PONTIFICIA UNIVERSIDADE CATOLICA DO PARANA
Luciana Cristina Ferretti de Nazareno Wollmann

Efeito da criopreservacao e/ou da descelularizacao na matriz
extracelular de condutos valvados porcinos

CURITIBA
2007



Luciana Cristina Ferretti de Nazareno Wollmann

Efeito da criopreservacao e/ou da descelularizacao na matriz

extracelular de condutos valvados porcinos

Trabalho de Dissertacdo de Mestrado
apresentada ao Curso de Ciéncias da Saude da
Pontificia Universidade Catélica do Parana,

como requisito para a obtengcdo do titulo de
Mestre.

Orientadora: Andréa Novais Moreno

CURITIBA
2007



Aos meus pais e irmd, Nelson, Myrian e Ana Maria, pelo estimulo e apoio incondicional
desde a primeira hora, pela paciéncia e eterna disponibilidade com que sempre me ajudaram,

pelo amor incondicional e exemplo de cardter e responsabilidade.

Ao Alexandre, por saber compreender, como ninguém, esta fase. Acima de tudo, pelo
inestimdvel apoio e paciéncia has diversas falhas que tive por forga das circunstancias. Pelo

carinho, atengdo e incentivo essenciais neste periodo.

Especialmente a Manuella, que ainda ndo chegou e que amo acima de tudo, pela

constante companhia e fonte inesgotdvel de alegria e ansiedade nesses Ultimos meses.



AGRADECIMENTOS

A Professora Dra. Andréa Novais Moreno, por ter aceitado a orientacéo da
minha dissertacao, pela confianga em mim depositada, pelo incentivo a realizacéo
deste trabalho, pelos conselhos académicos e pessoais;

Ao Professor Dr. Francisco Diniz Affonso da Costa, pela idealizacao da
dissertacao e prestimosa colaborag¢ao durante a execug¢dao da mesma;

A toda a equipe do Banco de Valvas Cardiacas Humanas da Santa Casa
de Misericérdia de Curitiba e Cardioprétese Ltda, em especial a Marise Brenner
Affonso da Costa, supervisora deste banco, pelo apoio, compreensao e
colaboracéo na realizacédo desta dissertacao;

Aos professores e orientadores no programa de Pés-Graduagdao em
Ciéncias da Saude PUCPR, pela implantacdo do NIMA, oferecendo novas e
melhores condi¢des de trabalho aos alunos;

Ao Eduardo Discher Vieira, Luiz Augusto Pacheco Gusso, Ana Paula
Camargo, Joao Gabriel Roderjan Mendonca e Carlos Augusto Henning Laurindo
pelo imprescindivel apoio nos experimentos deste estudo;

Ao Professor Dr. Marcelo Mira, pela contribuicdo para o sucesso deste
estudo;

A todos aqueles que estiveram envolvidos neste estudo, direta ou

indiretamente.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Valva pulmonar humana invertida

Figura 2 — Analise histoldgica valvar

Figura 3 — Representacao de artéria de grande calibre (artéria elastica)

Figura 4 — Procedimento experimental de descelularizagdo de valvas pulmonares
porcinas

Figura 5 — Empacotamento das valvas em embalagens especificas para
criopreservacao

Figura 6 - Empacotamento das valvas em embalagens especificas para
criopreservacao

Figura 7 — Camara de resfriamento programado

Figura 8 — Procedimento de diluicdo do crioprotetor ap6s descongelamento da
valva

Figura 9 — Andlise qualitativa da matriz extracelular de condutos pulmonares
submetidos a processo de descelularizacao

Figura 10 — Analise qualitativa da matriz extracelular de cuspides pulmonares
submetidas a processo de descelularizacao

Figura 11 — Andlise qualitativa da matriz extracelular de condutos pulmonares
criopreservados e submetidas a processo de descelularizacao

Figura 12 — Analise qualitativa da matriz extracelular de cuspides pulmonares

criopreservadas e submetidas a processo de descelularizacao



Figura 13 — Dados estatisticos obtidos por andlise morfométrica de laminas de
conduto de ambos os grupos, fresco e criopreservado, coradas com Orceina
Acética para observacao quantitativa de fibras elasticas

Figura 14 - Dados estatisticos obtidos por andlise morfométrica de laminas de
cuspide de ambos os grupos, fresco e criopreservado, coradas com Orceina
Acética para observacao quantitativa de fibras elasticas

Figura 15 - Dados estatisticos obtidos por andlise morfométrica de laminas de
conduto de ambos os grupos, fresco e criopreservado, coradas com Gomori para
observacédo quantitativa de colageno

Figura 16 - Dados estatisticos obtidos por andlise morfométrica de laminas de
cuspide de ambos os grupos, fresco e criopreservado, coradas com Gomori para
observacédo quantitativa de colageno

Figura 17 — Teste de citotoxicidade. Controles positivo e negativo

Figura 18 — Teste de citotoxicidade. Fragmentos descelularizados com SDS 0,1%
e DOA 1%

Figura 19 — Teste de citotoxicidade. Fragmentos descelularizados com SDS 0,3%



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Esquematizacédo dos grupos e subgrupos avaliados no projeto



LISTA DE ABREVIATURAS

MEC — matriz extracelular

DOA — acido deoxicélico

SDS — dodecil sulfato de sodio

RPMI — Roswell Park Memorial Institute
DMSO — dimetil sulféxido

SFB — soro fetal bovino

HE — hematoxilina-eosina

MEM - Eagle's Minimal Essential Medium
PVC — poli (cloreto de vinila)

GAGs - glicosaminoglicanos

DNA — Acido desoxirribonucleico

HLA - Human Leukocyte Antigen



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ...ttt n e en e 10
1.1 Constituicdo das valvas cardiacas semilunares.........ccccoeeeiviiiiieeeeeeeennnee 10
1.2 SUDSTHITUIGAO VAIVAL ...t e e e e 14

1.2.1 Preservacao e estocagem das valvas ........coooeeeeviiiiiiiiieiieieeceeeeeeeee 15
1.2.2 Engenharia de teCidOS .....oooieiiiiiiieece e 16

2. OBUETIVOS . ... ..ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e nnnnnanees 22

3. MATERIAIS E METODOS ...ttt 23
3.1 Obtencao das valvas pulmonares POrCiNas................eeueeeeeeerrrmmemneensnnnnnnnnns 23
3.2 Tratamentos eXperimentais . ..........ueeiiii e 23

3.3 Andlise qualitativa da matriz extracelular através de Microscopia Optica...26

3.4 Analise quantitativa da matriz extracelular através de Morfometria............ 27
3.5 Ensaio de CitotOXICIAAE. .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e easeeaeaneees 28
4. RESULTADOS. ... .ttt e e e e e e e e s e e e e e e e e e e e nnnnnenes 29
4.1 — Analise qualitativa da matriz extracelular através de microscopia dptica 29
4.1.1 - Grupo | — Valvas ndo submetidas a criopreservacao (fresco)......... 29
4.1.2 - Grupo Il — Valvas submetidas a criopreservagao .........ccccceeeeeeeennee 31

4.2 — Analise quantitativa da matriz extracelular através de morfometria ........ 34
4.2.1 - Andlise de fibras elastiCas .............uuuuuuuuueeiiiimiiiiiiiiiiieieeeeeeeeaaees 35
4.2.2 - AN4lise de COIAGENO ..o 37

4.3 — Ensaio de CitotOXiCIdAde..........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeeaaeneees 40
5. DISCUSSAD ...ttt 43
B. CONCLUSOES ...ttt 55

7. REFERENCIAS ..o e e, 56



RESUMO

A engenharia de tecidos, uma nova area da biotecnologia, tem proposto a
producdo de estruturas vivas funcionais, tais como vasos sanguineos, valvas
cardiacas, entre outras. Véarias foram as tentativas de produzir um substituto
valvar com capacidade de crescimento, reparacdo e remodelamento usando o
conceito de engenharia de tecidos. O objetivo do presente estudo foi avaliar a
morfologia de valvas pulmonares porcinas criopreservadas e/ou
descelularizadas e determinar uma solugdo de descelularizacdo capaz de
remover todas as células teciduais, sem promover maiores danos a matriz
extracelular. Valvas cardiacas porcinas, criopreservadas ou nao, foram
incubadas por 24 horas, sob agitacao constante, em solugdo contendo 1% de
acido deoxicdlico e 0,1% ou 0,3% de dodecil sulfato de sodio (SDS). As valvas
foram avaliadas por microscopia Optica (apds coloragcdo com hematoxilina-
eosina, Weigert ou Gomori) e por analise quantitativa (morfométrica) e ensaios
de citotoxicidade foram avaliados nos condutos valvares. O desempenho das
solugdes de descelularizacdo foi altamente variavel na preservagdo da matriz e,
quando utilizadas em valvas criopreservadas, promoveram danos maiores a
matriz extracelular comparados aos danos nas nao criopreservadas. Entretanto,
as solucdes nao apresentaram citotoxicidade direta em ensaios in vitro. NOosSs0s
resultados sugerem que a melhor solucdo descelularizante foi SDS 0,1%
revelando condicées ideais de descelularizacdo sem danificar a matriz

extracelular.

Palavras-chave: Engenharia de tecidos, matriz extracelular, descelularizacdo, morfologia

tecidual.
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ABSTRACT

Tissue engineering, a new area in biotechnology, has proposed the production of
functional live structures, such as blood vessel, heart valves, among others.
Several attempts have been made to create functional heart valve replacements
with the ability to grow, repair, and remodel using the concept of tissue
engineering. The aim of the present study was to evaluate the cryopreserved
and/or decellularized pulmonary porcine valves structure and to determine a
decellularization solution, capable of removing all tissue cells, without drastic
damage to the extracellular matrix. Porcine heart valves, cryopreserved or not,
were incubated for 24 hours, in agitation, with solution containing 1% deoxycholic
acid (DOA); 0,1% or 0,3% sodium dodecyl sulfate (SDS). The valves were
evaluated by light microscopy (hematoxylin and eosin, Weigert and Gomori
staining) and by quantitative (morphometric) analysis and valves conduits were
evaluated by cytotoxicity assays. The decellularization solutions were highly
variable in efficiency and matrix preservation and the use before the
cryopreservation process results in damages to the extracellular matrix.
However, non decellularization solution presented direct cytotoxicity in vitro. Ours
results suggest that the best decellularization solution was 0, 1% SDS showed to
ideal conditions of decellularization without drastic damages of the extracellular

matrix.

Key words: Tissue engineering, extracellular matrix, decellularization, tissue morphology.
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1. INTRODUGAO

1.1 Constituicao das valvas cardiacas semilunares

Todo tecido biolégico € composto de células envoltas por proteinas de
matriz extracelular (MEC), que consistem principalmente de colageno, elastina,
proteoglicanas e glicoproteinas. A quantidade destes componentes, produzidos
pela células, é diferente para cada tipo de tecido, dependendo da sua funcao. O
colageno é a principal proteina de suporte e as fibras formadas promovem
resisténcia mecanica ao tecido. Ja a elastina serve para fornecer elasticidade ao
tecido e é importante para o bom funcionamento das fibras colagenas. A maior
parte da matriz extracelular € composta por proteoglicanas e glicoproteinas, que
juntas, formam géis de variados tamanhos de poros através da ligacao da agua
e do colageno que forma o tecido (revisto por MOL, 2005).

As valvas cardiacas porcinas e humanas, aérticas ou pulmonares, sao
semelhantes macro e microscopicamente. Macroscopicamente sao formadas
por trés cuspides semilunares e conduto, constituido por parte da parede da

artéria, aorta ou pulmonar (Figura 1).
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Figura 1 — Valva pulmonar humana invertida revela as cuspides semilunares e parede da artéria

pulmonar (conduto).

Microscopicamente, as valvas cardiacas apresentam células intersticiais e
uma camada de células endoteliais. Sabe-se que os fibroblastos sao
responsaveis pelo remodelamento da matriz extracelular, sendo imprescindivel
para o adequado funcionamento e a durabilidade das valvas cardiacas. Grande
parte do volume é o espago extracelular, preenchido por uma rede complexa de
macromoléculas que constituem a matriz extracelular (MEC), composta por uma
grande variedade de proteinas e de polissacarideos, secretados localmente e
que formam uma rede organizada, em estreita associagdo com a superficie
celular que os produz. A matriz extracelular do tecido valvar & frequentemente
mais abundante do que as células ao seu redor, e isso determina as
propriedades fisicas do tecido (ALBERTS et al., 2004). O tecido das cuspides
valvares cardiacas porcinas, assim como das humanas, exibe uma estrutura
microscopica formada tipicamente por trés camadas: ventricular, esponjosa e

fibrosa. Estas camadas diferem entre si tanto pela arquitetura quanto pelos
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componentes da matriz extracelular (GRAUSS, et al., 2005). A espessura de
cada camada varia em toda a extensdo da valva desde o anel até a margem
livre da cuspide. Na valva pulmonar, a fibrosa é a camada mais espessa
contendo feixes de colageno saindo do anel. O colageno € o componente mais
abundante da valva cardiaca. A esponjosa contém predominantemente
glicosaminoglicanos (GAGs) e agua, pouco colageno e pouca elastina (GRAUSS
et al., 2005). A ventricularis € a camada mais fina e é composta principalmente

por fibras elasticas (MULHOLLAND, et al., 1996) (Figura 2).

Figura 2 — Andlise histoldgica valvar. A estrutura histolégica das cuspides aértica e pulmonar é
semelhante. Na face ventricular de cada cuspide h& tecido conjuntivo frouxo, com aspecto
mixomatoso, e na face arterial uma camada mais densa, a fibrosa, delimitada por fibras

elasticas.

A MEC valvar contém uma variedade de estruturas, ao redor das células
intersticiais, que efetuam fungdes essenciais, incluindo suporte mecanico, forgca
fisica e elasticidade. Além disso, a MEC exerce profunda influéncia na adeséo,

migracao e diferenciacao celular. Consequentemente a integridade estrutural e
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funcional da MEC sao cruciais para um desempenho valvar satisfatorio
(SCHENKE-LAYLAND, K. et al., 2006). A funcao estrutural desempenhada pela
matriz extracelular esta relacionada com a resisténcia mecanica conferida pelas
fibrilas de colageno, ao papel estabelecido pela elastina e proteoglicanos na
elasticidade, as inter-relagdes entre célula e matriz e com a propriedade adesiva
proporcionada pelas glicoproteinas (laminina, fibronectina, vitronectina,
entactina, trombospondina) (HAY, 1991). As células intersticiais e uma camada
de células endoteliais estdo contidas no interior da matriz das valvas. Dois
outros tipos de células intersticiais foram identificados por microscopia eletronica
nas cuspides de valvas cardiacas: células musculares lisas e miofibroblastos
que parecem estar dispersos por toda a cuspide (BAIRATI & DEBIASI, 1981).

Os condutos das valvas cardiacas sao formados por trés camadas
teciduais caracteristicas (Figura 3). A tanica intima € fina e constituida por um
revestimento endotelial, uma camada de tecido conjuntivo e uma camada de
material elastico. O principal tipo celular desta camada é a célula muscular lisa,
que produz os componentes da matriz. A tunica média, mais espessa que a
intima, é constituida por laminas de material elastico, entre as quais estao
situadas camadas de ceélulas musculares lisas e fibras coldgenas. Nao ha
fibroblastos nesta camada, sendo as células musculares responsaveis pela
producdo das fibras colagenas e elasticas. A tunica adventicia apresenta-se
como uma camada de tecido conjuntivo relativamente fino, onde o principal
componente extracelular sdo as fibras colagenas e suas células sdo fibroblastos

e macréfagos. Esta camada ainda contém pequenos vasos sanguineos (vasa
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vasorum) para irrigarem a parede arterial (revisto por ROSS & ROMRELL,

1993).
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Figura 3 — Representagao de artéria de grande calibre (artéria eléstica). Observa-se a tunica
intima, a tanica média bem desenvolvida e com véarias camadas de musculo liso e também a
tinica adventicia, constituida de tecido conjuntivo frouxo contendo pequenos vasos sanguineos,
responsaveis pela nutricdo das células das paredes da artéria, chamados de vasa vasorum.
Imagem obtida do site: http:/rbp.fmrp.usp.br

1.2 Substituicao valvar

Doencas diversas podem afetar qualquer uma das quatro valvas
cardiacas e estdo associadas a altas taxas de mortalidade (SCHOEN & LEVY,
1999). A substituicdo valvar € método freqlente para tratamento das disfuncdes
avancadas de valvas cardiacas.

Varios modelos de proteses valvares tém sido desenvolvidos desde 1950.
No entanto, embora estas proteses sejam eficientes e reduzam
significantemente a morbidade e a mortalidade dos pacientes, ha ainda varias

complicagdes relacionadas ao seu uso (CEBOTARI, et al., 2002). As préteses



15

valvares mecanicas, apesar de duraveis, requerem tratamento com
anticoagulantes indefinidamente e apresentam complicagdes a longo prazo
pelos riscos relacionados a anticoagulacdo e tromboembolismo. As proteses
valvares bioldgicas heterblogas (porcinas e bovinas), embora possuam bom
desempenho, tém durabilidade limitada (STEINHOFF, et al., 2000). As valvas
cardiacas humanas (homoenxertos) sdo uma alternativa ao implante das
proteses mecanicas e biolégicas heterblogas com algumas vantagens sobre
estas (CEBOTARI et al., 2002). Em 1962, Ross iniciou o0 uso clinico de valvas
cardiacas humanas. Homoenxertos frescos e criopreservados, muito utilizados
atualmente, consistem em tecidos vidveis, relativamente resistentes a infecgao,

com propriedades hemodinamicas fisioldgicas e resultados satisfatérios.

1.2.1 Preservacao e estocagem das valvas

Inicialmente, as valvas cardiacas humanas eram utilizadas de duas
formas: homovitais, onde o0s enxertos ndo eram submetidos a nenhum
tratamento e utilizados nas primeiras 48horas ou “frescos”, onde permaneciam
em solucdo de antibioticos até seu uso. No entanto, estes enxertos eram
descartados caso nao fossem utilizados brevemente. Técnicas de preservagao e
estocagem foram desenvolvidas com a finalidade de aumentar o tempo de
estocagem dos tecidos, reduzindo assim o descarte por validade e
disponibilizando imediatamente grande variedade de tamanhos e tipos de
enxertos. Os métodos utilizados inicialmente como liofilizagdo, éxido de etileno,

irradiacdo gama, entre outros, eram mais agressivos ao tecido, diminuindo sua
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durabilidade quando comparados aos enxertos frescos (HOPKINS, 1989a;
HOPKINS, 1989b; PARKER, 1997b).

Atualmente, a criopreservacao de valvas cardiacas é o método mais
frequentemente empregado dentre as varias formas de preservacdo e
estocagem dos tecidos, pois possibilita preservagao tecidual mais apropriada e
consequentemente, melhores resultados. Acredita-se que a criopreservacao
preserve a viabilidade celular, mas cause alguns danos a matriz extracelular.
Deterioracao significante e sérias alteracbes de colageno e fibras elasticas,
acompanhadas de danos gerais na histoarquitetura da cuspide podem ser
causadas pela formacao de gelo extracelular, principalmente dentro da camada
esponjosa, caracterizada pela sua alta hidratacao (SCHENKE-LAYLAND et al.,

2006; NARINE et al., 2006).

1.2.2 Engenharia de tecidos

Apesar das vantagens, a durabilidade a longo prazo dos homoenxertos
permanece limitada, especialmente em criancas e adultos jovens. Na maioria
dos casos, a deterioracao do tecido, manifestada como degeneracao estrutural e
calcificacdo das valvas, leva a uma disfuncdo do enxerto e eventualmente
reoperacoes sdo necessarias (SCHENKE-LAYLAND et al., 2006). A calcificagao
destes enxertos tem origem multifatorial e mecanismo ainda nao totalmente
elucidado. A viabilidade celular causa resposta imune, a qual possivelmente
contribui com a calcificacdo e conseqiente degeneragéo da valva (CEBOTARI

et al., 2002). Na tentativa de eliminar a reacao imunolégica, procura-se encontrar
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um tratamento apropriado para remover restos celulares, mantendo a
integridade da estrutura valvar (COURTMAN et al., 1994).

As caracteristicas de uma valva ideal incluem a nao trombogenicidade,
potencial de crescimento, reparo, remodelamento e nenhuma resposta
imunolégica (SCHENKE-LAYLAND et al., 2004). Pensando em eliminar as
desvantagens das préteses valvares mecanicas e biologicas (heterdlogas e
homologas) existentes e comumente utilizadas, surgiu o conceito de engenharia
de tecidos, criando um tecido baseado em uma matriz formada anatomicamente,
repovoada com células viaveis e componentes tissulares (LEYH et al., 2003). O
conceito de engenharia de tecidos foi primeiro apresentado utilizando matrizes
sintéticas de polimero biodegradavel semeadas com células autblogas para
reconstruir valvas pulmonares. Entretanto, a constru¢do de condutos valvares
tridimensionais baseados nestas matrizes nao obteve grande éxito pelas
limitacOes de adesao celular e regeneracao tecidual (STEINHOFF et al., 2000).
A limitacdo de adesao celular pode ter ocorrido pela falta de ligante proteina-
especificos existentes em matrizes biolégicas, os quais sdo essenciais para fixar
as células na matriz (CEBOTARI et al., 2002). Além disso, a estrutura
tridimensional da valva dificilmente seria reproduzida com as técnicas existentes,
bem como, as propriedades estruturais € mecanicas de uma variedade de
polimeros nao seriam ideais (STAMM et al., 2004). As matrizes sintéticas ainda
poderiam apresentar sérios riscos como degradacao toxica e reacao inflamatdria

(DOHMEN et al., 2003).
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Valvas porcinas preservadas com glutaraldeido também foram utilizadas
como matrizes alternativas nas quais seriam semeadas apenas células
endoteliais, apds neutralizacdo do glutaraldeido. No entanto, mesmo apés o
emprego de métodos sofisticados na tentativa de remover ou neutralizar o
glutaraldeido, nédo foi possivel criar uma monocamada confluente de células
endoteliais funcionais nestas valvas (DOHMEN et al., 2003). O tratamento com
glutaraldeido ndo eliminou a resposta imunolégica dos enxertos além de ter
apresentado propriedades indesejaveis, incluindo citotoxicidade e calcificacao
(NUGENT and EDELMAN, 2003). Também, matrizes porcinas teriam muitas
desvantagens como risco de transferéncia de doencas infecciosas animais
enquanto utilizadas para repovoamento com células humanas, rejeicao
xenogénica e dimensdes assimétricas como perimetro do anel, tamanho e
modelo das cuspides. Ainda, o implante de enxertos xenogénicos poderia
resultar em aneurisma e degradacao da elastina da matriz, esta deduzida pela
imunogenicidade entre espécies (CEBOTARI et al., 2002).

A alternativa proposta entdo seriam matrizes de origem homdloga,
optando, neste caso, pela descelularizagdo do tecido. O uso de condutos
valvares livres de antigenos celulares resultaria em intensa reducdo da
imunogenicidade (STEINHOFF et al., 2000). Uma matriz extracelular homdéloga
descelularizada nao causaria conflitos imunolégicos entre espécies e, ainda, o
posterior repovoamento com células do receptor transformaria o enxerto em

tecido autologo (CEBOTARI et al., 2002), criando assim uma estrutura viva, com
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potencial de remodelamento, regeneracdo e crescimento (DOHMEN et al.,
2002).

A engenharia de tecidos atualmente tem trabalhado com diversas
solugbes descelularizantes. Processos enzimaticos e diferentes tipos e
concentracdes de detergentes e alcool tém sido amplamente avaliados com o
mesmo intuito: o de eliminar as células nativas assim como outras estruturas
celulares que poderiam causar resposta imune adversa no paciente. Ressalta-se
que a técnica empregada nao deve resultar em ruptura da anatomia do tecido
transplantado ou alterar as propriedades biomecanicas dos elementos
estruturais. Além disso, ndo pode apresentar citotoxicidade, o que pode
prejudicar o repovoamento do tecido com células autblogas, seja este
repovoamento feito anteriormente ao implante in vitro ou posteriormente in vivo
(GOLDSTEIN, 1999). O repovoamento do tecido € crucial uma vez que as
células endoteliais agem como uma barreira fisiolégica no tecido valvar,
prevenindo a deposicédo de plaquetas e fibrina na superficie da valva. Ambos os
fatores sdo considerados como causas de degeneracdo e calcificacdo do
enxerto (DOHMEN et al., 2003)

Varias metodologias de descelularizacdo tém sido pesquisadas. Os
tratamentos enzimaticos como a exposicao intensa das células a tripsina, resulta
em morte celular. Entretanto, pelo menos uma por¢do do colageno tipo |, a
proteina mais abundante na matriz extracelular de valvas cardiacas, € sensivel a
tripsina. As descelularizagdes enzimaticas, utilizando tripsina em varias

concentracdes, sdo mais agressivas, enfraquecem e prejudicam as propriedades
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mecanicas do tecido valvar, impedindo sua implantacdo em sistemas de alta
pressao (TUDORACHE, et al., 2007; KARIM, et al., 2006; GRAUSS, et al.,
2003). Para solucionar este problema, alguns autores revestiram a matriz,
descelularizada pela tripsina, com polimeros biodegradaveis, aumentando a
resisténcia da matriz as forcas hemodinamicas (STAMM et al., 2004). Por outro
lado, Cebotari et al (2002) utilizaram tripsina 0,5% e obtiveram completa
descelularizacao além da preservacao da estrutura da MEC.

Tratamentos com detergentes nao-ibnicos e anibnicos, combinados ou
nao, tém sido amplamente testados. Alguns grupos utilizaram Triton X-100 1% e
obtiveram a descelularizacdo completa das cuspides, no entanto nao
conseguiram retirar totalmente as células do conduto da valva (MEYER et al.,
2006; GRAUSS et al., 2005). Enquanto outros grupos utilizaram Triton X-100 e
outros reagentes da mesma classe como MEGA 10, Tween 20 e CHAPS sem
sucesso para a descelularizacdo (BOOTH et al., 2002). Foram testados também
glicerol e polietilenoglicol (PEG), amplamente utilizados na bioquimica por suas
habilidades de rompimento de membrana celular, mas também se apresentaram
insatisfatorios. Os testes com dodecil sulfato de sddio (SDS) e deoxicolato de
sbdio, detergentes anibnicos, foram satisfatérios ao promover a completa
descelularizacdo das valvas, mantendo a histoarquitetura basica das valvas
(BOOTH et al.; 2002; MIRSADRAEE, et al., 2006; KASIMIR, et al., 2003). Os
reagentes sollveis em agua foram dissolvidos em diferentes concentracées de
solucao: hipertonica, isotdénica e hipotdnica. A solucédo hipotdnica apresentou

melhores resultados uma vez que permite a entrada de agua na célula,
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dilatando-a e induzindo o rompimento celular. E possivel que esta acdo
dilatadora esclareca a presenca do detergente dentro das células e de seus
nucleos (BOOTH et al., 2002).

Apo6s implantar homoenxertos celulares e descelularizados em ratos,
Grauss et al perceberam que todos os enxertos celulares transplantados
tornaram-se deformados, edemaciados e acelulares com grandes mudancas na
estrutura da MEC. Os enxertos descelularizados, por sua vez, mantiveram suas
cuspides preservadas quando comparadas com o primeiro grupo. Os autores
concluiram que os danos causados pela técnica de descelularizacdo sao
menores do que os causados pela resposta imunolégica do receptor (GRAUSS,
et al., 2003).

Portanto, muitos estudos tém revelado novos agentes descelularizantes
de valvas cardiacas com o intuito de se formar uma matriz acelular, o que
supostamente ndo acionaria a imunidade do receptor e poderia ser repovoado
apos seu implante por células do préprio receptor. Porém, ainda sdo poucos 0s
estudos que revelam o perfil da matriz extracelular das valvas apés o processo
de descelularizacdao. A manutencdo da matriz extracelular é essencial para o
sucesso de uma substituicdo valvar, uma vez que o repovoamento celular
depende de interacdo e adesao celular a moléculas especificas desta matriz.
Este trabalho teve como seu principal objetivo analisar a matriz extracelular de
valvas pulmonares porcinas submetidas a processos de criopreservacao e/ou de

descelularizacdo e desta forma contribuir para a identificagdo de um agente
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descelularizante capaz de promover remocdo das células sem danificar e

comprometer a funcionalidade da matriz extracelular.

2. OBJETIVOS

Avaliar os efeitos decorrentes do processo de criopreservacao associado
ou ndo ao processo de descelularizagdo na matriz extracelular de valvas
pulmonares porcinas. Para tanto, propusemos-nos a:

- Determinar danos causados pelo processo de criopreservacdo e/ou
descelularizacdo com SDS 0,1% ou 0,3% e DOA 1% na matriz extracelular
por microscopia 6ptica e quantificacao dos elementos de matriz.

- Avaliar citotoxicidade na matriz extracelular através do cultivo de células

associadas ao tecido descelularizado.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Obtencao das valvas pulmonares porcinas

Foram utilizados 32 coracbes de porcos brancos machos, com idade
entre 90 e 120 dias, obtidos por compra direta em frigorificos filiados ao
SINDICARNE (Sindicato da Industria de Carnes e derivados do Estado do
Parana) e transportados em solugéo salina 0,9% gelada. O tempo de isquemia
total, entre o sacrificio e a dissecc¢ao, nao ultrapassou 20h, nem a temperatura
maxima de 10°C. Para obtencdo das valvas pulmonares, os coragbes foram
dissecados no Laboratério de Cultivo Celular Experimental da PUC-PR. Foi
retirado todo o tecido gorduroso do tronco pulmonar bem como a camada
adventicia. Os enxertos permaneceram em solucdo salina 0,9% gelada por

poucas horas antes de serem processados.

3.2 Tratamentos experimentais

As 32 valvas foram divididas em dois grupos: submetidos somente a
descelularizacao (Grupo | — “fresco”) ou submetidos a criopreservagao e apds
descongelamento ao processo de descelularizacao (Grupo Il — “criopreservado”),
como descrito na Tabela 1. Para padronizar o processo de descelularizacao,
ambos os grupos foram subdivididos em subgrupos. Subgrupo A corresponde as
valvas controle, isto é, que nao sofreram nenhum processo de descelularizacao;
0 subgrupo B as valvas submetidas ao processo de descelularizagdo com &cido
deoxicolico (DOA) 1%, por 24 horas, sob agitacdo constante e os subgrupos C e
D correspondem as valvas submetidas a descelularizagdo com Dodecil Sulfato

de Sédio (SDS) 0,1% ou 0,3% (respectivamente), sob agitacdo constante
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(Figura 4). Apos lavagens em soro fisiolégico, foram obtidos com auxilio de
material cirargico apropriado, fragmentos de condutos e cuspides € 0s mesmos

foram processados por técnica histologica de rotina.

Tabela 1 — Esquematizacao dos grupos e subgrupos avaliados no projeto

Subgrupo A Subgrupo B Subgrupo C Subgrupo D

Grupo |l sem tratamento DOA 1% SDS 0,1% SDS 0,3%

Grupo Il criopreservacdo DOA 1% + crio SDS 0,1% + crio  SDS 0,3% + crio

DOA: acido deoxicoélico SDS: dodecil sulfato de sédio

Figura 4 — Procedimento experimental de descelularizagdo de valvas pulmonares porcinas. Na
representacgao, frasco contendo valva pulmonar em SDS 0,1%, sob agitagao constante.

Para a criopreservacao, os enxertos foram transferidos para embalagens
plasticas (Kapak, Sealpack 4’x 6” — 4.5MIL Bulk case) contendo 100ml de
solucao de RPMI 1640, 10% de dimetil sulfoxido (DMSO) e 10% de soro fetal

bovino (SFB) e selados. Foram, entdo, acondicionados em embalagens de
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aluminio (Kapak, Foilpack 5°x 8" — 4.5MIL Bulk case, Minneapolis-U.S.A.)
(Figuras 5 e 6), selados e mantidos a temperatura 2-8°C por 30 minutos. O
congelamento foi feito em equipamento de criopreservacdo (Marca Planer,
KRYO 10 Series, Model 10-16; Controller: marca Planer, KRYO 10 Series,
Model 10-20) que permite congelamento com velocidade de resfriamento
tecidual programada -1°C/min até que a temperatura do enxerto chegue a -60°C
e -5°C/min até que chegue a -80°C) (Figura 7). Ao término do congelamento, os
enxertos foram estocados por 15 dias em containers especificos a temperatura
do vapor do nitrogénio liquido (-195°C). O descongelamento foi feito de forma
rapida, com soro fisioldgico a temperaturas entre 42-50°C, seguido de diluicéo

gradual do crioprotetor com solugdo de RPMI 1640 e 10% de SFB (Figura 8).

Figuras 5 e 6 — Representando 0 momento de empacotamento das valvas em embalagens

especificas para criopreservagao.
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Figura 8 — Figura demonstrativa do procedimento de diluicao do crioprotetor apds

descongelamento da valva.

3.3 Analise qualitativa da matriz extracelular através de Microscopia optica

Apods fixacdo em Alfac (85 mL de etanol a 80% (v/v), 10 mL de formol e 5
mL de acido acético (PA) por 16 horas a temperatura ambiente, os fragmentos
de cuspide e conduto dos grupos | e Il foram desidratados em série crescente de

alcoois (50, 70, 80, 90 e 100%) por uma hora em cada concentragao,
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diafanizados em xilol por 1 hora e meia, incluidos em parafina histolégica liquida
(a temperatura de 58°-60°C) por 4 horas e depois emblocados em moldes de
papel com parafina fina por 24 horas a temperatura ambiente. Os blocos
resultantes foram submetidos a microtomia para a obtengéo de cortes de 5 um e
os mesmos foram acondicionados em laminas histolégicas. As laminas foram
entdo deixadas em estufa a 58°C por 12 horas, para a retirada da parafina
restante e, apds re-hidratagédo, submetidas a coloragdo com hematoxilina-eosina
para observagado de morfologia geral.

As laminas, apds coloragdo com Hematoxilina-Eosina (HE), foram
desidratadas, diafanizadas, para entdo serem montadas com Entellan. Os

resultados foram analisados em microscopio Olympus BX 50.

3.4 Analise quantitativa da matriz extracelular através de Morfometria

Para quantificacdo de colageno e elastina, as laminas foram submetidas
as coloracoes:

1. Gomori (para observagao de colageno);

2. Orceina Acética (para observacgao de fibras elasticas).

As laminas, apos coloracao, foram desidratadas, diafanizadas, para entao
serem montadas com Entellan.

Foi utilizado o programa Image-Pro Plus (Media Cybernetics). Para tanto,
foram capturadas imagens das laminas com coloracdes especificas para cada
componente de matriz (10 imagens em objetiva de 40x de cada lamina de modo
a capturar toda a extensao da cuspide e partes aleatérias de conduto — Olympus

BX 50) para analise estatistica.
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3.5 Ensaio de citotoxicidade

A linhagem celular NCTC Clone 929, na concentracdo de 3x10°
células/ml foi semeada em placa de Petri (15 x 60 mm), no volume de 5 ml e
incubada durante 48 horas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO2. Apés
esse periodo, com a monocamada de células ja formada, o meio de cultura foi
desprezado e adicionado 5 ml do meio “overlay” em cada placa de Petri. Este
meio é composto de partes iguais de MEM duas vezes concentrado e agar
(Difco) a 1,8% contendo 0,01% de vermelho neutro. No momento do uso, o agar
foi aquecido e fundido, e entdo misturado na mesma propor¢ao com o MEM
duas vezes concentrado, ambos a uma temperatura de 44°C. Fragmentos, com
cerca de 0,25 cm? de area superficial das amostras coletadas dos grupos
descritos acima, foram colocados sobre o agar antes de sua solidificacao
completa. As placas de Petri foram incubadas novamente em estufa com 5%
CO? a 37°C por 24 horas.

Como controle positivo foram utilizados fragmentos de 0,25cm? de PVC
poli(cloreto de vinila) estabilizada com estanho, atdxico (Dacarto SA Industria de
Plasticos) para polimeros; placas de Ti (Multi Alloy Ltda) para metais e alumina
(Carlo Erba) para ceramicas. O controle negativo foi realizado com a adicao de
papel de filtro estéril.

3.6 Analise estatistica

Os resultados da analise morfométrica foram analisados utilizando o teste

de Tukey-Kramer de comparacao multipla. Foram consideradas significativas

comparag¢dées com um Pigual ou menor a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 — Analise qualitativa da matriz extracelular através de microscopia

Optica

4.1.1 - Grupo | — Valvas nao submetidas a criopreservacao (fresco)

Conduto: Observa-se nas imagens de conduto pulmonar do subgrupo
controle (IA) a presenca de células envoltas por grande quantidade de matriz
extracelular. A matriz apresenta-se integra, sem modificacdo morfologica
aparente (coloracdo rosea tipica) e com caracteristicas de um tecido bem
preservado (Figura 09 — A). Por outro lado, as imagens obtidas de conduto
pulmonar submetido a descelularizagdo com DOA 1% (subgrupo IB) revelam
uma coloracdo mais azulada que o controle negativo e uma matriz mais
compacta. Esta coloracédo pode ser devido ao extravasamento nuclear, uma vez
que o DNA pode se fixar a glicoproteinas presentes na matriz extracelular. Além
disso, percebe-se a presencga de células integras no interior desta matriz, o que
sugere falha da solugcdo em promover a descelularizacao completa (Figura 09 —
B). Ja as imagens obtidas de condutos descelularizados com SDS 0,1% revelam
total desaparecimento de células, sem fixacdo de restos nucleares na matriz. A
matriz apresenta-se visualmente integra e sem compactacdo das fibras,
revelando os espacgos entre as mesmas que correspondem a localizacao celular
(Figura 09 — C). Caracteristica semelhante foi observada nas imagens obtidas

de conduto submetido a descelularizagdo com SDS 0.3% (Figura 09 — D).



Figura 09 — Andlise qualitativa da matriz extracelular de condutos pulmonares submetidos a

processo de descelularizagdo. A — Controle (Fresco), ndo submetido a qualquer processo
experimental. B— DOA 1%; C — SDS 0,1% e D — SDS 0,3%.

Cuspide: Quando se observa as imagens obtidas de cuspides
pulmonares submetidas a tratamento com SDS 0,1% (Figura 10 - C) e DOA 1%
(Figura 10 — B), percebe-se que nao ha vestigios de células, sendo ambos os
tratamentos eficazes para a retirada de células nas cuspides, uma vez que elas
sao muito mais finas do que os condutos. Nao se observa danos significativos a
matriz extracelular nestes tratamentos. Porém, apesar da auséncia de células
nas cuspides descelularizadas com SDS 0,3%, a matriz extracelular revelou-se
totalmente compactada, com caracteristicas de degradagao da matriz (Figura 10

— D), quando comparadas as imagens do controle (Figura 10 — A).



Figura 10 — Andlise qualitativa da matriz extracelular de cuspides pulmonares submetidas a
processo de descelularizacdo. A — Controle (Fresco), ndo submetido a qualquer processo

experimental. B— DOA 1%; C — SDS 0,1% e D — SDS 0,3%.

4.1.2 - Grupo Il — Valvas submetidas a criopreservacao

Conduto: Nas imagens obtidas do grupo Il (criopreservadas), observam-
se diferengas significativas na composicao celular das valvas apds serem
submetidas ao processo de descelularizagdo. O proprio procedimento de
criopreservagao parece afastar as fibras do conduto pulmonar deixando o tecido
mais frouxo e menos compacto (Figura 11 — A) quando comparado ao controle

“fresco” (Figura 09 — A). Nao se sabe que limitagGes esta caracteristica pode
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trazer ao enxerto criopreservado, mas se observa que os tratamentos
descelularizantes quando conjugados ao criopreservado acentuam a
degradacao da matriz extracelular. O tratamento com DOA 1%, de forma muito
mais acentuada, nao foi capaz de induzir a completa descelularizagdo do
conduto pulmonar e a quantidade de fibras é visualmente menor (Figura 11 — B).
Tanto os condutos criopreservados tratados com SDS 0,1% (Figura 11 — C) ou
com SDS 0,3% (Figura 11 — D) revelaram-se compactados em partes do
conduto e com espacos maiores entre as fibras, com pontos de degeneracao

tecidual.

Figura 11 — Analise qualitativa da matriz extracelular de condutos pulmonares criopreservados e

submetidas a processo de descelularizagdo. A — Controle: criopreservado e ndo submetido a
processo de descelularizagdo. B — DOA 1%; C — SDS 0,1% e D — SDS 0,3%.
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Cuspide: As cuspides obtidas deste grupo também apresentaram
modificacbes na matriz quando comparadas as obtidas do grupo controle
“fresco” (Figura 10 — A). As cuspides oriundas de valvas pulmonares
criopreservadas (Figura 12 — A) possuem uma compactacdo maior proxima a
camada endotelial, ndo seguindo o caminho sinuoso que as fibras possuem logo
abaixo desta camada. As imagens obtidas das cuspides tratadas com DOA 1% e
SDS 0,3% (Figuras 12 — B e 12 — D, respectivamente) revelam grande
compactacao das fibras, sendo a concentracdo de SDS 0,1% (Figura 12 — C) a
melhor resposta a manutengdo de uma matriz extracelular comparavel a do

controle.
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Figura 12 — Andlise qualitativa da matriz extracelular de clispides pulmonares criopreservadas e

submetidas a processo de descelularizagdo. A — Controle: criopreservado e nao submetido a
processo de descelularizagéo. B — DOA 1%; C — SDS 0,1% e D — SDS 0,3%.

4.2 — Andlise quantitativa da matriz extracelular através de morfometria

A técnica da morfometria foi utilizada para medir o nivel dos componentes
da matriz extracelular antes e apds a descelularizagédo, para que se tenha uma
base concreta quanto aos danos causados ou nao ao tecido apds o tratamento,
visto que ndo ha na literatura atual artigos para serem usados para comparagao

e portanto nossos dados sao inéditos.
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4.2.1 - Analise de fibras elasticas

Conduto: Ao analisar-se a Figura 13, considerando somente a medicéao
de fibras elasticas nos condutos das valvas pulmonares, percebe-se uma
diferenca significativa entre o criopreservado e o fresco, sugerindo que a
criopreservagao por si s6 ja altera a matriz extracelular. A analise morfométrica
baseia-se na medicao das fibras por area, e o tecido criopreservado apresenta-
se mais frouxo do que o controle (Figura 11 — A).

Tendo ainda como base a Figura 13, e comparando somente os enxertos
que nao passaram pela criopreservagao, chamados “frescos”, percebe-se que
os métodos descelularizantes utilizando SDS 0,1% e DOA 1% néao alteram
significativamente a quantidade de fibras elasticas em relagdo ao controle.
Entretanto a descelularizagdo feita com SDS 0,3% apresenta diferenca
significativa na mesma comparacao. Quando se compara o enxerto controle com
os tecidos que foram criopreservados, observa-se diferenca significativa em
todos os métodos descelularizantes, com maior énfase ao método que utiliza

SDS 0,3%.
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Figura 13 — Dados estatisticos obtidos por analise morfométrica de l1aminas de conduto de
ambos os grupos (I — Fresco e Il — Criopreservado), respectivamente, coradas com Orceina
Acética para observagédo quantitativa de fibras elasticas. O grupo controle correponde ao total de
fibra elastica encontrada em condutos de valvas que nao receberam qualquer tratamento e
servem como comparativo entre os grupos tratados. Os dados apresentados séo significativos

em relacdo ao controle (*), com p<0.05.

Cuspide: A cuspide apresenta-se mais delgada do que o conduto. Além
disso, apresenta uma quantidade menor de fibras elasticas, visto que a camada
ventricular, onde predomina este tipo de fibra, é a mais fina. Talvez por isso, as
diferencas apresentadas apds criopreservacdo e/ou descelularizacdo sejam
mais significativas. Comparando o controle com o criopreservado (Figura 14),
percebe-se que a cuspide sofre ainda mais que o conduto em relagcao a perda
de fibras elasticas. Os enxertos descelularizados por qualquer um dos métodos,

SDS 0,1%, SDS 0,3% ou DOA1%, apds criopreservacao, tiveram perdas de
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fibras elasticas. Nos enxertos frescos, somente os que passaram pela

descelularizacdo com SDS 0,1% néao tiveram diferenca significativa comparados

ao controle.
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Figura 14 — Dados estatisticos obtidos por analise morfométrica de laminas de cuspide de ambos
os grupos (I — Fresco e Il — Criopreservado), respectivamente, coradas com Orceina Acética
para observagdo quantitativa de fibras elasticas. O grupo controle correponde ao total de fibra
elastica encontrada nas cuspides de valvas que ndo receberam qualquer tratamento e servem
como comparativo entre os grupos tratados. Os dados apresentados sao significativos em
relagéo ao controle (*), com p<0.05.

4.2.2 - Analise de colageno

Conduto: Para a quantificacdo de colageno, foram utilizadas laminas
coradas com Tricrbmico de Gomori e avaliamos os condutos das valvas
pulmonares (Figura 15). Observa-se diferengca significativa entre o

criopreservado e o fresco, sem tratamento descelularizante.
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Com base ainda na Figura 15, percebe-se que, nos condutos frescos
descelularizados, os tratamentos feitos com SDS 0,1% e DOA 1% né&o alteram
significativamente a quantidade de colageno. A alteracdo da matriz ocorre
somente com o tratamento feito com SDS 0,3% nos condutos frescos. Nos
condutos criopreservados, observa-se diferenca significativa em qualquer um
dos tratamentos descelularizantes, sendo do tratamento com SDS 0,3% a

diferenga mais enfatica.
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Figura 15 — Dados estatisticos obtidos por analise morfométrica de laminas de conduto de
ambos os grupos (I — Fresco e Il — Criopreservado), respectivamente, coradas com Gomori para
observagao quantitativa de colageno. O grupo controle correponde ao total de fibra colagena
encontrada em condutos de valvas que ndo receberam qualquer tratamento e servem como
comparativo entre os grupos tratados. Os dados apresentados sao significativos em relagao ao

controle (*), com p<0.05.
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Cuspide: Nas cuspides, o resultado apresentado difere um pouco dos
resultados obtidos na quantificacdo do conduto. O que se observa na anélise
dos enxertos frescos é uma diferenca insignificante entre o controle e o
descelularizado pelo tratamento com SDS 0,1%, e diferenga significativa nos
outros dois tratamentos, SDS 0,3% e DOA 1% (Figura 16). Nos enxertos
criopreservados, ha alteracdo em todos os tratamentos descelularizantes,
inclusive nas cuspides criopreservadas sem a descelularizacdo, comparando ao

controle.
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Figura 16 — Dados estatisticos obtidos por analise morfométrica de laminas de cuspide de ambos
os grupos (I — Fresco e Il — Criopreservado), respectivamente, coradas com Gomori para
observagao quantitativa de colageno. O grupo controle correponde ao total de fibra colagena
encontrada em cuspides de valvas que ndo receberam qualquer tratamento e servem como
comparativo entre os grupos tratados. Os dados apresentados séo significativos em relagao ao
controle (*), com p<0.05.
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4.3 — Ensaio de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade apresentaram-se negativos para todos os
fragmentos de condutos, criopreservados ou ndo, submetidos as trés solucdes
descelularizantes. Os testes realizados com o controle positivo e negativo estao
apresentados na Figura 17. Observa-se formacao de halo nos pogos dos
controles positivos, demarcado com pontos pretos. O mesmo ndo ocorre nas

placas dos controles negativos.

Figura 17 — Teste de citotoxicidade. Nos pogos superiores foram utilizados fragmentos de
0,25cm® de PVC como controles positivos. Nos pocgos inferiores foram utilizados pedacos de
papel de filtro estéril como controles negativos.

Na Figura 18, observa-se os testes realizados com fragmentos

descelularizados com SDS 0,1% e DOA 1%. Nao se observa formagéao de halo
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ao redor dos fragmentos em nenhum dos pogos, 0 que caracteriza resultado

negativo para citotoxicidade em ambos os tratamentos.

Figura 18 — Teste de citotoxicidade. Nos pocos superiores foram adicionados fragmentos de
conduto descelularizados com SDS 0,1% e nos pogos inferiores, fragmentos descelularizados
com DOA 1%.

O tratamento descelularizante que utiliza SDS 0,3% também ndo causa
citotoxicidade, como observado na Figura 19. O que se percebe ao redor dos
fragmentos, ndo € um halo e sim uma falha no preparo do agar, também
percebida no controle negativo apresentado nos pocgos superiores desta mesma

Figura.
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Figura 19 — Teste de citotoxicidade, Nos pocos superiores foram adicionados pedagos de papel
de papel de filtro estéril (controle negativo) e nos pogos inferiores, fragmentos descelularizados
com SDS 0,3%.



43

5. DISCUSSAO

Na ultima década, o conceito de engenharia de tecidos tem sido
amplamente utilizado em todos os campos da medicina criando substitutos para
orgaos e tecidos. As técnicas oriundas a partir do conceito de engenharia de
tecidos também tem sido cada vez mais aplicadas, otimizando valvas cardiacas
para implantes. Nossos resultados revelam as alteragées da matriz extracelular
decorrentes, principalmente do processo de criopreservacdo, técnica muito
utilizada para a preservacdo de homoenxertos. Ainda, quando conjugado ao
processo de descelularizacdo, as alteracbées na matriz extracelular, tanto de
condutos como de cuspides, foram altamente significativas quando comparadas
ao controle. Que significado nossos resultados podem ter na clinica médica? O
primeiro passo da engenharia de tecidos é prover uma matriz com a arquitetura
valvar natural e condicdes ideais para o repovoamento de células do receptor
(STEINHOFF et al., 2000). Entretanto, nossos resultados revelam pelo menos
dois problemas: 1. As propriedades teciduais deterioradas apds a remogao das
células podem ser repovoadas apds substituicdo valvar? 2. Superficies
colagenas rompidas podem ser altamente trombogénicas, uma vez que o0
colageno diretamente induz a ativacao plaquetaria bem como o fator Xll de
coagulacao, principalmente em vasos de pequeno calibre (MAHDI et al., 2002).
Poderia entdo, a combinacdo de criopreservacao e a utilizacdo de agentes
descelularizantes, que por si s6 promove alteragdes significativas na matriz
colagena, resultar na falha do enxerto valvar? Estas sdo questdes altamente

relevantes na procura de um agente descelularizante capaz de remover as



44

células e com isso a imunogenicidade tecidual, com a manutencao dos
componentes de matriz extracelular. Demonstramos com nossos resultados que
agentes como SDS 0,1% e DOA 1% podem ser classificados como 6timos
agentes descelularizantes quanto a manutencdo dos elementos de matriz
extracelular, mas ndo na remocéao total das células do tecido valvar ja que DOA
1% néao foi capaz de retirar completamente as células do conduto valvar. A
analise de antigenos HLA de pacientes que receberam enxertos
descelularizados com DOA 1% revela que nove pacientes ndo tiveram nenhuma
resposta humoral ou resposta baixa, o que revela a ndo imunogenicidade do
enxerto, porém dois pacientes tiveram aumento significativo nos niveis de
anticorpos anti-HLA do doador o que pode ser resultante da nao
descelularizacao completa do tecido (COSTA et al., 2005).

A degeneracdo dos homoenxertos baseada em reagdes imunoldgicas
pode ser evitada com o uso dos principios da engenharia de tecidos, com o0s
quais pretende-se obter valvas cardiacas que nao condenem o receptor a
tratamentos com anticoagulantes por toda a vida, ndo causem resposta
imunolégica e que possuam potencial de reparo, remodelamento e crescimento,
sendo especialmente indicados a pacientes jovens e criancas. A descoberta de
um método totalmente ndo imunogénico para os transplantes de valvas
cardiacas possibilitaria, teoricamente, uma melhora significativa na qualidade de
vida de pessoas que sofrem de doencgas valvares por ndo haver necessidade de
outras intervencgdes cirurgicas para substituicdo, e ndo precisar de tratamentos

complementares, nao tendo, portanto riscos de haver complicacdes
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imunolégicas pés-transplante. Estas reagdes imunes ocorrem devido a presencga
de células viaveis ou restos de membranas celulares ou nucleares, que
apresentam receptores capazes de causar a rejeicdo pelo paciente, presentes
nas valvas transplantadas, problema que aparece nos homoenxertos frescos e
criopreservados (GRAUSS et al., 2005).

Até entdo, a preservacdo da viabilidade celular era considerada essencial
para a qualidade do enxerto implantado, utilizando-se enxertos homovitais,
frescos e criopreservados. A integridade celular bem como a preservacao dos
componentes de matriz extracelular sempre foram mostrados como
determinantes importantes para a funcionalidade dos enxertos a longo prazo
(CEBOTARI et al., 2002). A criopreservacao surgiu como forma de preservacao
e estocagem por longos periodos, diminuindo o descarte de enxertos por
validade e proporcionando variedade de tipos e tamanhos de enxertos.
Atualmente, sabe-se que a presenca de células ou material nucléico nos
enxertos causam resposta imune, a qual possivelmente leva a degeneracao da
valva (CEBOTARI et al, 2002). Em um estudo, onde enxertos autblogos
passaram por condigdes idénticas aos homdlogos, como tempo de isquemia,
tratamento com antibidticos e criopreservacao, mostrou-se que nenhum destes
procedimentos foi responsavel pela deterioracdo a longo prazo dos enxertos
homologos (NEVES et al., 1997). E essencial entdo encontrar um método que
retire completamente estes fatores imunogénicos além de manter a integridade

da matriz extracelular.
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Goffin et al avaliaram a qualidade dos constituintes valvares de enxertos
criopreservados e frescos, utilizando o tempo de isquemia como comparativo.
Nos enxertos onde o tempo de isquemia foi mais curto, ndo houve alteracédo
significativa nos enxertos criopreservados em relacdo aos frescos. No entanto,
houve influéncia na qualidade dos enxertos com maior tempo de isquemia (50-
62 horas), especialmente na integridade celular e ultraestrutural de macrofagos
e GAGs (GOFFIN et al., 1997). Os dados que relacionam o tempo de isquemia e
a viabilidade do uso de enxertos valvares, ndo sdo comparativos para 0 nosso
estudo ja que o tempo de isquemia de todas as valvas utilizadas foi menor que
20h (ver Materiais e Métodos — item 3.1).

Na analise dos resultados de microscopia 6tica obtidos neste estudo,
observamos que o processo de criopreservacado por si sé parece danificar a
matriz extracelular. As fibras do conduto pulmonar parecem estar afastadas e o
tecido apresenta-se mais frouxo. Schenke-Layland et al obtiveram resultados
parecidos quando encontraram alteracbes e deterioragdes significantes nas
estruturas de matriz apds criopreservacdo de valvas cardiacas. Colageno e
fibras elasticas apresentaram-se enfraquecidas em diferentes graus (SCHENKE-
LAYLAND et al., 2006). O método de criopreservacao utilizado aqui € idéntico ao
utiizado pelo Banco de Valvas Cardiacas Humanas da Santa Casa de
Misericérdia de Curitiba (COSTA et al, 2005) e a escolha das solucoes
descelularizantes utilizadas neste estudo foi baseada nos resultados obtidos
com DOA (DOHMEN et al., 2002; DOHMEN et al., 2003; COSTA et al., 2004) e

com SDS (GRAUSS et al., 2003; BOOTH et al., 2002; COSTA et al., 2007), além



47

de resultados obtidos pelo nosso grupo, no Nucleo de Enxertos
Cardiovasculares PUCPr, apés testes com Triton X-100, tripsina, SDS 0,1% até
1% e DOA 1%. As solugdes que utilizaram as concentracdes 0,1% e 0,3% de
SDS e DOA 1% foram as que apresentaram os melhores resultados nos testes,
e por isso foram novamente investigadas neste trabalho (dados nao publicados).
Quando analisamos as laminas de condutos frescos submetidos a
descelularizacdo com DOA 1%, percebemos que ainda ha presenca de células
integras no interior da matriz extracelular, além de uma coloragdo azulada em
todo o tecido. Como o material nucléico cora-se de azul com HE, acreditamos
que ocorra fixagdo do DNA a glicoproteinas presentes na matriz. Esses
resultados evidenciam uma possivel falha na descelularizagdo utilizando DOA
1%. Curiosamente, este resultado difere do achado por Costa et al (2004) que
relatam total descelularizacao tecidual ap6s incubagédo de valvas porcinas com
solucao de DOA e etanol. Uma possibilidade desta discordancia pode ser devido
ao fato de que em nosso estudo utilizamos solucao preparada imediatamente ao
uso, enquanto no trabalho de Costa foi utilizada solu¢ao previamente estocada e
comercializada pelos detentores da patente (patenteado pela Universidade
Humboldt de Berlim). Os autores relatam, porém, que dois pacientes que
receberam enxertos descelularizados com DOA produziram resposta humoral
significativa contra antigenos HLA do doador, o que pode sugerir a falha na
completa descelularizagdo do enxerto transplantado. Quando analisamos as
laminas de cuspides frescas submetidas a mesma técnica descelularizante,

observamos a completa retirada de células do tecido, além da preservacao da
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matriz e esta de acordo com o relato de Costa et al (2004). A descelularizacao
de valvas cardiacas utilizando DOA 1% foi a técnica escolhida por Dohmen et al
(2002; 2003) por nao interferir na integridade do colageno, alterando sua
estrutura, como acontece com tratamentos enzimaticos. Porém, em nossos
estudos observamos que se houver criopreservacao anterior ao tratamento com
DOA 1%, os resultados revelam intensa degradacdo da matriz extracelular
quando comparada ao controle. Observamos que o conduto apresentou menos
fiboras quando comparado ao controle, e a descelularizacdo foi ainda mais
ineficiente. Na analise das cuspides, fica evidente a compactacédo destas fibras.
Experimentos in vivo revelam que a presenca de restos celulares nesses
enxertos podem néao alterar a viabilidade de uso destas valvas descelularizadas
com DOA. Erdbrigger et al (2006) utilizaram valvas pulmonares porcinas
descelularizadas com DOA em ovelhas jovens com o método de cirurgia de
Ross. Investigacdes clinicas revelaram excelentes propriedades hemodinamicas
das valvas, sem necessidade de tratamento anti-trombdtico e repovoamento das
valvas por células do hospedeiro, sem sinais de calcificacao.
Contraditoriamente, Kasimir et al (2006) ao avaliar o crescimento de células
endoteliais em condutos pulmonares porcinos descelularizados com Triton X-
100, DOA, Igepal CA-630 e ribonuclease, observaram numerosas plaquetas
aderentes e ativadas que dificultaram o crescimento de células endoteliais na
matriz descelularizada. Os autores concluiram que se uma valva completamente

livre de células foi atacada por monécitos e plaguetas como um foco inflamatério
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primario, o uso destas valvas acelulares necessitaria ser feito com rigoroso
controle.

Avaliando o tratamento feito com SDS 0,1% no conduto de valvas
pulmonares sem criopreservacao anterior, a descelularizacdo mostrou-se eficaz,
retirando completamente as células e ainda preservando a integridade da matriz
extracelular. O mesmo encontramos na concentracdo de 0,3%. Ja para as
cuspides, a concentracdo menor de SDS causou o0 mesmo efeito do conduto,
descelularizando-o completamente e preservando a matriz. A concentracao
maior provocou degradacado na matriz, talvez pelo fato de a cuspide apresentar-
se mais delgada que o conduto. O tratamento descelularizante utilizando-se
SDS conjugado a criopreservacdo acentuam a degradagdo da matriz. Os
condutos tratados com ambas as concentracbes de SDS revelaram-se
compactados em partes do conduto e com espacos maiores entre as fibras, com
pontos de degeneracdo tecidual. No caso das cuspides criopreservadas, a
concentracdo menor de SDS foi a que apresentou a melhor resposta a
manutencao da matriz comparavel ao controle.

Os diferentes trabalhos que relatam os efeitos contraditérios da
descelularizacao e posterior repovoamento de células do hospedeiro (WILCOX,
et al., 2005; KIM and HUH, 2004; GRAUSS, et al., 2005; RIEDER, et al., 2004;
KASIMIR, et al., 2006) nao trazem nenhuma informacao sobre possiveis danos
nos componentes de matriz extracelular e muito menos, informagdes sobre a
importancia destes danos na recuperagdao da matriz descelularizada in vivo.

Sabe-se que a matriz extracelular € composta por glicosaminoglicanas e
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proteinas fibrilares. A proteina fibrilar mais importante é o colageno, que
proporciona forca tensiva aos tecidos pela formagéo de fibras, existindo ainda,
fibrilina, elastina e fibronectina (STEVENS & LOWE, 1995). Nas valvas e
artérias, os GAGs geralmente encontrados sdo os sulfatos de condroitina e os
sulfatos de heparana, além de proteoglicanas, que sdo GAGs ligadas a um eixo
protéico e por serem grandes moléculas sdo capazes de manter um grande
espaco hidratado na matriz. A elastina é o principal componente extracelular das
artérias de grande calibre, como a pulmonar e a aorta, responsaveis por
conduzir o sangue a partir do coracao para os pulmdes e para o resto do corpo
respectivamente. (TAYLOR et al., 2000).

Assim, dependendo do método utilizado para a descelularizagdo do
enxerto havera maior ou menor degradacdo da matriz extracelular. Por isso é
imprescindivel que a técnica utilizada ndo danifique ou diminua os componentes
desta matriz. As valvas cardiacas consistem em varias camadas de tecido
histologicamente distintas dispostas uma sobre a superficie da outra. As
camadas das cuspides semilunares dividem-se em fibrosa, esponjosa e
ventricular. Na valva porcina, a fibrosa € a camada mais espessa proximalmente
ao anel, contendo feixes de colageno (MULHOLLAND et al., 1996). Por causa
da espessura e densidade do tecido nesta camada, mecanicamente é a porcao
mais forte da cuspide e sofre principalmente o stress da pressao diastélica. A
esponjosa € uma camada de tecido conectivo frouxo e caracteriza a maior parte
da espessura na margem livre da clspide. E composta na sua maior parte por

proteoglicanos e agua, € em menor quantidade colageno e fibras elasticas. A
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natureza semifluida desta camada da a cuspide uma plasticidade consideravel.
Sugere-se que a sua principal funcdo seja amortecer as vibracdes na fibrosa,
associada com flexdes no fechamento da cuspide. A ventricular € a camada
mais fina e composta principalmente por fibras elasticas. Esta camada comeca
na parede da regido de fluxo do ventriculo e tem por essa razdo um aspecto de
endocéardio. A superficie lisa ventricular da cuspide é importante para a
manutencao do fluxo sanguineo laminar durante a sistole. O colageno fornece a
maior parte da for¢a de tensdo e mecénica da valva enquanto as fibras elasticas
fornecem extensibilidade (MULHOLLAND et al., 1996).

A analise morfomeétrica da matriz extracelular de valvas cardiacas é um
fato inédito, e por isso, ndo ha como comparar com resultados de outros
autores. As comparacgdes que pudemos fazer sdao entre os enxertos “controle”,
que nao sofreram nenhum tipo de processamento, com 0s que passaram pela
criopreservacdo e/ou pela descelularizacdo. Para esta analise, utilizamos
laminas coradas com Tricromero de Gomori para quantificagdo de colageno e
Orceina Acética para fibras elasticas. Quando comparamos quantitativamente os
enxertos frescos e criopreservados, observamos que ha diferenca significativa
entre eles, seja no conduto ou na cuspide, considerando colageno ou fibras
elasticas. Analisando a quantidade de fibras elasticas dos condutos que nao
passaram pela criopreservagao e foram tratados com DOA 1%, observamos que
ndo houve diferenga significativa em relagdo ao enxerto controle. O mesmo nao
ocorre se a criopreservacao preceder a descelularizagdo. As cuspides, mais

delgadas que o conduto, apresentaram perda de fibras elasticas com DOA 1%,
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tanto “frescas” quanto criopreservadas. A camada ventricular é a mais fina nas
cuspides, e é onde predomina este tipo de fibras. Passando para o tratamento
de condutos com SDS, e comparando somente os tecidos “frescos”, observamos
que quando utilizamos SDS 0,1%, ndo ha alteragao significativa em relacao ao
controle, diferente do SDS 0,3% na mesma comparacao. Apds criopreservacao,
ha diferenca em ambas as concentragdes, porém com maior énfase ao SDS
0,3%. Nas cuspides criopreservadas, ha diferenca significativa em SDS 0,1% ou
0,3%. Nas cuspides “frescas”, somente o SDS 0,1% nao causou perda de fibras
elasticas significativamente em relagdo ao controle.

Quando comparamos condutos frescos com criopreservados, tratados
com DOA 1%, percebemos uma diferenca significativa somente no segundo
caso. Quando passamos as cuspides descelularizadas da mesma forma, a
diferenca ocorre em qualquer um dos casos, sejam frescos ou criopreservados.
No caso da descelularizacao feita com SDS, a concentracdo de 0,3% diminui a
quantidade de colageno seja nos condutos frescos ou criopreservados, com
maior énfase neste ultimo grupo. O SDS 0,1% apresenta diferenca significativa
quando a criopreservacao o precede, e insignificante nos condutos frescos. Nas
cuspides, o resultado é exatamente o mesmo.

O teste de citotoxicidade é especialmente importante, uma vez que ele
vai indicar se houve a completa remocao do agente descelularizante, permitindo
a reendotelizacdo do enxerto. O repovoamento do tecido é crucial uma vez que
as células endoteliais agem como uma barreira fisiologica no tecido valvar,

prevenindo a deposi¢ao de plaguetas e fibrina na superficie da valva. Ambos os
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fatores sdo considerados como causas de degeneracdo e calcificacdo do
enxerto (DOHMEN et al., 2003). Courtman et al excluiram o SDS do seu
protocolo por encontrarem desestabilizacdo do tecido, afetando principalmente
elastina, e dificuldade em remover residuos do detergente. No entanto, a
concentracao de SDS utilizada por eles foi de 1% (COURTMAN et al.,, 1994).
Encontramos maiores danos na matriz extracelular com a concentracdo de
0,3%, mas nao houve dificuldade na remogdo como pudemos ver no teste de
citotoxicidade.

Varios grupos de pesquisadores descreveram métodos para
descelularizacao utilizando detergentes idnicos e nao-ibnicos e também métodos
de extragdo enzimatica, no entanto, a morfologia da matriz extracelular das
valvas tem passado muitas vezes despercebida. Este estudo torna-se muito
importante pelo fato de que esses agentes descelularizantes podem causar
danos irreversiveis a matriz extracelular das valvas. Sabe-se que a matriz
extracelular esta diretamente vinculada as interacdes das células em processos
como os de diferenciacdo, migracdo, adeséao, proliferacdo, modulacédo celular,
entre outros (revisto por BIRK & TRELSTAD, 1984). Os resultados obtidos neste
estudo foram altamente satisfatérios e sdo inéditos, uma vez que ndo ha
referéncia de andlise quantitativa por analise morfométrica de componentes da
matriz extracelular em valvas submetidas a processos de engenharia de tecidos.
Além disso, nossos resultados podem auxiliar outros pesquisadores na procura
de uma solucédo altamente eficiente na remogéo das células do enxerto e na

manutencao da matriz extracelular, combinacédo que pode resultar em resultados
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eficientes e que estdo em evidéncia na area médica. A partir dos resultados aqui
descritos, podemos sugerir SDS 0,1% como a melhor opcdo como solucao
descelularizante, uma vez que promove a descelularizacdo completa do tecido
sem causar danos maiores a quantidade e integridade das moléculas de matriz

extracelular.
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6. CONCLUSOES

Conforme a analise dos resultados obtidos, concluimos que:

1) A solucao SDS 0,1% promove a descelularizagdo completa do enxerto
sem danificar visualmente a matriz extracelular e sem diminuir seus
componentes, colageno e fibras elasticas.

2) A solugéo SDS 0,3% é capaz de remover completamente as células,
mas causa sérios danos a matriz extracelular.

3) A solucdo SDS é mais efetiva nas cuspides que no conduto.

4) A solugdo DOA 1% mantém a integridade da matriz, mas se mostrou
incapaz de remover completamente as células dos enxertos.

5) A criopreservagao nao é um tratamento ideal a ser feito anteriormente
a descelularizagdo, pois ha diminuicdo mais evidente dos componentes da
matriz extracelular, quando associados os dois procedimentos.

6) Nenhuma solucao testada mostrou-se citotéxica em ensaios in vitro.
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