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RESUMO

A disfuncdo precoce do enxerto de politetrafluoretileno expandido (PTFEe) é um dos
desafios a serem superados quanto ao acesso vascular para hemodialise. A artéria toracica
interna bovina descelularizada (ATIBD) pode ser uma opcdo. O estudo comparou dois grupos
de ovinos, um com ATIBD e outro com PTFEe implantados entre a artéria carétida e a veia
jugular. A ATIBD foi descelularizada com dodecil sulfato de sédio. O comportamento
bioldgico dos enxertos foi avaliado através da analise histolégica considerando repovoamento
celular, reendotelizacdo, trombose, neovascularizagédo, calcificagdo, hiperplasia neointimal,
infiltrado inflamatério e funcionalmente pelo estudo com ecodoppler ultrassonografia. O
repovoamento celular ocorreu nos dois grupos. A matriz extracelular da ATIBD se mostrou
preservada com repovoamento por células do ovino. Células endoteliais foram expressas
atraves da andlise imunohistoquimica com anticorpo anti-CD34. A ATIBD se mostrou mais
organizada. O grupo ATIBD néo apresentou trombose. Trombose foi identificada em cinco
animais do grupo PTFEe. Ndo houve diferenca estatistica entre os grupos considerando
infiltrado inflamatdrio, neovascularizagdo, calcificagdo, reendotelizacdo, repovoamento
celular e hiperplasia neointimal. O didmetro interno do enxerto descelularizado foi maior na
analise ultrassonografica. O grupo ATIBD apresentou resultados semelhantes ao PTFEe em
diversas variaveis, porém nao apresentou trombose e demonstrou adaptabilidade com maior
didmetro do enxerto e fluxo adequado.

Descritores: 1 doenca renal cronica 2 acesso vascular para hemodialise 3 biocompatibilidade 4 enxerto

arteriovenoso 5 descelularizacdo 6 PTFEe



ABSTRACT

Early dysfunction is a major problem when expanded polytetrafluoroethylene (ePTFE) grafts
are utilized for hemodialysis. Another graft option may be a decellularized bovine artery
(DBA). Our objective was to assess the biocompatibility of the DBA and to compare it with
that of ePTFE. We compared 2 groups of sheep with DBA and ePTFE grafts implanted
between the carotid artery and the jugular vein. The DBA was decellularized by a method
utilizing sodium dodecyl sulfate. The biological behavior of the grafts was analyzed, taking
into consideration cellular growth, re-endothelialization, thrombosis, neovascularization,
calcification, neointimal hyperplasia, inflammatory infiltration, and Doppler results. Cellular
in-growth was present in both groups. The DBA extracellular matrix was preserved and
appeared repopulated by local tissue. Endothelial cells were expressed by CD34+cells. The
DBA was more organized and structured. A lower rate of thrombosis was identified in the
DBA group. There were no differences between the groups regarding inflammatory
infiltration, calcification, re-endothelialization, angiogenesis, or neointimal hyperplasia. A
larger internal diameter of the bovine artery graft was identified by Doppler. The DBA group
exhibited a lower rate of thrombosis, adequate flow, and adaptability of the decellularized
graft tissue.

Keywords: chronic kidney disease; hemodialysis access; hemodialysis biocompatibility; arteriovenous

graft; descellularization; ePTFE
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1. INTRODUCAO
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A doenca renal cronica (DRC) é um problema de salde publica crescente, um quadro
epidémico mundial [1]. A prevaléncia estimada de pacientes com doenga renal crénica no
Brasil era de 540 pacientes pmp, estimando uma populacdo com a doenca em torno de 15
milhdes de pessoas[2]. Em 2011 o ultimo censo da Sociedade Brasileira de Nefrologia

estimou 91.314 pacientes em tratamento dialitico[3].

O acesso vascular € conhecido como a linha de vida do paciente em hemodialise[4-6].
As duas principais formas de acesso vascular para hemodialise sdo fistula arteriovenosa e a
protese de politetrafluoretileno expandido (PTFEe)[7]. As recomendacfes da National
Kidney Foundation para acesso vascular sdo fistula arteriovenosa (FAV) radiocefalica e
braquiocefalica [8]. Conhecidamente a perviedade da FAV € superior a do PTFEe [9]. Mesmo
assim, alguns pacientes ndao tém condi¢des de confeccionar uma fistula por dificuldades como
diabete melito, tamanho adequado dos vasos, lesdo dos vasos ou encaminhamento tardio[10].
Neste caso, a opcdo de acesso vascular definitivo mais utilizado é o PTFEe [7]. Os indices de
perviedade do PTFEe sdo baixos, seja por infecgdo, hiperplasia neointimal ou trombose com
consequente estenose do acesso principalmente no local da anastomose do vaso com o
enxerto[11, 12]. Outras op¢des de acesso ja foram estudadas no passado, como enxertos
criopreservados com complicagcbes como aneurisma e calcificacdo do enxerto. Além disso,
estes enxertos criopreservados podem estar relacionados a alosensibilizacdo do paciente renal

pela presenca de células do doador [13-15].

A técnica de descelularizagdo com posterior repovoamento do tecido autdlogo
apresentou bons resultados em valvulas cardiacas[16]. A descelularizagdo pode ser realizada
através de processos quimico, enzimatico ou fisico e tem o objetivo de eliminar as células e

preservar os demais componentes do tecido mantendo as propriedades biomecénicas[17-21].

Enxertos descelularizados sdo promissores como opgdo para 0S pacientes que
necessitam de um acesso arteriovenoso para hemodialise. O conhecimento do enxerto
descelularizado, seu comportamento como achados histol6gicos e funcionais, sdo importantes

para sua utilizagdo como acesso para hemodialise.

Existe a necessidade de um acesso alternativo com fluxo adequado, baixos indices de
infeccdo, pequeno comprometimento da sua estrutura e auséncia de trombose, adaptando-se
ao receptor, isto é, biocompativel. Define-se biocompatibilidade como a capacidade de um

biomaterial em ter uma adequada resposta do hospedeiro em uma aplicacdo especifica[22].
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Com os critérios adotados para analise histoldgica e funcional, o objetivo do estudo foi
realizado a partir da hipotese que o grupo ATIBD teria menos trombose do que o grupo
PTFEe e sua estrutura seria mais organizada, com melhor reendotelizacdo e repovoamento

celular.

O estudo experimental tem como objetivo estudar o comportamento bioldgico da
artéria toracica interna bovina descelularizada e compara-la com PTFEe como enxerto
arteriovenoso em ovinos através da analise funcional por Doppler ultrassonografia e
histolégica dos enxertos. Este é um estudo que da continuidade a diversos projetos que
acontecem no Nucleo de Enxertos Cardiovasculares do Laboratério de Engenharia de Tecidos
e Cultivo Celular da PUC-PR.
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2. REVISAO DE LITERATURA
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2.1 Insuficiéncia Renal Cronica e Hemodialise

A DRC é definida pela presenca de anormalidades da estrutura renal ou funcédo
presente por mais de 3 meses com implicacfes para salde e é classificada baseada na causa e

em estagios conforme a taxa de filtracdo glomerular e grau de albumintria (Quadro 1).

Quadro 1: Estagios da doenca renal cronica

Graus de albumindria persistente

Descricdo e variagdo

Normal a Aumento Aumento
Prognoéstico de DRC pela TFG e grau de albuminudria: | leve aumento moderado severo
KDIGO 2012
<30mg/g 30 - 300mg/g >300mg/g
<3mg/mmol 3- >30mg/mmol
30mg/mmol
Gl Normal >90
G2 Reducdo 60 — 89
leve
TFG - G3a Redugéo 45 -59
categorias leve a
(ml/min/1.73m?) moderada
Descricdo e G3b Reducdo 30-44
variacdo moderada a
severa
G4 Reducdo 15-29
severa
G5 Faléncia <15
renal

Verde: baixo risco ( se ndo houver outro marcador de doenga renal, sem DRC). Amarelo: risco moderado.

Laranja: risco elevado. Vermelho: risco muito elevado.

Fonte:KDIGO 2012. www.kdigo.org
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A doenca renal cronica terminal é definida quando o paciente apresenta TFG <
15ml/min/1,73m2, e usualmente neste estagio é acompanhada de sinais e sintomas de uremia.
Classicamente é neste momento que o paciente necessita de terapia renal substitutiva. Os
métodos existentes para substituicdo da funcdo renal séo trés: hemodialise, dialise peritoneal e

transplante renal.

A hemodidlise € um tratamento que inicialmente foi utilizado para pacientes com
insuficiéncia renal aguda e a partir de 1960 passou a ser utilizado em pacientes com
insuficiéncia renal cronica terminal. Apesar do tratamento mais indicado para a maioria dos
pacientes, ser o transplante renal, muitos ndo tem condicdo clinica, desejo ou acesso ao
transplante em consequéncia da escassez de 6rgaos para realizar este tratamento. Sendo assim

0s pacientes necessitam realizar hemodialise como terapia cronica e de manutencédo da vida.

As indicacdes classicas de hemodialise para pacientes crdnicos sdo estagio 5 da
doenca (TGF < 15ml/min/73m2), sinais e sintomas de uremia como nauseas, vOmiItos,

solucos, hiperpotassemia, hipervolemia, pericardite urémica e acidose metabdlica.

A hemodialise € um processo de troca de solutos e solventes através de uma
membrana semipermeavel, o filtro de hemodidlise. O filtro separa as duas solug¢des, sangue e
solucdo de troca e ocorre um movimento bidirecional através da membrana. O movimento de
solutos, definido como difusdo, tem como principal caracteristica a passagem de particulas do
local mais concentrado para 0 menos concentrado e o movimento de agua do local de menor
concentragdo para o local de maior concentracdo, este definido como convecgdo que ocorre
até se estabelecer um equilibrio. A adsorcdo também é um mecanismo que retira moléculas
maiores quando ocorre o0 contato do sangue com a membrana do filtro. Para que se faga o
tratamento de hemodialise alguns componentes sdo fundamentais, como agua tratada por um
sistema que inclui a passagem da agua por um filtro de sedimentacdo, carvdo ativado com
objetivo de retirar cloro e cloraminas, um sistema para remocao de ions, um sistema de
remocdo de particulas e osmose reversa. Esta agua é utilizada com a solucéo de troca para
através das membranas ou dialisadores entrar em contato com o sangue e fazer as trocas. Para
que isto ocorra € necessaria uma maquina de hemodialise, que consiste em uma bomba que
promove a circulagdo sanguinea extracorpérea e um sistema responsavel pelo fluxo de
solucdo de dialise que vai ao filtro. Isto é realizado com o objetivo de realizar as trocas e
retirar liquido do organismo. Para que todo este processo com seguranga ocorra, as maquinas

séo dotadas de alarmes e sensores[23].
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Todo este processo exige que exista a saida de sangue do paciente, passagem pela
membrana de dialise e troca com a solucdo de tratamento. O circuito de saida de sangue do
paciente, passagem pelo filtro e retorno exige que se tenha um acesso vascular. O processo

esta apresentado esquematicamente na Figura 1.

19



[ ) menitor de pressio o dabscicr de ar

i Tranva de seguranga -‘ debecios de hamogiolbsina 1

i —
[H] menitcr da condutividada L balanca do saida

[_ maonitor i fomparatura ,H balanca de ontrads
5 wishadia pars e
55 gonirgle de pressic I'._'J bombw prapulsara

=
v cata-bolhas ﬁj,‘ bomba do ulrafitraciko

Figura 1: Demonstracéo do processo de hemodialise

Fonte: Riella, M.C., Principios de Nefrologia e Distlrbios Hidroeletroliticos. Quarta Edicdo, RJ, 2003, Editora

Guanabara Koogan

2.2 Acesso Vascular para Hemodialise: FAV e PTFEe

O acesso vascular é fundamental para realizar uma sessdo de hemodiélise. Necessita

ser duravel, com baixo indice de infeccdo e com fluxo de sangue adequado.

O primeiro acesso vascular para hemodialise foi fruto do trabalho de trés profissionais,
Belding Scribner, Wayne Quinton e David Dillard. Scribner teve a ideia de realizar um shunt
entre a artéria e veia do antebraco, Quinton usou uma céanula de teflon para fazer a conexao
entre os vasos e Dillard foi o cirurgido que implantou o primeiro shunt arteriovenoso no dia

09 de marco de 1960[24]. Esta inovacdo da época possibilitou o inicio da terapia dialitica para

pacientes cronicos.

Em 1966, Brescia, Cimino, Appel e Hurwich publicaram no New England Journal of
Medicine uma nova técnica para confeccdo de um acesso vascular para hemodialise,
denominada fistula arteriovenosa (FAV), que possibilitou puncdes venosas repetidas por

inimeras vezes para realizar o tratamento dialitico[25]. Hoje a diretriz do Kidney Disease
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Outcomes Quality Initiative (KDOQI) orienta que se considere a confeccdo de FAV (Figura
2) como a primeira escolha de acesso permanente para realizacdo de hemodialise[26]. Além

disso, € um acesso de baixa morbidade, mortalidade e baixo custo de manutenc¢ao[27].

Anastomose \\v

Artéria distal
: " Artéria proximal

Figura 2: Fistula arteriovenosa com a demonstracdo da anastomose venosa e arterial

Apesar desta orientagdo, muitos pacientes ndo tém a possibilidade de confec¢do da
FAV devido a anatomia venosa ou arterial inadequada e necessitam de um acesso alternativo.
O acesso vascular mais utilizado para solucdo destes casos € a cirurgia com enxerto sintético
de politetrafluoretileno expandido (PTFEe), que é definido como o acesso nao autélogo de
escolha. Este acesso € realizado através da anastomose da artéria e da veia com uma protese
de PTFEe, criando uma comunicac¢do, um shunt arteriovenoso, como demonstrado na Figura
3.
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Figura 3: Enxerto arteriovenoso com PTFEe (P) entre a artéria braquial (A) e a veia axilar no brago(V).

Fonte: Carlos José de Brito. Cirurgia Vascular: cirurgia vascular e angiologia. Volume I, 2002, Livraria e
Editora Revinter

No Brasil a porcentagem de pacientes com este acesso esta em torno de 3%[28]. O
enxerto arteriovenoso de politetrafluoretileno expandido, PTFEe, é comumente utilizado para

confecgdo do acesso para hemodialise, principalmente nos EUA.

2.3 Teécnica Cirurgica

A técnica cirurgica para confecgdo da FAV e do PTFEe é semelhante.

Inicialmente se realiza uma inciséo de 4 a 5 cm longitudinal na pele entre a veia e a

artéria. Usualmente, no homem o primeiro acesso vascular é uma anastomose radiocefélica.
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Dissec¢do do tecido em torno da veia e isolamento desta € realizado, assim como da
artéria. Cuidado com as estruturas nervosas é fundamental, além de evitar qualquer lesdo dos
vasos durante a dissecgdo. A veia precisa durante a cirurgia ser mobilizada e ocasionalmente
dilatada.

Quatro tipos de anastomose podem ser realizados. Anastomose latero-lateral (campo
lateral da veia e da artéria) termino-lateral (campo terminal da veia e lateral da artéria), latero-
terminal (campo lateral da veia e terminal da artéria) e termino-terminal (campo terminal da
veia e da artéria). Para confeccdo do PTFEe a anastomose latero-terminal é usualmente
realizada, isto é, campo lateral da veia com terminal do PTFEe e lateral da artéria com

terminal do PTFEe, conforme Figura 3 e Figura 4.

Apos a individualizagdo dos vasos e clampeamento destes, uma incisdo de 4 a 7 mm
com lamina nimero 11 € feita tanto na artéria como na veia. Um fio é passado em cada
extremidade da incisdo venosa e na extremidade do PTFEe ou arterial para manter a
orientacdo para anastomose. Do centro do vaso, a anastomose € iniciada em direcdo as
extremidades. Outra forma é utilizando os fios das extremidades para a anastomose.
Usualmente apds o termino da anastomose se irriga a por¢do venosa com solugdo salina e se
retiram os clampes venoso e arterial, sentindo um frémito na anastomose. Solugéo de heparina
pode ser utilizada na tentativa de evitar complicacbes como trombose. Apds o termino da
anastomose e sem evidéncia de sangramentos € realizada uma sutura da pele com fio

monylon[29].
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Figura 4: Sutura termino-lateral para confecgédo de FAV / PTFEe.

2.4 Biocompatibilidade e Disfungdes Relacionadas ao Acesso

Vascular

O termo biocompatibilidade vem sendo utilizado desde os anos 50 para anélise da
reacéo tecidual frente a um biomaterial[30]. O conceito mais utilizado de biocompatibilidade
é definido como a habilidade de um material em gerar uma resposta apropriada do hospedeiro
em uma aplicacdo especifica[22]. Este conceito foi ampliado pelo mesmo autor:
"Biocompatibilidade refere-se a capacidade de um biomaterial em desempenhar a funcéo
desejada, sem suscitar efeitos locais ou sistémicos indesejados para o hospedeiro, gerando a
mais apropriada resposta celular ou tecidual em situacdo especifica, melhorando o

desempenho da terapia de forma relevante”[31].

A andlise do comportamento bioldgico de homoenxertos valvares pulmonares
descelularizados implantados em ovinos pode ser um exemplo do conceito de
biocompatibilidade. Este estudo relatou a integridade das valvulas descelularizadas,
repovoamento celular organizado, sinais de remodelamento, sem sinais de degeneragdo ou
calcificacdo relevante apds o implante, demonstrando um excelente comportamento biolégico
[32]. A submucosa de intestino delgado descelularizada tem sido utilizada com sucesso,

inicialmente como prétese vascular e posteriormente em outros tecidos. A descricdo do
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comportamento biolégico apds o implante demonstrou repovoamento celular do tecido e um
processo de remodelamento associado & neovascularizagdo, migracéo e diferenciagao celular e
deposicdo de matriz extracelular com uma resposta em que este tecido remodelado permanece
estrutural e funcionalmente semelhante ao tecido que necessitava ser substituido[33-35].
Estes exemplos demonstram o conceito de biocompatibilidade de um tecido frente ao

hospedeiro.

O PTFEe é o principal biomaterial utilizado como opc¢éo de acesso vascular quando a
FAV ndo apresenta um desenvolvimento adequado. Mesmo sendo uma das escolhas,
apresenta pior resultado que a FAV, seja por complicagdes infecciosas ou por trombose[9, 36,
37].

Assim como todo biomaterial, o0 PTFEe apresenta uma resposta adaptativa apds o seu
implante. Seu principal fator limitante é sua disfuncdo em um curto tempo apds sua
confeccdo. Cerca de 50% destes acessos ndo tem funcdo apds um ano da sua confecgdo e 75%
apos dois anos. Diversas sdo as causas para a possivel disfuncdo, como distdrbios de

coagulacédo, sangramentos, aterosclerose, estenose e trombose do acesso[38].

A trombose é causa de 80% das disfuncdes relacionadas a protese. Este é um
importante problema para o paciente renal, pois inviabiliza 0 uso do acesso vascular para
hemodialise. A principal patologia que acompanha os pacientes com trombose é a hiperplasia
venosa neointimal no local da anastomose proximal a protese[39]. Outras etiologias estdo
presentes nos eventos tromboticos do acesso vascular[40]. A lesdo vascular, auséncia de
endotélio com exposi¢do das estruturas subendoteliais e consequente aderéncia plaquetaria no
subendotélio faz parte do processo relacionado a trombose do acesso[41]. A proliferacdo de
células musculares lisas, diferenciacdo de fibroblastos, processo inflamatorio crénico sdo

alteracGes encontradas na disfuncédo do enxerto[42].

A hiperplasia venosa neointimal é caracterizada pela presenca de células musculares
lisas, miofibroblastos, microvasos neointimais e adventicios, macr6fagos e componentes da
matriz extracelular [43], [44], [45]. Isto pode ocorrer em resposta a uma lesdo endotelial ap6s
0 implante da protese, com reacdo ao corpo estranho, alteragdes da propriedade elastica da
artéria e veia, estresse secundario ao fluxo de sangue e canulacdo do acesso[46]. A lesdo
endotelial apresenta uma exposicdo da membrana basal endotelial e matriz extracelular ou da
propria protese que ativam as plaquetas e consequentemente ocorre secrecdo de serotonina,

tromboxane A2 e PDGF, promotores da proliferacdo de células musculares lisas[47].
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Estudos da investigacdo da fisiopatologia da trombose do acesso vascular sugerem que
estas respostas de reparo da leséo endotelial como secregdo de promotores da proliferacéo de
células musculares, estresse oxidativo e processo inflamatdrio promovem um meio propicio a
trombose[48].

Assim, uma acédo tecidual reparativa, degenerativa, com fibrose, hiperplasia intimal,
disfuncdo do enxerto e trombose pode ocorrer, sendo que esta complicacdo impossibilita o

uso da prétese para hemodialise.

2.5 Enxerto Descelularizado

Acessos alternativos ao PTFEe, que sejam resistentes e semelhantes & FAV estdo
sendo estudados[49, 50].

Na década de setenta o uso da artéria bovina como acesso vascular para hemodialise
(HD), foi descrito por Chinitz et al, porém com o advento dos enxertos de PTFEe deixou de
ser utilizado, apesar do uso do PTFEe néo ser consenso de superioridade quando comparado

ao heteroenxerto naquela época[51, 52].

A utilizacdo, de homoenxertos e heteroenxertos, ndo demonstraram bons resultados
para fins de cirurgia coronariana, vascular periférica ou para acesso vascular para hemodialise
no passado [13]. Com a introducdo de novas técnicas de criopreservacdo, as veias
criopreservadas demonstraram um maior potencial de resisténcia a infeccdo e melhor
perviedade, pois uma grande quantidade de células endoteliais se mantém viaveis no

momento do implante nesse método[15], [53].

Materiais como veia femoral criopreservadas, veia mesentérica bovina (Procol®), veia
do corddo umbilical e ureter (Synergraft®) foram desenvolvidos e utilizados[54]. Veia
umbilical humana e veia bovina fixada com glutaraldeido foram testadas e descartadas devido

a elevada incidéncia de aneurismas ap6s o implante. [55, 56]

O emprego de enxertos com veia femoral criopreservada para pacientes com
dificuldade de acesso vascular se mostrou benéfico em determinados casos, como em areas
infectadas ao redor do implante [56]. Matsura e colaboradores demonstraram que a taxa de

perviedade da veia femoral criopreservada e do enxerto de PTFEe foram similares.
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Veia femoral cadavérica criopreservada foi utilizada como acesso vascular para
hemodidlise e comparada com PTFEe. O grupo com veias criopreservadas (CRY, SYN) foi

mais resistente a infeccdo, porém com um nimero maior de aneurismas[57].

Apesar dos resultados favoraveis, enxertos criopreservados podem causar
alosensibilizacdo no receptor devido as células do doador, que até entdo se acreditava serem
benéficas para o resultado do enxerto. Esta sensibilizacdo pode dificultar o transplante em
pacientes com doenca renal crénica em didlise[15]. A maior resposta imunogénica que ocorre
pela permanéncia de células endoteliais viaveis no método de criopreservacdo classico,
também foi relatada quando utilizado para proteses valvares em cirurgia pediatrica, podendo

contribuir para degeneracdo do enxerto[58].

Uma alternativa ao uso das proteses de PTFEe como FAV indireta sdo 0s enxertos

descelularizados (ED). Esta técnica foi inicialmente proposta em 1998 por Bader et al[59].

A técnica de descelularizacdo com posterior repovoamento do tecido autélogo €
conhecida e estabelecida para valvulas cardiacas. O’Brien demonstrou com sucesso implante
de valvulas descelularizadas em carneiro com posterior repovoamento podendo oferecer

maior durabilidade do enxerto[60].

A descelularizacdo de enxertos vasculares tem por objetivo remover antigenos;
preservacdo da membrana basal para facilitar reendotelizacdo; preservagdo dos elementos
estruturais, colageno e elastina, para manter as propriedades biomecanicas similares aos vasos

nativos e diminuir a calcificagdo do enxerto associada a restos celulares.

Estudos experimentais com ED demonstraram auséncia de rejeicdo, de degeneracéo,
boa perviedade e repovoamento do enxerto com células do hospedeiro. Estes resultados
histologico e funcional positivo sugerem que enxertos descelularizados poderiam, no futuro,
ser utilizados em cirurgias de vasos de pequeno diametro, em territorios infectados e como
enxerto para hemodialise[15], [58], [60].

O uso de ED como acesso vascular para hemodialise realizado em modelo canino,
utilizando ureter bovino descelularizado obteve uma perviedade priméaria em 12 meses,

similar nos dois grupos comparados (58% para ED e 57% para PTFEe) [61].

O ureter bovino descelularizado (SynerGraft, SGVG 100) também foi utilizado para
pacientes em que 0 acesso vascular convencional ndo foi possivel. A perviedade primaria

(enxerto funcionante sem necessidade de intervencdo) e a primaria assistida (enxerto
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funcionante submetido a intervencgdo) foram de 29% e 45% e a secundéria de 81%, livres de

infecgdo em 95% em um ano, demonstrando a possibilidade de utilizac&o deste enxerto [62].

Um estudo prospectivo randomizado comparando artéria bovina (Artegraft®) e PTFEe
como acesso para hemodialise demonstrou diferencas entre os grupos. Apesar de ndo ocorrer
diferenca quanto a perviedade secundaria, a perviedade primaria e primaria assistida foi
significativamente melhor no grupo da artéria bovina. A principal complicagdo em ambos os

grupos foi trombose que ocorreu em maior nimero no grupo PTFEe. [63].

Sendo assim, sdo necessarios estudos de enxertos descelularizados para conhecimento
do comportamento biolégico de um tecido, que conserva as caracteristicas funcionais de um

vaso, como enxerto arteriovenoso para hemodialise.
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3. OBJETIVO
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3.1 Objetivo Geral:

Estudar a artéria tordcica bovina interna descelularizada e avaliar sua
biocompatibilidade através do estudo histologico e funcional por Doppler ultrassonografia,
comparando a prétese de politetrafluoretileno expandido (PTFEe) como enxerto arteriovenoso

em oVinos.
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4. MATERIAL E METODO
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41 Modelo Animal

Apds aprovagio pelo Comité de Etica no Uso de Animais da PUC-PR sob o nGimero
368, a utilizacdo dos animais seguiu todas as determinacgdes legais e foram comprados em
locais certificados. Adquiridos os animais, estes passaram a ser cuidados na Unidade
Hospitalar para Animais da Fazenda do Hospital Veterinario da PUC-PR, situado na Fazenda
Experimental Gralha Azul, no municipio de Fazenda Rio Grande.

Foram utilizados no projeto 21 ovinos da raga Suffolk, com idade entre cinco e seis

meses e peso de 22 + 3 kg.

Em 11 carneiros foram implantados enxertos de PTFEe (grupo controle), e nos 10
restantes, a artéria toracica interna bovina descelularizada (ATIBD).

4.2 Descelularizacao

Os enxertos vasculares bovinos foram obtidos de abatedouro da Regido Metropolitana
de Curitiba-PR, credenciado ao SIF (Servigco de Inspe¢do Federal) de animais saudaveis. O
processo de explante da artéria torécica interna bovina ocorreu por dissec¢cdo com tesoura
Metzembaum da artéria e de seus ramos. Os enxertos foram transportados até o Laboratorio
de Engenharia e Transplante Celular da PUC-PR em solucdo fisioldgica a 4 °C, devidamente

armazenados.

O preparo dos vasos foi realizado em bancada, com retirada do tecido adiposo,

disseccéo e anastomose dos ramos com fio polipropileno 6-0 (Figura 5).

Figura 5: Artéria tor4cica interna bovina
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Os enxertos foram submetidos ao processo de descelularizacdo com SDS (dodecil
sulfato de sédio) 0,1%, seguindo a metodologia conforme patente Brasileira PI0800603-2
“METODO PARA TORNAR UM TECIDO BIOLOGICO ACELULAR E RECEPTIVO A
NOVAS CELULAS, POUCO IMUNOGENICO” realizado no laboratorio do Ncleo de
Enxertos Cardiovasculares do Laboratorio de Engenharia de Tecidos e Cultivo Celular da
Pontificia Universidade Cat6lica do Parana (PUC-PR). Os enxertos foram imersos em frascos
individuais contendo 250 ml de solugdo descelularizante composto por SDS 0.1% e
submetidos a um processo de agitagdo constante a 185 rotagOes por minuto a temperatura
ambiente por um periodo de 24 horas. A artéria torcica bovina foi submetida a um enxague
com etanol 70% e agitado por 10 vezes com solucédo de cloreto de s6dio 0,9% para garantir a
completa remocao de residuos e da solucao de descelularizagdo em um periodo de 24 horas. A
efetividade do processo de descelularizacdo foi comprovada por amostragem e analise
histoldgica utilizando coloragdo HE (Figura 6)[32].

Figura 6: Artéria toracica bovina (A) apresentando as trés camadas, intima (flecha verde), média e adventicia.
Artéria toracica interna bovina descelularizada (B) — camada intima( flecha verde), média com fibras separadas
em sua estrutura e adventicia . HE 200x

Os enxertos foram mantidos e imersos em meio nutriente Roswel Park Memorial
Institute (RPMI 1640, Sigma®), contendo antibidticos cefoxitina 240ug/ml, lincomicina
120pg/ml, polimixina 100pg/ml e vancomicina 50pg/ml seguindo protocolo da Instituicdo.
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4.3 Preparo da artéria bovina descelularizada e protese de

politetrafluoretileno para implante cirdargico

Em cirurgia de bancada a ATIBD e a protese PTFEe foram preparadas para o implante
no carneiro. Todos os vasos e enxertos foram preparados e selecionados, sendo definido o
tamanho de 50,0mm de extensdo e 6,0mm de diametro da prétese de PTFEe e da ATIBD para

o implante nos animais (Figura 7; Figura 8).

(T

Figura 7: Enxerto sintético de PTFEe, JOTEC® - Vascular Prosthesis; REF 10SW8006N, Lote 927349

Figura 8: Enxerto de artéria torécica interna bovina descelularizada
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4.4  Procedimento cirurgico

Os procedimentos cirurgicos foram realizados no hospital veterinario da PUC-PR em
Sao José dos Pinhais, que apresenta estrutura para procedimento cirlrgico em animais de
médio porte. Os seguintes materiais permanentes e de consumo para a realizacdo do projeto

foram utilizados:
Materiais Permanentes:
Respirador mecénico a volume da marca Oxigel 1722.

Monitor para afericio de pressdo invasiva e monitorizagdo de

eletrocardiograma, marca Datascope.
Capnografo para aferi¢do do pCO2 expirado.
Bandeja cirdrgica para cirurgia cardiovascular.

Materiais de consumo para cirurgia: tubo orotraqueal, propofol, diazepam, butorfanol,
lidocaina, halotano, ketamina, ceftiofur, gentamicina, heparina, flumexil meglumine, &acido
acetilsalicilico, dipiridamol, soro fisiolégico 0,9%, luvas estéreis, fios cirdrgicos de

polipropileno 6-0 e 5-0, poligalactina 2-0 e mononylon 3-0.

4.4.1 Cuidados Pre-Operatorios

Foram respeitados os principios éticos no manejo do modelo animal.

O cuidado pré-operatorio foi realizado na Fazenda Gralha Azul da PUC-PR por
médicos veterinarios e submetidos a avaliacdo clinica geral. Foram aceitos somente animais

saudaveis.
Vacinacao e desvermifugacdo indicada para a espécie.

Os animais ficaram em jejum pré-operatorio de 36 horas para alimentos solidos e 12

horas para liquidos.
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Na véspera da operacdo foi feito antibiotico profilatico com cloridrato de ceftiofur 1
mg/kg e sulfato de gentamicina 4 mg/kg. Administragédo de AAS e dipiridamol 75mg no dia

do implante do enxerto.

4.4.2 Técnica Operatoria no implante dos enxertos:

Todas as cirurgias foram realizadas por um médico especializado em cirurgia
vascular[64, 65].

Na sala cirurgica, foi realizada tricotomia cervical e puncionado a veia cefalica do
membro anterior esquerdo para acesso venoso. Foi feita a monitorizagdo continua com
eletrocardiograma de cinco canais e da saturacdo arterial de oxigénio com oximetro de pulso

colocado na lingua do animal.

A medicagdo pré-anestésica consistiu de diazepam 0,5 mg/Kg e tartarato de butorfanol
0,4mg/Kg. Neste tempo, foi administrada a dose profilatica de antibiotico, por via intravenosa

com ceftiofur Img/kg e sulfato de gentamicina 4 mg/kg.

A inducdo anestésica foi feita com 4mg/Kg de propofol, seguida de intubagdo
orotraqueal com sonda de 7 mm com balonete. O oxigénio foi provido por um circuito
fechado de oxigenagdo com ventilagdo por pressao positiva intermitente através de respirador
a volume oxigel 1722 (OxigelMats. Hosps. Ind. e Com. Ltda®). A manutenc¢do anestésica foi

realizada com propofol 0,6mg/Kg/min.

4.4.2.1 Descricdo cirurgica do implante da ATIBD:

a) Animal anestesiado com propofol, em decubito ventral, com tricotomia
cervical.

b) Anti-sepsia com povidine-iodo da regiéo cervical do animal.

c) Incisdo longitudinal sobre a artéria carétida e veia jugular.

d) Dissecgdo e reparo com fita cardiaca da artéria e veia (Figura 9).

e) Heparinizacdo do animal com 250 UI/Kg de heparina sddica.

f) Pincamento proximal e distal da artéria carétida.
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9)

h)

)
K)

Arteriotomia e anastomose com fio de polipropileno 6-0, sutura continua,
término-lateral do enxerto descelularizado.

Pincamento da veia e venotomia.

Anastomose com fio de polipropileno 6-0, sutura continua, término-lateral do
enxerto descelularizado com a veia jugular (Figura 10).

Sutura com ponto continuo do subcutaneo com fio de poligalactina 2-0.

Sutura do couro com fio mononylon 3-0.

4.4.2.2 Descricdo cirurgica do implante do PTFEe:

)
K)

Animal anestesiado com propofol, em decubito ventral, com tricotomia
cervical.

Anti-sepsia com povidine-iodo.

Incisdo longitudinal sobre a artéria carétida e veia jugular.

Disseccao e reparo com fita cardiaca da artéria e veia (Figura 9).

Heparinizacdo do animal com 250 UI/Kg de heparina.

Pincamento proximal e distal da artéria carotida.

Arteriotomia e anastomose com fio de polipropileno 6-0, sutura continua,
término-lateral com PTFEe.

Pincamento da veia e venotomia.

Anastomose com fio de polipropileno 6-0, sutura continua, término-lateral do
PTFEe com a veia jugular (Figura 11).

Sutura com ponto continuo do subcutaneo com fio de poligalactina 2-0.

Sutura do couro com fio mononylon 3-0.
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Figura 10: Implante da ATIBD como enxerto arteriovenoso
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Figura 11: Implante da prétese de PTFEe como enxerto arteriovenoso

4.4.3 Cuidado pés-operatorio

Os animais receberam analgesia com flumexil meglumine 1,5mg/Kg endovenoso e
cuidados pos-operatérios. Apds, foram encaminhados para o Hospital Veterinario na Fazenda
Gralha Azul - PUCPR, onde ficaram confinados com alimentacdo adequada.
Antibioticoterapia com ceftiofur 1mg/Kg ao dia, gentamicina 4mg/Kg de 12/12 horas e
medicacdes com efeitos anti-agregantes plaquetarios, acido acetil salicilico 100mg/dia e
dipiridamol 75mg/dia, foram administrados por cinco dias conforme protocolo utilizado no

laboratério. Avaliacdo periddica dos animais foi realizada pelos profissionais da Fazenda.

4.5 Ecodoppler

Os animais foram submetidos a ecodoppler vascular (GE LogiqBook XP, transdutor
SL10MHz) realizado por angiologista certificado para este procedimento para avaliar a
presenca de fluxo no enxerto arteriovenoso e de alteracfes sugestivas de trombose antes do

explante. Foram avaliados 0s seguintes parametros:

a) Velocidade de pico sistolico (VPS) da artéria carétida.

b) Velocidade diastolica minima (VDM) da artéria carétida.
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c) Velocidade de pico sistélico (VPS) do enxerto.

d) Velocidade diastélica minima (VDM) do enxerto.

e) Diametro interno do enxerto (distancia intima-intima do enxerto ou do limen

interno da proétese).

4.6 Eutanasia e Explante do Enxerto:

O explante foi realizado por cirurgido vascular ap6s 180 dias. A eutanasia dos animais
foi realizada no centro cirurgico do Hospital Veterindrio da PUC-PR em S&o José dos Pinhais,
com técnica asséptica, apds inducdo anestésica com Ketamina e manutencdo com Halotano.
Realizada cervicotomia e disseccdo do enxerto (Figura 12). Apds heparinizagdo sistémica, o
carneiro recebeu a infusdo de cloreto de potéassio 19,1%, e posteriormente, o enxerto foi
removido. Na peca 0 explante era composto de: segmento arterial, anastomose arterial, o
enxerto propriamente dito, a anastomose venosa e um segmento da veia (Figura 13; Figura
14). Apos a eutanasia, 0s animais foram suturados e enviados para o departamento de
anatomia patoldgica do mesmo hospital para o descarte da carcaga. As pecas foram fixadas

com formalina 10% para o estudo.
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Figura 12: Local do implante de PTFEe, recoberto por tecido celular subcuténeo e capsula de tecido fibrético
antes do explante
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Figura 13: Enxerto arteriovenoso bovino descelularizado

Artéria car6tida, enxerto descelularizado ou terco médio e veia jugular interna
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Figura 14: Enxerto PTFEe.

Artéria cardtida, prétese de PTFEe (Enxerto) e veia jugular interna
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4.7  Andlise Macroscopica

Para a caracterizacdo anatdmica macroscopica e avaliacdo da sua integridade as pecas

foram avaliadas conforme abaixo (Figura 15):

Integridade: presenca de aneurismas e rupturas.

Presenca de trombose.

Figura 15: Macroscopia apds seccéo longitudinal do enxerto. Luz do enxerto evidenciada na seta verde
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4.8 Caracterizagdo Histologica

Inicialmente o enxerto foi seccionado em sua por¢do venosa e arterial. Um corte
longitudinal foi realizado em toda a extensdo do enxerto. O enxerto foi dividido em trés
porcOes através de duas secgdes transversais que foram realizadas 5,0mm apds a anastomose
arterial com o enxerto e a 5,0mm da anastomose venosa. Assim se obteve trés segmentos do

enxerto para analise (Figura 16):
Terco arterial: Artéria nativa e segmento do enxerto proximal a anastomose arterial
Terco médio ou enxerto propriamente dito.
Terco venoso: Veia nativa e segmento do enxerto proximal a anastomose venosa.

Apos a seccao foram separadas e emblocadas com parafina para analise microscpica.
Com o micrétomo Leica RM 2145 os blocos foram cortados seriadamente a 4 ym de
espessura. Em seguida foram corados com hematoxilina—eosina (HE) e analisados em seis
campos no terco arterial e venoso e em quatro campos no terco médio ao microscépico 6ptico
Olimpus BX 51 e microscépio Nikon eclipse E 200 (Figura 16). A analise foi realizada por
um patologista quanto ao repovoamento celular, reendotelizacdo, infiltrado inflamatério,
neovascularizagdo, hiperplasia neointimal e calcificagdo. Os diversos campos avaliados
tiveram o objetivo de realizar ampla avaliacdo do enxerto, gerando informacdes das diferentes
regides como da anastomose arterial, venosa e terco médio do enxerto. A coloragdo por
hematoxilina-eosina (HE) foi utilizada para avaliacdo histolégica do tecido conjuntivo,
células, nucleos, citoplasma e delimitagdo das estruturas dos vasos. As coloragdes Alizarina
red pH 4.2 e pH 7.0 foram utilizadas para anélise da presenca de calcificacdo, especificamente
pH 4,2 para fosfato de célcio e pH 7.0 para oxalato de célcio. A coloragdo pentacrémico de
Russel Movat’s foi utilizada para auxiliar na avaliacdo da arquitetura da matriz extracelular,

presenca de fibras elasticas e de colageno.

Imuno-histoquimica foi utilizada para analise da expressdao de CD34 nas células dos
tecidos dos dois grupos (anticorpo anti-CD34[EP373Y], RabMAbs®;Abcam®) Anticorpo
monoclonal de coelho com reacdo cruzada para ovinos, suinos, humanos e Loxodonta
Africana. A técnica incluiu desparafinizacdo em xilol (37 ° C), uso de alcool etilico absoluto e
alcool etilico 80%. Para o primeiro bloqueio da peroxidase enddgena foi utilizado solugdo de

peroxido de hidrogénio e metanol 5%, seguido de &gua destilada. A recuperacdo antigénica
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foi realizada utilizando Imuno Retriver ,Dako®, em banho-maria a 99 ° C durante 40 minutos.
As laminas foram lavadas em solugdo TBS tris pH 7.3 evitando a secagem do corte. Os
anticorpos foram incubados durante a noite nas diluicbes recomendadas. As laminas foram
lavadas novamente em solugdo tampdo, secas e utilizado solugdo Advance Ink e Advance
enzyme (Dako®). Coloracao foi desenvolvida pela adicdo de cromdgeno e substrato DAB
para as laminas, que foram contrastadas com Hematoxilina de Harris. Os controles positivos e

negativos foram utilizados para todas as reagdes[66].

Artéria
£ e
N
I G
Terco N
médio
G
'S

Y59
£

Veia

Figura 16: Cortes histoldgicos realizados nos tercos arterial, venoso e médio

Além da analise subjetiva pelo patologista, a avaliagdo do repovoamento celular,
infiltrado inflamatdrio, neovascularizacdo, reendotelizacdo, calcificacdo, hiperplasia
neointimal e trombose receberam graduacdo histolégica com escalas elaboradas conforme

descrigdo abaixo[32, 44]:
Repovoamento celular e reendotelizagéo
1-Ausente

2-Focal
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3-Multifocal

4-Completo

Neovascularizagdo, calcificacdo, infiltrado inflamatério,
1-Ausente

2-Focal

3-Multifocal

4-Acentuada

Trombose
1-Sim: Presenca de trombo

2-Nao: Auséncia de trombo

Hiperplasia neointimal

1-Ausente (sem hiperplasia neointimal)
2-Discreta +

3-Moderada ++

4- Acentuada +++
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4.9 Andlise Estatistica

Os resultados foram expressos por frequéncias e percentuais. Para a comparacéo dos
grupos (tratamentos) em relacdo as variaveis qualitativas dicotdémicas foi considerado o teste
exato de Fisher. Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Os dados foram
analisados com o programa computacional Statistica v.8.0. Para cada uma das variaveis,
testou-se a hipdtese nula de que a distribuicdo sobre as classificagdes da variavel € igual nos
dois grupos, versus a hipotese alternativa de distribuicGes diferentes. Em funcdo do pequeno
nimero de casos nos dois grupos, as classificacdes de cada variavel foram agrupadas em

apenas duas.

Para cada uma das varidveis do ultrassom (quantitativas), testou-se a hipdtese nula de
que os resultados sdo iguais nos dois grupos, versus a hipétese alternativa de resultados
diferentes. Para estas variaveis foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney.
Valores de p<0,05 indicaram significancia estatistica. Quatro animais do grupo PTFEe
tiveram auséncia de fluxo por trombose. Outros dois animais deste mesmo grupo foram

excluidos do exame. Do grupo ATIBD um animal foi excluido do exame.
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5. RESULTADOS
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5.1 Modelo Animal e procedimento cirdrgico

Durante o tempo de seguimento ocorreram trés ¢bitos de animais, sendo um do grupo
PTFEe por infecgdo da prétese confirmada pela presenca de secrecdo purulenta e consequente
septicemia. Os outros dois animais pertenciam ao grupo ATIBD, sendo um 6bito precoce em
consequéncia a um trauma cervical e outro por quadro de disfuncdo vesical com evolucéo
para 6bito. A ATIBD foi descrita pelo cirurgido como mais maledvel e de facil manipulacéo
durante a cirurgia. N&o ocorreram complicagbes como sangramento ou falta de frémito do

enxerto bovino descelularizado e do PTFEe durante o ato cirdrgico.

5.2 Avaliacéo por Ecodoppler

Os resultados da analise realizada antes do explante estdo demonstrados na Tabela 1.
N&o houve achado de aneurisma em ambos os enxertos com identificacdo da veia jugular
interna, anastomose e artéria carotida (Figura 17). No grupo ATIBD néo foi identificado sinal
de trombose. No grupo PTFEe foi identificado auséncia de fluxo em quatro animais (Figura
18). Na escala de cinza a parede arterial mostrou duas linhas ecogénicas separadas por uma
fina faixa anecéica, identificando assim a camada adventicia, média e intima do vaso da
artéria descelularizada (Figura 19). O diametro médio da ATIBD foi de 0,67cm e do PTFEe
de 0,44cm com diferenca estatisticamente significativa (p=0,024). As curvas de velocidade
registradas no enxerto indicam um leito de baixa resisténcia, isto é, de acordo com um exame
normal relacionado para analise de uma fistula arteriovenosa (Figura 20). Nas outras analises
realizadas, como velocidade de pico sistélico da artéria carotida, velocidade diastélica minima
da artéria carotida, velocidade de pico sistolico do enxerto, velocidade diastélica minima do

enxerto, ndo ocorreu diferenca estatistica entre 0s grupos.
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Figura 17: Ultrassonografia do enxerto arteriovenoso demonstrando veia jugular interna (VJI), enxerto

descelularizado (E) e artéria carétida (ACC)
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Figura 18: Doppler ultrassonografia com auséncia de fluxo no PTFEe
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Figura 19: Diametro interno da ATIBD (E). Identificacdo de camada intima, média e adventicia. ACC- artéria

carétida
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Figura 20: Doppler ultrassonografia com demonstracao do enxerto descelularizado, seu didmetro interno (1),

velocidade de pico sistélico (2), velocidade diastélica minima (3) sem alteragdes identificadas
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Tabela 1: Ecodoppler

Variavel Grupo N Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrdo Valor P*
VPS Caro6tida ATIBD 8 100.9 100.6 59.9 161.1 35

PTFEe 10 146.2 143.2 115.2 183.2 316 0.073
VDF Car6tida ATIBD 8 54 47.2 331 94.6 227

PTFEe 10 68.6 62.5 38.8 110.4 327 0.527
VPS enxerto ATIBD 8 150.9 134.7 734 267.5 58.7

PTFEe 10 168.9 173.5 64 264.7 100.9 0.927
VDF enxerto ATIBD 8 79.9 85.1 34.7 138.2 329

PTFEe 10 94.8 97.6 28.9 155 68 0.927
Diametro interno ATIBD 8 0.67 0.68 0.48 0.89 0.13

PTFEe 10 0.44 0.47 0.32 0.5 0.08 0.024

*Teste nao-paramétrico de Mann-Whitney, p<0,05.

Obs: Doppler ultrassonografia. Houve diferenga quanto ao didmetro interno do enxerto entre os grupos. VPSC:
Velocidade de pico sistélico da artéria caroétida; VDMC: velocidade diast6lica minima da artéria carétida;
VPSenx: Velocidade de pico sistolico do enxerto; VDMenx: Velocidade diastélica minima no enxerto.

5.3 Analise Macroscopica

Os enxertos explantados apresentavam-se integros, sem sinais de aneurisma e ruptura
dos enxertos. Macroscopicamente o grupo ATIBD néo apresentou sinais de trombose. No
grupo PTFEe, a prétese ndo apresentava sinais de aneurisma ou ruptura, porém foram
identificadas aderéncias e fibrose em torno da prdtese e em cinco animais a presenca de
trombo (Figura 21).
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Figura 21: Anélise macroscépica: A: ATIBD; B: Enxerto descelularizado. C: Porcdo interna da ATIBD ; D:
PTFEe; E: PTFEe com fibrose em torno da prétese; F: Corte longitudinal da prétese com trombo

5.4  Caracterizacdo Histologica

5.4.1 Quanto ao Repovoamento celular

A artéria tordcica interna bovina descelularizada apresentava em sua estrutura as
camadas ou tunicas intima, média e adventicia (Figura 22). A tdnica intima apresentava uma
camada de células endoteliais sob uma camada de tecido conjuntivo subendotelial. A camada
média era composta por células musculares lisas, fibroblastos e miofibroblastos. Entre as
fibras musculares encontrava-se a matriz extracelular composta de fibras elasticas, colageno,
proteoglicanos e glicoproteinas visualizadas de forma organizada na coloragcdo de Russel
Movat. A neoformacdo da adventicia foi identificada e também a presenca de
neovascularizagdo em sua extensdo. Na ATIBD, o repovoamento celular ocorreu em maior
graduacdao no terco arterial, venoso e médio respectivamente. O crescimento celular foi
identificado em maior grau nos campos proximos a adventicia e da camada neointima, com
algumas areas sem celularidade em parte da camada média. Estes achados sugerem que o
repovoamento celular do enxerto ocorreu a partir da camada adventicia e do segmento arterial
e venoso do animal. A ATIBD apresentou caracteristicas semelhantes a artéria nativa do
receptor, sugerindo um repovoamento celular e substituicdo parcial das fibras elasticas da
artéria bovina pelas do hospedeiro. As fibras elasticas descelularizadas se apresentavam
curtas, separadas e desestruturadas. ApoOs seis meses, as fibras elasticas se apresentaram
integras, uniformes e unidas, demonstrando um remodelamento da matriz extracelular com

estrutura do proprio hospedeiro.

A formagédo de uma camada adventicia e neointima também ocorreu no grupo PTFEe
(Figura 23), porém a auséncia de camada neointima foi evidenciada em metade dos animais
no terco médio. A protese serviu como arcabouco para neoformacdo tecidual e migracdo de

células, porém de forma desorganizada quando comparado ao grupo ATIBD. O repovoamento
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celular da artéria toracica interna bovina descelularizada e da prétese de PTFEe ocorreu na
maioria dos segmentos estudados, sem diferenca estatistica entre os grupos (Tabela 2).

Figura 22: Terco médio da artéria bovina descelularizada. Repovoamento celular completo e organizado da
ATIBD. Camada neointimal (seta preta) com células endoteliais sobre todo o tecido subendotelial na luz do
vaso (Flecha verde). Camada média com crescimento celular e adventicia neoformada em toda a extenséo da
artéria. Na imagem inferior esquerda, demonstracéo da artéria descelularizada. HE 200x
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Figura 23: PTFEe demonstrando camada neointimal com sinais de hiperplasia neointimal (seta preta) e
auséncia de células endoteliais. Camada adventicia rarefeita em toda a extenséo da protese. Seta verde
demonstra a luz da prétese. HE 40x
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Tabela 2: Repovoamento celular

Classificagéo Grupo Grupo Valor P
Repovoamento cellular PTFEe terco arterial ATIBD terco arterial
Frequencia* Percentagem Frequencia* Percentagem
Ausente-focal 1 10 1 12.5
Multifocal-completo 9 90 7 87.5
Total 10 100 8 100 P=1
PTFEe tergo venoso ATIBD terco venoso
Frequencia* Percentagem Frequencia* Percentagem
Ausente-focal 7 70 4 50
Multifocal-completo 3 30 4 50
Total 10 100 8 100 P =0.631
PTFEe tergo médio ATIBD ter¢o médio
Frequencia* Percentagem Frequencia* Percentagem
Ausente-focal 7 70 5 62.5
Multifocal-completo 3 30 3 37.5
Total 10 100 8 100 P=1

*Frequéncia: Nimero de animais com repovoamento ausente/focal ou multifocal/completo em cada

terco do enxerto arteriovenoso estudado

5.4.2 Quanto a Reendotelizacao

A reendotelizacdo foi mais completa proximo dos locais da anastomose arterial e
venosa nos dois grupos. Os resultados demonstraram um menor grau de reendotelizagdo do
terco médio. A analise do terco arterial da ATIBD identificou a presenca de endotélio na
maioria dos animais analisados, assim como no grupo PTFEe (Figura 24 e Figura 25). A
analise subjetiva da reendotelizacdo foi melhor no grupo ATIBD, principalmente no terco
médio. No entanto, ndo ocorreu diferenca estatisticamente significativa quando as
distribuicbes ausente e focal foram classificadas em conjunto conforme a Tabela 3. A
presenca de células progenitoras endoteliais foi confirmada através da analise por imuno-

histoquimica com células CD34+ na luz da artéria toracica interna e do PTFEe.
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Figura 24: Reendotelizag&o da ATIBD. Notam-se células sedimentadas em toda a extens&o da camada
neointima. Flecha verde indica a camada intima completa com células. Centro da camada média apresenta
regides com poucas células, sugerindo que o repovoamento ainda néo foi completo. HE 200x

Figura 25: Reendotelizag¢do do PTFEe. Flecha verde indica presenca multifocal de células endoteliais. HE 200x
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Tabela 3: Reendotelizagéo

Classificagéo
Reendotelizac8o

Ausente-focal
Multifocal-completo
Total

Grupo
PTFEe terco arterial

Frequencia* Percentagem

4 40
6 60
10 100

PTFEe terco venoso

Frequencia* Percentagem

Grupo Valor P
ATIBD terco arterial

Frequencia* Percentagem

1 12.5
7 87.5
8 100 P=0.314

ATIBD tergo venoso

Frequencia* Percentagem

Ausente-focal 5 50 2 25
Multifocal-completo 5 50 6 75
Total 10 100 8 100 P=0.367
PTFEe tergo médio ATIBD ter¢o médio
Frequencia* Percentagem Frequencia* Percentagem
Ausente-focal 8 80 6 75
Multifocal-completo 2 20 2 25
Total 10 100 8 100 P=1

Obs: Exposic¢do da prétese foi um importante achado no grupo PTFEe no terco médio. *Frequéncia: Nimero
de animais com reendotelizacdo ausente/focal ou multifocal/completo em cada terco do enxerto arteriovenoso

estudado

5.4.3 Quanto a Trombose

N&o foi evidenciado trombose na artéria, veia e ou terco médio do grupo ATIBD. No
grupo PTFEe foi observado na luz do vaso a presenga de trombo caracterizado por fibrina,
leucdcitos e heméacias em cinco animais (Figura 26). Em um animal do grupo foi identificado
trombo no terco arterial e médio. Em dois animais foi evidenciado trombo nos tercos arterial,
médio e venoso. Em dois, somente trombo no terco venoso foi identificado, resultando em
cinco animais acometidos. Nos dois grupos ndo ocorreu diferenga estatisticamente
significativa para cada segmento analisado conforme a Tabela 4. Quando comparamos a
variavel independente do segmento acometido encontramos uma diferenga estatisticamente

significativa com maior nimero de trombos no grupo PTFEe.
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Figura 26: Trombose do enxerto de PTFEe. Flecha indica camada neointima. HE 100x
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Tabela 4:

Trombose

Classificacdo
Trombose

Ausente
Presente
Total

Ausente
Presente
Total

Ausente
Presente
Total

Ausente (3 tergos)

Presente (= 1 tergo)

Total

Grupo
PTFEe tergo arterial

Frequencia* Percentagem

7 70
3 30
10 100

PTFEe tergo venoso

Frequencia* Percentagem

6 60
4 40
10 100

PTFEe terco médio

Frequencia* Percentagem

7 70
3 30
10 100
PTFEe

Frequencia* Percentagem

5 50
5 50
10 100

Grupo
ATIBD terco arterial

Frequencia* Percentagem

8 100
0 0
8 100

ATIBD tergo venoso

Frequencia* Percentagem

8 100
0 0
8 100

ATIBD ter¢o médio

Frequencia* Percentagem

8 100

0 0

8 100
ATIBD

Frequencia* Percentagem

8 100
0 0
8 100

Valor P

P=0.216

P =0.091

P=0.216

P =0.036

Obs. Auséncia de trombose no grupo ATIBD em oito enxertos avaliados. Foram identificados trombo em cinco

animais com PTFEe. *Frequéncia: Nimero de animais com trombo ausente ou presente em cada tergo do

enxerto arteriovenoso estudado
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5.4.4 Quanto a Neovascularizagao

A formacdo de neovasos ocorreu nos dois grupos (Figura 27). A presenca de
angiogénese nos segmentos, arterial, venoso e médio foi identificada na coloracdo por
hematoxilina — eosina. A formacéo de neovasos foi maior nos tercos arterial e venoso do que
no terco médio, tanto na ATIBD quanto no PTFEe e pode se notar maior neovascularizagao
nas regides proximas a &rea de anastomose nos tercos arterial e venoso. O resultado entre o0s
grupos ndo identificou diferenca estatisticamente significativa conforme a Tabela 5.

Figura 27: Neovascularizag&o na anastomose da ATIBD (A) e PTFEe (B). Neovasos *: local de sutura(s).
Flecha verde indica a camada intima. HE 100x
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Tabela 5: Neovascularizacio

Classificagéo

Neovascularizagdo

Ausente-focal
Multifocal-acentuado
Total

Ausente-focal
Multifocal-acentuado
Total

Ausente-focal
Multifocal-acentuado

Total

Grupo
PTFEe terco arterial

Frequencia* Percentagem

0 0
10 100
10 100

PTFEe tergo venoso

Frequencia* Percentagem

1 10
9 90
10 100

PTFEe terco médio

Frequencia* Percentagem

3 30
7 70
10 100

Grupo
ATIBD terco arterial

Frequencia* Percentagem

0 0
8 100
8 100

ATIBD tergo venoso

Frequencia* Percentagem

1 12.5
7 87.5
8 100

ATIBD ter¢o médio

Frequencia* Percentagem

1 12.5
7 87.5
8 100

Valor P

P =0.588

*Frequéncia: Neovascularizacdo ausente/focal ou multifocal/acentuada em cada terco do enxerto arteriovenoso

estudado
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5.4.5 Quanto a Calcificacéo

Os grupos ndo apresentaram diferenca estatistica quanto a calcificagdo nas coloracoes
estudadas (Tabela 6 e Tabela 7). Houve um predominio de auséncia de calcificacdo e de
deposito focal de calcio nas amostras analisadas (Figura 28). A andlise histoldgica identificou
calcificacdo focal, porém com maiores depositos em seis animais do grupo PTFEe e em trés
animais do grupo ATIDB. Um animal do grupo PTFEe apresentou calcificagédo ao longo de
todo o terco arterial e médio da protese.

Figura 28: Calcificagéo focal no enxerto descelularizado, ATIBD (A) e acentuada no PTFEe (B). Setas
amarelas indicam calcificacdo. Flecha verde indica camada intima. Alizarina red pH 4,2 100x
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Tabela 6: Calcificacio pH 4,2

Classificagéo

Calcificagdo pH 4.2

Ausente-focal
Multifocal-acentuado
Total

Ausente-focal
Multifocal-acentuado
Total

Ausente-focal
Multifocal-acentuado

Total

Grupo
PTFEe terco arterial

Frequencia* Percentagem

10 100
0 0
10 100

PTFEe tergo venoso

Frequencia* Percentagem

10 100
0 0
10 100

PTFEe tergo médio

Frequencia* Percentagem

9 90
1 10
10 100

Grupo Valor P
ATIBD terco arterial

Frequencia* Percentagem

7 87.5
1 125
8 100 P =0.444
ATIBD tergo venoso
Frequencia* Percentagem
8 100
0 0
8 100 P=1
ATIBD ter¢o médio
Frequencia* Percentagem
8 100
0 0
8 100 P=1

Obs: Auséncia e calcificagéo focal na maioria dos animais. *Frequéncia: Nimero de animais com calcificacao

ausente/focal ou multifocal/acentuada em cada terco do enxerto arteriovenoso estudado
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Tabela 7: Calcificacéo pH 7.0

Classificagéo

Calcificagdo pH 7.0

Ausente-focal
Multifocal-acentuado
Total

Ausente-focal
Multifocal-acentuado
Total

Ausente-focal
Multifocal-acentuado

Total

Grupo
PTFEe terco arterial

Frequencia* Percentagem

9 90
1 10
10 100

PTFEe tergo venoso

Frequencia* Percentagem

10 100
0 0
10 100

PTFEe terco médio

Frequencia* Percentagem

9 90
1 10
10 100

Grupo Valor P
ATIBD terco arterial

Frequencia* Percentagem

7 87.5
1 12,5
8 100 P=1

ATIBD tergo venoso

Frequencia* Percentagem

8 100
0 0
8 100 P=1

ATIBD ter¢o médio

Frequencia* Percentagem

8 100
0 0
8 100 P=1

Obs: Auséncia e calcificagéo focal na maioria dos animais. *Frequéncia: Nimero de animais com calcificacao

ausente/focal ou multifocal/acentuada em cada terco do enxerto arteriovenoso estudado
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5.4.6 Quanto ao Infiltrado Inflamatério

O infiltrado inflamatorio foi ausente e focal na maioria dos campos analisados, sendo
na ATIBD classificado como focal na maioria dos animais. No grupo PTFEe houve
predominio de auséncia de infiltrado inflamatério. A analise histoldgica se caracterizou pela
presenca de macrdfagos, linfécitos e células granulomatosas com células gigantes
multinucleadas préximas ao fio de sutura de ambos os enxertos (Figura 29). A anélise
comparativa nao identificou diferenca significativa nos trés segmentos analisados conforme a
Tabela 8.

Figura 29: Setas indicam areas com infiltrado inflamatério. A — ATIBD na regido da anastomose arterial com
infiltrado inflamatdrio focal - HE 40x. B — ATIBD na regido da anastomose arterial - HE 100x. C — PTFEe na
regido da anastomose arterial - HE 40x. D — PTFEe na regido da anastomose arterial com infiltrado
inflamatério focal — HE 100x

67



Tabela 8: Infiltrado Inflamatério

Classificacdo Grupo Grupo Valor P
. - PTFEe tergo arterial ATIBD terco arterial
Infiltrado Inflamatério
Frequéncia* Percentagem Frequéncia* Percentagem
Ausente-focal 10 100 7 87.5
Multifocal-acentuado 0 0 1 12.5
Total 10 100 8 100 P =0.444
PTFEe terco venoso ATIBD tergo venoso
Frequéncia* Percentagem Frequéncia* Percentagem
Ausente-focal 10 100 6 75
Multifocal-acentuado 0 0 2 25
Total 10 100 8 100 P=0.183
PTFEe terco médio ATIBD ter¢o médio
Frequéncia* Percentagem Frequéncia* Percentagem
Ausente-focal 10 100 6 75
Multifocal-acentuado 0 0 2 25
Total 10 100 8 100 P =0.183

Obs: Infiltrado inflamatdrio focal ou ausente na maioria dos animais. N&o houve diferenca estatistica entre os
grupos. *Frequéncia: Nimero de animais com infiltrado inflamatorio ausente/focal ou multifocal/acentuado em

cada terco do enxerto arteriovenoso estudado

5.4.7 Quanto a Camada Neointimal

Hiperplasia neointimal foi o achado principal no terco arterial do grupo PTFEe, porém
sem diferenga quando comparado ao grupo ATIBD, assim como no terg¢o venoso (Figura 30 e
Figura 31). O grupo PTFEe apresentou hiperplasia neointimal moderada a acentuada no tergo
medio. A avaliacdo do terco médio do grupo ATIBD evidenciou camada neointimal com
auséncia de hiperplasia e HN leve em todos os animais do grupo. No terco médio ndo houve
diferenca estatistica entre os grupos conforme a Tabela 9. A auséncia de formacdo de camada

neointimal recobrindo a prétese também foi evidenciada no terco médio do grupo PTFEe.
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Tabela 9: Hiperplasia Neointimal

Classificagéo Grupo Grupo
. . o PTFEe terco arterial ATIBD terco arterial
Hiperplasia neointimal
Frequencia* Percentagem Frequencia* Percentagem
Ausente-leve (+) 3 30 3 37.5
Moderado ++/HN +++ 7 70 5 62.5
Total 10 100 8 100
PTFEe tergo venoso ATIBD terco venoso
Frequencia* Percentagem Frequencia* Percentagem
Ausente-leve (+) 5 50 3 375
Moderado ++/HN +++ 5 50 5 62.5
Total 10 100 8 100
PTFEe tergo médio ATIBD ter¢o médio
Frequencia* Percentagem Frequencia* Percentagem
Ausente-leve (+) 7 70 8 100
Moderado ++/HN +++ 3 30 0 0
Total 10 100 8 100

Valor P

P =0.664

P =0.216

Obs:Hiperplasia neointimal. *Frequéncia: Nimero de animais com hiperplasia neointimal ausente/leve ou

moderado/acentuada-HN em cada terco do enxerto arteriovenoso estudado
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Figura 30: Hiperplasia da camada neointimal na regido da anastomose da ATIBD (seta). S — pontos de sutura;
Flecha verde indica células endoteliais na camada intima. HE 40x

Figura 31: Hiperplasia neointimal em prétese de PTFEe demonstrada na seta. S — pontos de sutura; Flecha
verde indica a camada intima na luz do vaso. HE 40x
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5.4.8 Pentacromico de Russel Movat's

A andlise da coloracdo Pentacromico de Russel-Movat’s demonstrou semelhangas
com aquelas encontradas no HE apds seis meses do implante (Figura 32 e Figura 33). No
enxerto descelularizado pdde ser observado uma estrutura trilaminar organizada, reestruturada
com formacéo de camada adventicia, média e neointima. Na ATIBD, as fibras elasticas, antes
desorganizadas, curtas e distantes umas das outras, se mostraram organizadas, proximas e
integras gerando sustentacdo ao vaso. A integridade das fibras elasticas, presenca de colageno,
glicosaminoglicanos, mucina e fibra muscular na estrutura vascular sugere um processo de
substituicdo do tecido bovino descelularizado pelo do hospedeiro ao longo do tempo. A
avaliagdo identificou hiperplasia neointimal em ambos os grupos e uma estrutura com menor

organizacdo da estrutura do PTFEe.

Figura 32: Anastomose no terco arterial demonstrando arquitetura do PTFEe, auséncia de fibras elsticas,
colageno (seta em preto) e neovasos (seta amarela) Nota-se a formagédo de neointima a partir do vaso do
receptor na prétese de PTFEe. Ao lado da camada neointima, prétese exposta sem tecido recobrindo a luz do
PTFEe. S; ponto de sutura. Pentracromico de Russel- Movat 40x
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Figura 33: ATIBD com organizag&o das camadas neointima, média e adventicia. Pode ser evidenciada camada
neointima composta com substéncia fundamental, mucina e colageno (seta em preto). Fibras elésticas do
hospedeiro organizadas (seta amarela) e fibras elésticas maceradas, distantes umas das outra em processo de
reorganizacdo (seta branca). Pentacrémico de Russel- Movat’s 40x

5.4.9 Imuno-histoquimica

Seis casos foram submetidos a reacdo imuno-histoquimica com anticorpo anti - CD
34. A analise dos animais com PTFEe e ATIBD identificou a marcacdo por CD34 de células
hematopoiéticas primitivas, sugerindo a presenca de miofibroblastos, células endoteliais em
neovasos na camada neointima, média e adventicia. Em ambos os grupos foram visibilizados
uma rede de capilares marcados com células CD34+ delineando a luz capilar (Figura 34 e
Figura 35).
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Figura 34: Imuno-histoquimica com anticorpo anti-CD34. Camadas adventicia, média e intima (seta preta). Em
amarelo é possivel identificar a presenga de neovaso (N),células sugerindo miofibroblasto(M) e células
endotéliais (E) recobrindo toda a camada intima com células CD34+. Na camada média nota-se repovoamento
parcial de células e repovoamento da adventicia e da camada neointima. IH 200x

Figura 35: Imuno-histoquimica com anticorpo anti-CD34 em PTFEe identificando a presenca de neovasos (N) e
células sugerindo miofibroblasto (M). IH 200x
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6.

DISCUSSAO
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O estudo da artéria torécica interna bovina descelularizada e do PTFEe busca maior
compreensdo do acesso vascular descelularizado, a anélise da sua biocompatibilidade e uma
alternativa futura de um acesso vascular para hemodidlise na auséncia de um enxerto
autélogo. Os enxertos vasculares para hemodialise devem ser resistentes a degeneracao, ter
dimensdes adequadas, estrutura organizada, indices baixos de infeccdo, presenca de fluxo
sanguineo com capacidade em desempenhar a funcdo desejada sem suscitar efeitos locais ou
sisttmicos indesejados para o hospedeiro, gerando a mais apropriada resposta celular ou

tecidual em situacédo especifica, podendo assim, ser definidos como biocompativeis [31].

Os animais apresentaram boa evolucéo clinica em ambos os grupos. A artéria toracica
interna bovina foi preparada para ser semelhante em tamanho e didmetro ao PTFEe utilizado
em pacientes em dialise e se mostrou flexivel, com maior facilidade de manuseio durante o
procedimento cirargico. O uso de prétese de PTFEe com diametro de 6 mm é utilizado na
pratica cirdrgica para confeccdo de enxertos arteriovenosos para hemodialise como em
anastomose braquiobasilica, axilobraquial ou radiobasilica[67]. Além disso, a artéria bovina
(Artegraft®) se mostrou adequada para puncdao em dialise, sem complicagdes maiores como
pseudoaneurisma apds puncao. A artéria pode permitir sua puncao de forma mais rapida, nao

necessitando um longo periodo de maturagdo do enxerto arteriovenoso como a veia[63].

A técnica de descelularizacdo com posterior repovoamento do tecido autélogo €
conhecida e estabelecida para valvulas cardiacas. A proposta em 1998 por Bader et al foi a
descelularizacdo de enxertos, minimizando a resposta imunoldgica e viabilizando a utilizagao
de homoenxertos ou heteroenxertos [59]. O’Brien MF (1999) demonstrou com sucesso
implante de valvulas descelularizadas em carneiro com posterior repovoamento podendo
oferecer maior durabilidade do enxerto [60]. Estudos experimentais com enxerto
descelularizado foram realizados com resultados promissores com boa perviedade, e
repovoamento do enxerto com células do hospedeiro, sugerindo a possivel utilizacdo deste
método[15], [58], [60]. Nossa linha de pesquisa utilizou o processo de descelularizagdo com
SDS (dodecil sulfato de sodio) 0,1%, conforme patente Brasileira P10800603-2 “METODO
PARA TORNAR UM TECIDO BIOLOGICO ACELULAR E RECEPTIVO A NOVAS
CELULAS, POUCO IMUNOGENICO” realizado no laboratério do Nucleo de Enxertos
Cardiovasculares do Laboratdrio de Engenharia de Tecidos e Cultivo Celular da PUC-PR. O
uso do método de descelularizacdo com SDS foi descrito anteriormente e se mostrou um
método adequado[32, 68, 69]
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O ovino como modelo animal para estudo do acesso vascular e suas disfungdes € uma
op¢&o. E um modelo em que seu sistema de coagulacio €é similar ao humano e a anatomia dos
vasos carotideo e jugular permitem o uso de enxertos de diametro semelhante ao usado
clinicamente no homem para hemodialise. Este modelo também é adequado para o
desenvolvimento de novos enxertos e terapias. O ovino € utilizado para estudo de hiperplasia
neointimal e assim a estenose venosa ocorre em um curto espaco de tempo, cerca de oito
semanas, 0 que auxilia no estudo das complicacbes. Além disso, este modelo animal €
aplicado no Nucleo de Enxertos Cardiovasculares do Laboratorio de Engenharia de Tecidos e
Cultivo Celular da PUC-PR, mantendo a linha de pesquisa do laboratdrio[32, 64, 70].

A avaliacdo macroscopica do enxerto ndo demonstrou alteracfes de integridade. Veia
umbilical humana e veia bovina fixada com glutaraldeido foram testadas e descartadas devido
a elevada incidéncia de aneurismas ap6s o implante. [55],[71]. Estudos com veias
criopreservadas (CRY, SYN) foram mais resistentes a infec¢do, porém com um ndmero maior

de aneurismas[57].

Wang et al descreveu um repovoamento celular em heteroenxertos progressivo com
maior crescimento celular no sexto més apés o implante e formacao adequada da estrutura do
vaso neste periodo[43]. Outros estudos também demonstraram a relacdo do repovoamento
celular com o tempo e formagdo de um tecido com estrutura e propriedades mecanicas
semelhantes aquelas antes da descelularizacdo[32, 72]. Apesar de a analise ter carater
descritivo, a analise semiquantitativa do estudo observou um maior repovoamento no terco
arterial, venoso e médio respectivamente, sugerindo que o processo tem relacdo com a
proximidade aos vasos nativos do animal e com o fluxo de sangue. Além disso, o crescimento
celular também foi progressivo a partir da adventicia, local onde se identificou importante

processo de angiogénese.

A matriz extracelular descelularizada, com suas fibras elasticas, fibras musculares e
colageno, proporciona um ambiente para a migracao celular com a presenca de fibroblastos,
miofibroblastos, células endoteliais, macréfagos e neovasos migrando para o tecido, assim
como observado na literatura quando enxertos descelularizados foram utilizados[32, 60, 69,
73]. O colageno, por exemplo, promove a aderéncia e o crescimento de células
endoteliais[74]. Glicoproteinas também participam do processo de repovoamento com
aderéncia de fibroblastos e células endoteliais no tecido. Alguns estudos demonstram que a

matriz extracelular descelularizada, como submucosa intestinal porcina, uretra e bexiga, é
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substituida totalmente ou parcialmente pelo tecido do receptor ao longo do tempo com o

progressivo repovoamento e crescimento celular[75].

A reendotelizacdo com células do préprio receptor € um evento importante no estudo
do enxerto descelularizado. Células CD34 positivas confirmam a presenca de células
hematopoiéticas primitivas e endoteliais. Proteses de PTFEe semeadas com anticorpo anti-
CD34 demonstram o processo de reendotelizagdo em modelos animais[76]. Células
endoteliais primitivas derivadas da medula dssea sdo subtipos de célula CD34+ com a
capacidade de proliferar e se diferenciar em células endoteliais, além de se apresentarem em
locais com lesdo vascular promovendo a reendotelizacdo. Assim a presenca de células CD34+

sugere um processo adequado de angiogénese e reendotelizacdo de enxertos descelularizados.

Estudos da fisiopatologia relacionada a trombose e disfungdo do enxerto descrevem a
relacdo da auséncia de células endoteliais e lesdo endotelial com a formagdo de um meio proé-
trombdtico e com consequente evolucdo para estenose e trombose do enxerto. A lesdo
endotelial por estresse oxidativo, inflamacéo e alteragdes secundarias ao fluxo foram descritas
e formam um ambiente de reparo tecidual com consequente trombose. A auséncia de
formacdo da camada neointima e exposi¢cdo da propria prdtese foi um achado importante no
grupo PTFEe. A auséncia de endotélio estimula a ativacdo de plaquetas, proliferacdo de
células musculares lisas e secrecdo de serotonina e tromboxane A2, promotores desta
proliferacdo. Esta proliferacdo pode evoluir com atividade reparativa e com hiperplasia

neointimal. A consequéncia deste processo € a trombose [46-48].

Um importante achado deste estudo foi auséncia de trombose no grupo ATIBD. Este
achado foi estatisticamente significativo quando comparado ao PTFEe. Cinco animais deste
grupo evoluiram com trombose. Kohler e Kirkman descreveram a resposta da lesdo
endotelial e consequente trombose. Segundo os autores, a formagdo do trombo ocorre através
da interface do sangue com o biomaterial. E possivel que a melhora desta interface sangue-
prétese possa diminuir o indice de trombose[64]. Este € um achado que sugere uma maior
biocompatibilidade da ATIBD frente ao PTFEe.

A presenca de hiperplasia neointimal ocorreu nos dois grupos estudados. O ovino é um
modelo animal utilizado para estudo de hiperplasia neointimal, ocorrendo estenose em um
curto espago de tempo, cerca de oito semanas, sendo assim esperada nos animais
estudados[64]. Em ambos os grupos o aumento da espessura da camada neointimal

confirmou o diagnostico de hiperplasia neointimal.
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A trombose é causa de 80% das disfungdes relacionadas a prdtese. A principal
patologia que acompanha os pacientes com trombose é a hiperplasia neointimal no local da

anastomose, proximal a protese[39].

Sabe-se que a estenose ocorre principalmente na veia, e agora conhecidamente na
artéria, na regido das anastomoses com o enxerto, sendo os locais de maior complicagédo e
evolugdo com hiperplasia[5]. A fisiopatologia envolve um processo inflamatério crénico,
estresse oxidativo, angiogénese na intima e adventicia e consequente lesdo endotelial e
migracdo de células musculares lisas e endoteliais, principalmente na regido da
anastomose[44]. Nosso estudo pode identificar a presenca, em diferentes campos, de
hiperplasia neointimal, e um maior nimero de animais com hiperplasia no terco arterial e
venoso quando comparado ao terco médio. Além disso, ocorreu uma auséncia de formacéo de
camada neointimal com exposicao da protese no grupo PTFEe, caracteristica esta que também
contribui para um quadro de trombose. A auséncia de reendotelizacdo e de camada neointima
em diversos campos do enxerto e de hiperplasia neointimal, sugerem a formacéo de um meio
pré-trombatico no PTFEe. Isto pode estar relacionado com um maior nimero de tromboses do

grupo PTFEe, compativel com a literatura discutida acimal[5, 48, 64, 65].

A neovasculariza¢do ocorreu nos segmentos, arterial, venoso e médio de ambos 0s
grupos. Este € um processo relevante e necessario para nutricdo, repovoamento celular e
remodelamento da matriz extracelular viabilizando o enxerto. Alguns autores descreveram a
presenca de angiogénese em excesso como sendo um dos achados encontrados no processo de
estenose do acesso vascular para hemodialise e de lesdo coronariana[5, 77]. Ndo ocorreu

diferenca estatisticamente significativa quanto a neovascularizagdo entre 0s grupos.

A anélise histolégica se caracterizou pela presenca focal de infiltrado linfocitério e
quando presente a identificagio de macréfagos, células gigantes multinucleadas,
principalmente no grupo ATIBD. O infiltrado inflamat6rio foi ausente ou discreto na maioria
dos animais. O enxerto descelularizado é pouco imunogénico causando pequena reagao
quando implantado[32, 69]. O enxerto é avascular, assim, rejei¢des hiperagudas ndo devem
acontecer[69]. E acelular, portanto a apresentacdo de antigenos ¢ minima para que possam
causar sensibilizagdo. Estudos com matriz extracelular descelularizada demonstraram
auséncia de producdo de anticorpos e de resposta imunolégica inespecifica como ativagdo do
complemento[78]. Clinicamente a presenca de processo inflamatério local com enxertos
descelularizados (Stratasis®) estd descrita em até 50% de pacientes[79]. A presenca de
infiltrado inflamatorio é esperada no estudo do acesso vascular. O infiltrado inflamatorio
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presente na adventicia e camada média é descrito no estudo de enxertos descelularizados
como um processo agudo, transitorio e sem degeneracdo do enxerto. Este infiltrado parece
estar relacionado a quimiotaxia das demais células, portanto, ao processo de repovoamento,
crescimento celular e de remodelamento e substituicdo do enxerto descelularizado pelo do
receptor[32, 60, 69]. Ao longo do tempo, as células tendem a ser substituidas por células mais
maduras, como histiécitos, fibroblastos e miofibroblastos[32]. A liberacdo de citocinas e fator
de necrose tumoral podem estar relacionados ao recrutamento de macrofagos, célula muscular
lisa e fibroblastos[80, 81]. O linfécito T pode ter um fator atenuador na migracdo de célula
muscular lisa[82]. Uma das explicacfes para este efeito inibitério do linfécito T € a sua
capacidade de produzir interferon y que pode inibir a proliferacdo de célula muscular lisa e
fibroblastos[83]. A atenuacdo na migracdo de célula muscular lisa e fibroblasto levanta um
questionamento do possivel efeito inibidor do processo inflamatério no processo de disfuncéo
do enxerto. Por outro lado, a descricdo de células mononucleares, macrdéfagos, células
gigantes presentes na adventicia e média também sdo descritas no processo de disfuncdo deste
enxerto, do PTFEe e da propria FAV [44, 65]. Um dos fatores limitantes do estudo foi a

auséncia de estudo imuno-histoquimico para células inflamatérias como CD4 e CDS8.

Achados de calcificacdo discreta sdo encontrados neste modelo animal e também
descritos na placa aterosclerdtica e em acessos vasculares com PTFEe[64, 84, 85]. Areas de
calcificacdo também podem ser encontradas relacionadas ao processo de descelularizagdo
incompleto ou algum grau de comprometimento estrutural decorrente do processo de
descelularizacdo o que ocorre com métodos inferiores de descelularizagdo como quando se
utiliza a enzima tripsina como método descelularizante [32, 68]. No presente estudo a
calcificagéo foi ausente ou focal na maioria dos animais ndo comprometendo 0s acessos de

ambos 0s grupos.

Os achados ultrassonogréaficos evidenciaram auséncia de fluxo e presenca de trombose
em animais com PTFEe, corroborado pelos achados histolégicos. Foi identificado um
didmetro maior do enxerto descelularizado quando comparado ao PTFEe, sem ocorrer
alteracGes da estrutura do vaso como aneurismas. Isto pode estar relacionado a um mecanismo
de distensibilidade da ATIBD semelhante ao que acontece na FAV. Fatores como perviedade,
distensdo adequada da veia e da artéria, fluxo arterial e didametro da artéria sdo importantes
para determinar o sucesso da FAV[86, 87]. A diferenca de elasticidade entre a rigida protese
de PTFEe e a artéria nativa € motivo de discussao e definido como um dos maiores problemas
mecanicos da disfuncdo do PTFEe[88]. Atualmente a principal conduta para reduzir o
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problema de distensibilidade do enxerto utilizado é o uso de heteroenxertos[89]. Isto sugere
que a distensibilidade discreta do acesso é fator que influencia no sucesso do acesso vascular

para hemodialise, sugerindo uma melhor adaptacdo da ATIBD como enxerto arteriovenoso.

A anélise realizada por somente um patologista, maior dificuldade com a confecgdo e
analise das laminas do segmento venoso, limitacdo na pesquisa quanto ao nimero de animais

e auséncia de uremia no modelo animal foram fatores limitantes do estudo.
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7. CONCLUSOES
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O estudo da artéria toracica interna bovina descelularizada em ovinos demonstrou a
presenca de fluxo arteriovenoso em todos os animais estudados, maior didmetro interno do
enxerto e auséncia de trombose proporcionando como consequéncia uma resposta tecidual
mais apropriada e um melhor desempenho da funcdo desejada, resultado relevante neste

modelo animal quando comparado ao PTFEe, tendo assim, maior biocompatibilidade.
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