragéo Pentacrémico de Russel- Movat's

No grupo GDA, houve perda de afinidade tintorial, sugerindo que o tecido
era necrético e desvitalizado. As fibras colagenas, coradas em amarelo se
mostraram rotas, enrugadas e desorganizadas. A quantidade de
glicosaminoglicanos, corados em azul ou verde azulados estava bastante
reduzida. A camada neo - intimal foi bem caracterizada, contendo areas focais de
endotelizagdo, com poucas células inflamatérias havendo também importante
fibrose rica em fibras elasticas no tecido do animal adjacente a implantagéo do
enxerto (Figura 16).
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Figura 16. Fotomicrografia de enxerto GDA: desorganizagdo da matriz com encolhimento
das fibras colagenas (setas). Presenga de infiltrado inflamatério ao redor do enxerto e
pouca concentragado de glicosaminoglicanos. (Pentacromico de Russel-Movatz 100x)

No grupo DESC houve maior afinidade tintorial (metacromasia) quando
comparado com o grupo GDA. . A matriz extracelular também mostrava algum
grau de desorganizacdo, entretanto, as fibras colagenas estavam dispostas
paralelamente e de forma compacta, havendo maior quantidade de
glicosaminoglicanos. A formag&o neo-intimal também era intensa, e com as
mesmas caracteristicas do grupo controle. Observou-se presenca de poucas
fibras elasticas com aspecto degenerado devido a alteragdo morfoldgica e pouca

afinidade tintorial, entre as fibras colagenas (Figura 17).
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Figura 17. Fotomicrografia de enxerto DESC: preservagdo da matriz colagena sinalizada
com a seta. Grande concentragédo de glicosaminoglicanos corados e azul e maior infiltrado
inflamatorio. (Pentacromico de Russel-Movat’s. 200x)

4.5.3 Coloracao Alizarin-red ph 4,2

O grupo GDA apresentou afinidade expressiva pela coloragdo devido a
presenca de cristais de fosfato de calcio localizados na porgdo médio distal das
cuspides e por¢cao médio-proximal do tubo, ja no grupo DESC houve auséncia de
afinidade pela coloragéo, ou seja, auséncia de calcificagao distréfica, observando-
se somente alguns pontos de calcificagao proximos as linhas de sutura (Figura
18).
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B

Figura 18. A - enxerto GDA com calcificagao distréfica; B - enxerto DESC com auséncia de
calcificagao. (Alizarin-red 40x ph 4,2)

4.5.4 Coloragao Alizarin-red ph 7

O grupo GDA apresentou intensidade tintorial maior que o DESC

demonstrando calcificacdo, devido a presenga de cristais principalmente de

oxalato de calcio e também outros sais de calcio, acometendo importantes areas

das cuspides e parede do tubo. No grupo DESC, observou-se apenas pontos de

calcificacao ao redor das suturas (Figuras 19 e 20).
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Figura 19. A - enxerto GDA com calcificagao distrofica do folheto; B - enxerto DESC com
auséncia de calcificagdo. (Alizarin-red ph 7 40x)
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Figura 20. Enxerto DESC mostrando ponto isolado de calcificagido ao redor do fio de sutura.
(Alizarin-red ph 4,2 200x)

4.6 MENSURACAO DO CALCIO

A quantidade de calcio foi maior nas cuspides valvares do que nos
condutos, em ambos os grupos. Nas cuspides valvares do grupo DESC, a
quantidade de calcio foi reduzida em 64% e nos condutos em 54%. Entretanto,
apenas a reducgéao do calcio nas cuspides, foi estatisticamente significante com p=
0,009. Os valores para a quantidade de calcio em ambos os grupos estédo

detalhados na Tabela 3 e Figuras 21 e 22.
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Tabela 3 - Mensuracao de calcio nas cuspides valvares e condutos

VARIAVEL ~ GRUPO n MEDIA MEDIANA MINIMO MAXIMO =SVIO Vg‘égf
Calcioconduto GDA 6 3525 1993 1000 11922 4213

DESC 6 1575 1375 576 3424 1044 0297
Calcio-cispide GDA 6 2644 227,94 180,56 517,58 126,16

DESC 6 9429 102,23 4849 12022 2705 0,009

*Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05. Valores expressos em pg de ca/mg de tecido.
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Figura 21.Grafico com os valores de calcio medidos nos condutos valvares, p = 0,297
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Figura 22. Grafico demonstrando os valores de calcio medidos nas cuspides valvares, p=
0,009
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5 DISCUSSAO

Préteses valvares bioldgicas apresentam uma série de vantagens em
relagcdo as proteses mecanicas, e as indicagdes para o seu uso, a nivel mundial,
tem sido crescente nos ultimos anos?. Isso também & verdadeiro em nosso meio,
sendo que a prétese bioldgica mais empregada no Brasil € a de pericardio bovino
fixada em GDA*.

Apesar de todos os avangos tecnologicos na estrutura das proteses e nos
meétodos de tratamento quimico de tecidos bioloégicos, a maior limitagcdo para seu
emprego continua sendo a durabilidade limitada, em decorréncia de degeneracgéo
tecidual por calcificacgo distrofica’”.

Apesar dos resultados em humanos nem sempre serem correspondentes,
qualquer novo método de tratamento anticalcificante deve ser extensivamente
avaliado em modelos experimentais antes de se iniciar o seu uso clinico. No caso
de tecidos biolégicos para proteses valvares cardiacas, os modelos mais
frequentemente empregados s&o o implante no TCSC de ratos ou o modelo
circulatério em ovinos jovens, visto que em ambos o processo de calcificagao €
bastante intenso e acelerado’'*. Segundo Manijii et al, isto se deve ao fato destas
espécies apresentarem uma resposta inflamatéria exacerbada, sendo a
calcificacdo uma consequéncia proporcional'®. A metodologia aqui empregada, ja
foi por nés previamente testada no TCSC de ratos (dados nao publicados), e esse
estudo representa a confirmag¢do daqueles resultados num modelo mais caro,
sofisticado e provavelmente mais sensivel.

E bem sabido que a calcificacdo das bioproteses é de origem multifatorial e
em decorréncia, diversas abordagens tem sido testadas para a sua prevengao'".
Dentre eles, podemos citar a fixacdo de tecidos em carbodimida’ ou com

triglicidiamina e bifosfonatos'’, o uso de octanodiol®* ou etanol®®?°, acido o. amino-

32,33 26,27 28,29

oléico™ ™, cloreto de aluminio=>', acido glutamico entre outros. A efetividade

destas solugbes foi variada dependendo do tecido estudado, do modelo
experimental e da metodologia de analise.
Diversos estudos ja demonstraram que os principais focos iniciais de

formacao de cristais de calcio sdo as células mortas e os restos celulares'" %3,
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Assim sendo, a descelularizagcdo, por remover todas as células, seus
remanescentes e os antigenos presentes nas membranas celulares, mantendo
apenas a matriz extracelular, pode ser um método bastante efetivo para eliminar
ou retardar a calcificagéo distrofica 2°°"%,

Nosso grupo de pesquisa na PUCPR desenvolveu metodologia de
descelularizacdo de homoenxertos valvares adrticos e pulmonares baseados
numa solugéo de SDS 0,1% ™. Este método foi efetivo em fazer retirada completa
de todas as células, mantendo uma matriz extracelular intacta, biocompativel e
com propriedades biomecanicas bem preservadas. Neste trabalho, pudemos
confirmar, através da histologia com HE, que esta metodologia também foi efetiva
para a descelularizagcdo completa de pericardios bovinos. Oswal et al*
confirmaram a eficiéncia na remocgao celular em pericardio bovino com SDS e
Rieder et a,/* comprovaram o mesmo resultado em valvas porcinas.

Homoenxertos e heteroenxertos valvares, assim processados,
demonstraram resultados experimentais e clinicos bastante satisfatorios, sendo
evidente a menor tendéncia de calcificacdo, quando comparado com

4849 Em  decorréncia destes resultados,

homoenxertos criopreservados
resolvemos testar a efetividade da descelularizagdo, como método anticalcificante
no pericardio bovino fixado em GDA. Os resultados no modelo de TCSC de ratos
demonstraram que a descelularizagdo dos pericardios antes de sua fixagdo em
GDA, reduziu em 96% e 98% a quantidade de calcio em 45 e 90 dias
respectivamente, quando comparados com o grupo controle (dados ainda nao
publicados).

Em nosso estudo, utilizamos um conduto valvado de pericardio bovino que
nos permitiu analisar a calcificacdo nado sé das cuspides valvares submetidas ao
stress mecanico de abertura e fechamento, mas também da parede arterial do
conduto.

Por ocasiédo dos explantes, pudemos observar que as aderéncias em torno
dos tubos descelularizados foram bem menos intensas do que no grupo controle,
sugerindo que o tecido descelularizado foi mais biocompativel. Achados
semelhantes foram reportados por Da Costa et al*®, que analisaram

hetoroenxertos porcinos descelularizados em posi¢céo pulmonar de ovinos.
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Gabbay et al® e Pires et al’ observaram que em implantes de pericardio
bovino fixado em GDA em caes, houve formacgéo de intensas aderéncias, sendo
esse fendbmeno associado pelo contato do tecido com o sangue do receptor.

Em ambos os grupos, notamos a presenga de pannus sobre as cuspides
valvares e face interna dos condutos, e que histologicamente foram
caracterizadas como hiperplasia intimal com areas focais de neo-endotelizacéo.
Esta reacdo em enxertos vasculares j4 é bem conhecida e representa o
remodelamento de microtrombos e de elementos sanguineos depositados sobre
uma superficie trombogénica ndo endotelizada’®. Apesar deste tipo de reagao
ser encontrado em proéteses valvares implantadas em humanos, a sua intensidade
parece bem maior em carneiros.

A andlise macroscopica evidenciou que em ambos o0s grupos, a
calcificagcao foi mais intensa nas cuspides valvares do que na parede do conduto,
confirmando as observacdes de Gabbay et alf de que a calcificacdo depende néo
somente do sitio de implantagdo, mas também do stress mecénico sobre o tecido.
Isso também ficou evidenciado na analise radiografica, onde pudemos observar
no grupo controle, concentracdes de calcio mais intensas nas regides comissurais
e na base dos folhetos junto da sua inser¢do no conduto, com padrdes
semelhantes aos descritos por Flameng et al** em bioproteses de pericardio
bovino implantadas em posigdo mitral de carneiros. Segundo Vesely et al'® a
calcificacdo nestas regibes que sofrem maior stress mecanico, € uma
consequéncia da ruptura progressiva das fibras colagenas, que por sua vez
facilita a deposicao de calcio. As cuspides dos condutos descelularizados se
mostraram radiograficamente livres e intactas, podendo-se observar apenas
alguns pontos focais de calcificagdo na regido comissural e nas regides
traumatizadas pelas linhas de sutura proximal e distal do conduto.

A analise histolégica com HE e Alizarina-red evidenciou nas cuspides
valvares do grupo controle, intensa calcificagéo distréfica por deposicao tanto de
cristais de oxalato de calcio como por fosfato de calcio no interior do tecido. Ja no
grupo descelularizado, as cuspides se mostraram bem preservadas, com pontos
de calcificagbes focais muito discretos. Estes achados histolégicos foram
confirmados pela mensuragéo quantitativa de célcio, havendo reducao de 65% e

58% na calcificagéo das cuspides e condutos respectivamente.
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A eficiéncia dos métodos anticalcificantes tem sido variada na literatura,
dependendo do tecido e modelo experimental analisado. A maioria dos trabalhos
tem sido feita no TCSC de ratos, o que limita a sua interpretacéo, pois ndo avalia
a influéncia dos efeitos da corrente sanguinea e do stress tecidual na calcificagéo.

/, 24

Dessa forma, Pettenazzo et al,”* encontraram reducdo de conteudo de calcio de

90£12 para 1.42+4,3 ug de calcio / mg de tecido com uso de octanodiol em

pericardio bovino em ratos por 75 dias enquanto Carpentier et al, *°

conseguiram
reducao de 108+10 para 19,518 utilizando o calor como tratamento em ratos por
90 dias. Wang et a,/** utilizaram acido tanico em pericardio bovino em ratos em 21
dias e obtiveram reducdo de calcio de 90132 para 6,4+1,2. Em nosso meio,

I,35

Baucia et al,”> com tratamento sequencial em pericardio bovino em implante em

ratos por 120 dias, obtiveram reducao de calcio de 194+19 vs 0,17+ 0,04. Ferreira

/,29

et al,”” observaram calcificagdo minima em pericardio bovino tratado com acido L-

glutamico em ratos por 60 dias, comparado ao pericardio controle. Costa et al,*®
encontraram em implante de pericardio bovino descelularizado em ratos em 90
dias auséncia de calcificagdo, além de que o grupo controle inesperadamente
também nao calcificou.

Flameng et al,**

encontraram valores de 3,23 e 1.05 ug de calcio / mg de
tecido de cuspides de diferentes proteses de pericardio bovino descelularizado
com tween-80 implantado em posigao mitral de carneiros por cinco meses. Bottio

et al*?

analisaram o tecido de préteses Hancock Il, explantadas de pacientes
submetidos a reoperagdes e encontraram niveis de calcio de 14,70 ug de calcio /
mg de tecido em proteses sem degeneragédo estrutural, versus 99,11 nas proteses
com degeneracao calcifica. O tratamento destas préteses tinha o objetivo de
remocao lipidica e ndo descelularizagédo, porém a inclusdo de SDS modificou a
histéria natural. Nosso estudo conseguiu a redugéo de 264 pg de calcio / mg de
tecido para 94 nas cuspides, confirmando a eficiéncia da descelularizagdo como
método anticalcificante.

A espectofotometria de absorgcédo atdmica mede n&do somente a calcificagdo
distréfica, mas sim a quantidade total de calcio tecidual. Em nossa metodologia, o
segmento de cuspide analisado englobou a linha de sutura proximal, o que
certamente contribuiu para a concentragao total de calcio. Acreditamos que se a
cuspide tivesse sido recortada junto a sua base de implantacéo, os valores finais

de calcio no grupo descelularizado teriam sido ainda menores. Esta interpretacéo
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se deve ao fato de ndo termos detectado calcificagdo histolégica nas cuspides
valvares, o0 que seria compativel com quantidades finais de calcio ainda menores
do que as medidas pela espectofotometria.

Nossa avaliagdo ecocardiografica foi prejudicada pelo fato do transdutor
disponivel ndo ser apropriado para animais de maior porte, o que inviabilizou o
exame em alguns. Naqueles, onde o exame foi tecnicamente possivel, pudemos
observar que os enxertos do grupo controle mostraram cuspides calcificadas, com
reducdo importante de sua mobilidade e gradientes transvalvares elevados. Ao
contrario, no grupo descelularizado, as cuspides eram moveis, havendo apenas
discreto espessamento das mesmas. Os gradientes transvalvares, apesar de
menores do que no grupo controle, também estavam elevados. A presenca de
gradientes em proteses morfologicamente preservadas, deveu-se ao ganho
pondero-estatural dos animais que dobraram de peso na evolug¢ado, fazendo com
que as proéteses ficassem proporcionalmente pequenas no seguimento clinico,
ocasionando o que se chama de despropor¢ao prétese/paciente.

Na analise histomorfolégica com coloragdo HE, pudemos observar a
presenca de infiltrado inflamatério monomorfonuclear com reacdo granulomatosa
de corpo estranho em ambos os grupos. Esse infiltrado foi mais intenso na regiao
adjacente a anastomose proximal junto da inser¢cao do folheto no conduto, sendo
também maior na regido adventicial do que na sua face luminal. Esses achados
estdo de acordo com os estudos de Da Costa et al*®, Lopes et al*® e Hopkins et
al’’ que sugeriram que o infiltrado é proveniente do tecido muscular adjacente do
animal. Comparativamente, os enxertos descelularizados tiveram a mesma
infiltracdo inflamatéria do que no grupo controle, porem com auséncia de
calcificacdo e a interpretacéo deste achado fica prejudicada pela falta de analise

imunohistoquimica mais detalhada. Manji et al'®

estudaram a calcificacédo de
enxertos singénicos e xenogénicos em TCSC de ratos, e concluiram que a
resposta imune mais intensa, com maior infiltrado inflamatério no grupo
xenogénico esteve associada com indices mais elevados de calcificacdo. De
forma contraditéria, no estudo de Costa et al*’, o infiltrado inflamatério de
pericardios controles e descelularizados foi semelhante, entretanto, a calcificacao
foi ausente nos dois tipos de enxertos.

Em nosso estudo, a celularidade aumentada no interior do tecido pode

significar que o tecido descelularizado foi mais biocompativel, permitindo melhor



47

incorporacéo pelo hospedeiro, sendo o infiltrado inflamatério um remodelamento
natural. Observamos também uma maior presenca de glicosaminoglicanos.
Schenke-Layland et a®” e Bastian et al’, observaram reducdo dos
glicosaminoglicanos da matriz com o processo de descelularizagdo de
heteroenxertos porcinos. Sabidamente, os glicosaminoglicanos s&o protetores a
matriz diminuindo o impacto produzido pelo stress, além de modular a reacao
inflamatéria®. Essa interpretagdo pode ser reforgada pelos achados histologicos
na coloragao pentacrémica de Movat, que demonstrou que a matriz colagena do
tecido descelularizado estava mais integra, com fibras colagenas melhor
preservadas e com maior quantidade de glicosaminoglicanos, e sem
calcificagées. Ja nos enxertos do grupo controle, havia marcada fragmentacéo
das fibras colagenas, calcificagcdo e até metaplasia cartilaginosa, evidenciando
infiltrado inflamatoério crénico com degeneracéo tecidual acentuada. De qualquer
forma, a analise pormenorizada com caracterizacdo imunohistoquimica das
células presentes no infiltrado inflamatério sera necessaria para melhor
compreender estes aspectos.

Nosso experimento confirmou os achados encontrados no modelo
subcutaneo de ratos, comprovando a efetividade deste tratamento nos modelos
animais. Consideramos que este tratamento pode ser uma boa alternativa
somando-se aos tratamentos j4 empregados. ApOs a realizagdo de testes de
resisténcia e durabilidade in vitro, achamos que este material deve ser testado
clinicamente, principalmente em pacientes mais jovens, esperando a reprodugéo

dos mesmos efeitos na espécie humana.
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6 CONCLUSAO

A descelularizagdo com dodecil sulfato de sodio é efetiva como método
anticalcificante de proteses valvares de pericardio bovino, fixadas em
glutaraldeido e implantadas na via de saida do ventriculo direito de ovinos, por até
180 dias.
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Figura 1. A - tubo de pericardio demonstrando os trés folhetos da valva
suturados na porg¢ao proximal; B - aspecto macroscopico externo
dos tubos valvados ... e 16

Figura 2. Fotomicrografia do controle histolégico de pericardio bovino apos
processo de descelularizagao, evidenciando auséncia completa
de células e boa preservagao da matriz extracelular (HE 100X)..17

Figura 3. Fotografia demonstrando a monitorizagdo do carneiro na sala
Lo o T 18

Figura 4. Fotografia demonstrando aspecto final da operagcao (A = tubo
valvado de pericardio bovino descelularizado reconstruindo a via
de saida do ventriculo direito).....ccccccceeeeeeeeiiiiiiiiiii s 20

Figura 5. Fotografia dos segmentos de conduto (inferior) e de folheto
(superior) separados para aferigdo do calcio por espectrometria
de absorgao atdmica. ..........ccoorieeeeciii e 23

Figura 6. Analise macroscopica dos tubos valvados durante a operagao para
o explante(A = tubo valvado GDA, com intensas aderéncias ao
redor do enxerto (seta); B = tubo valvado DESC com aderéncias
frouxas e de facil dissecgao (setas) ........ccccvviiiiiiiiiisnneeeennnnne e, 26

Figura 7. Aspecto macroscoépico dos enxertos apdés sec¢ao do conduto. A =
tubo valvado GDA com cuspides calcificadas (setas); B = tubo
valvado DESC com cuspides preservadas sem calcificagdao

grosSSeira (Setas) .......ccccvirrriiiiiieeeecceenn s s e e e e e e e nn————_. 27
Figura 8. Fotos dos tubos valvados explantados apé6s 180 dias (A,C,E,G,l e K
= grupo GDA; B,D,F,H, J e L = grupo DESC)..........ccceerrrrrrrrrreennnnns 28

Figura 9. A,C,E,G,I| e K representam enxertos GDA. Podemos observar
calcificagao intensa dos folhetos (setas). B,D,F,H,J e L enxertos
DESC apresentam apenas pontos focais de calcificagdes (setas)

Figura 10. Fotomicrografia de enxerto GDA: presenga de infiltrado
inflamatério, desorganizagcdo da matriz (setas), formacao da
camada neointima e adventicia com neovasos (HE 40x) ............. 31

Figura 11. Fotomicrografia de enxerto GDA: podemos observar o infiltrado
inflamatorio da parede do tubo com metaplasia 6ssea. A seta
indica um osteoclasto (HE 200X)...........cceeeeemmmmmmmmnnninnnnnnsnsssseeseeennns 32

Figura 12. Fotomicrografia de enxerto GDA: podemos observar formagao
neointimal com predominio nas por¢goes basais e na face arterial
e presencga de calcificagdo distréfica na cuspide (setas) (HE 40x)
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Figura 13. Fotomicrografia de enxerto DESC: observa-se um maior infiltrado
inflamatério com predominio na inser¢ao (seta) e formagao
neointimal espessa (HE 40X) ... s 34

Figura 14. Fotomicrografia de enxertos DESC. A = cuspide com matriz
compacta (seta) e reacao neointimal (HE 40x); B = reacao
neointimal formada por tecido conjuntivo frouxo com
fibroblastos e endotélio (setas) (HE 400X) ........ccoeeremmmmmmnnnecccnnnnn. 34

Figura 15. Fotomicrografia de enxerto DESC. Podemos observar ponto de
calcificagdao em linha de sutura (setas) envolvida por processo
inflamatorio (HE 100X).......cccoiiiiiiiiiiciisssesnnse s ssssnnnnns 35

Figura 16. Fotomicrografia de enxerto GDA: desorganizagdo da matriz com
encolhimento das fibras colagenas (setas). Presencga de infiltrado
inflamatério ao redor do enxerto e pouca concentragao de
glicosaminoglicanos. (Pentacromico de Russel-Movatz 100x)....36

Figura 17. Fotomicrografia de enxerto DESC: preservacao da matriz
colagena sinalizada com a seta. Grande concentragdo de
glicosaminoglicanos corados e azul e maior infiltrado
inflamatorio. (Pentacromico de Russel-Movat’'s. 200x) ................ 37

Figura 18. A - enxerto GDA com calcificagao distréfica; B - enxerto DESC
com auséncia de calcificagao. (Alizarin-red 40x ph 4,2).............. 38

Figura 19. A - enxerto GDA com calcificagao distrofica do folheto; B -
enxerto DESC com auséncia de calcificagdo. (Alizarin-red ph 7

Figura 22. Grafico demonstrando os valores de calcio medidos nas cuspides
valvares, p= 0,009 ... e e 41



