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Analise do comportamento biologico de
heteroenxertos descelularizados e homoenxertos
criopreservados: estudo em ovinos

Decellularized heterografts versus cryopreserved homografts: experimental study in sheep model
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DHOMEN?*, Felipe PHOLS®, Ricardo VILANI®, Jodo Gabriel RODERJANS®, Eduardo Discher VIEIRA’

RBCCV 44205-1046

Resumo

Objetivo: Este estudo avalia o0 comportamento biolégico
dos heteroenxertos porcinos descelularizados (Grupo Desc)
comparados com 0s homoenxertos criopreservados (Grupo
Crio) implantados em carneiros jovens.

Métodos: Foram implantados em cinco animais
heteroenxertos pulmonares porcinos descelularizados e em
outros cinco, homoenxertos pulmonares criopreservados. Os
animais apresentaram seguimento médio de 280 + 14 dias.
O diametro valvar foi medido por ecocardiografia, a qual foi
realizada no 30° pos-operatdrio e antes do explante. As valvas
foram também avaliadas macroscopicamente. A avaliagédo
histolégica foi realizada utilizando-se coloragdo de H.E.,
Gomori e Weigert e imunohistoquimica (Fator VIII, CD3,
Vimentina e CD68). A quantificacdo de calcio foi realizada
utilizando-se espectrometria de absorcédo atdmica.

Resultados: Houve um 6bito no Grupo Desc por
endocardite. As valvas do Grupo Crio apresentaram
decréscimo na celularidade, enquanto que as valvas do Grupo
Desc demonstraram repovoamento da matriz com células
endoteliais e intersticiais. No grupo Crio, observou-se perda
na densidade e desarranjo da arquitetura das fibras
colagenas. A espectrometria de absorgdo atdbmica demonstrou
maior calcificagdo no conduto e nas clspides dos enxertos
criopreservados quando comparados aos descelularizados
(P=0,016). O diametro médio valvar no explante foi
significantemente maior no Grupo Desc (P=0,025).
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Conclusédo: Heteroenxertos descelularizados apresentam
um comportamento biolégico diferente quando comparados
aos homoenxertos criopreservados, tornando-se repovoados
por células com caracteristicas de fibroblastos e células
endoteliais. A matriz permaneceu bem preservada, o que
possibilitou um processo de regeneracéo celular.

Descritores: Transplante homologo. Transplante
heterélogo. Criopreservacdo. Engenharia de tecidos.

Abstract

Objectives: The aim of this study is to assess the biological
behaviour of porcine decellularized heterografts (Desc
group) compared with cryopreserved homografts (Crio group)
implanted in juvenile sheep.

Methods: Decellularized porcine pulmonary heterografts
were implanted in five animals and cryopreserved pulmonary
homografts in another five. The animals were followed-up
for amean of 280 + 14 days. The valve diameter was measured
by echocardiography, which was performed at the 30th
postoperative day, and before the explantation. The valves
were also assessed macroscopically. Histological evaluation
was performed using H.E., Gomori and Weigert staining.
Immunohistochemistry specified different cell types (Factor
VIII, CD3, Vimentin and CD68). Calcium quantity was
analyzed using atomic absortion spectometry.
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Results: There was one death in the Desc group due to
endocarditis. The valves of Crio group showed decrease in
the cellularity whereas the valves of Desc group showed
matrix repopulation with endothelial and interstitial cells.
Loss of collagen density and disarrangement of the normal
fiber architecture was observed in Crio group. Calcium
content demonstrated higher levels on the cusps and conduits
in Crio group comparatively with Desc group. (P=0.016).
The mean valvular diameter at the explantation was
significantly increased (P=0.025) in the Desc group.

INTRODUCAO

Os enxertos criopreservados sdo utilizados
frequentemente para tratar diferentes tipos de valvopatias
e varias formas de cardiopatias congénitas complexas.
Nesses casos 0s homoenxertos apresentam melhor perfil
hemodinamico, baixa incidéncia de tromboembolismo e
maior resisténcia a infec¢des, no entanto, a sua durabilidade
é limitada, especialmente em criancas e pacientes jovens
[1]. Ha evidéncias de que a faléncia dos homoenxertos é
causada, pelo menos em parte, por reacdes imunolégicas
provocadas pelos elementos celulares remanescentes na
matriz do homoenxerto, 0os quais despertam reacao
imunoldgica por parte do receptor. As células endoteliais e
fibroblastos presentes no homoenxerto sdo capazes de
expressar complexos de histocompatibilidade classe I e 11,
0s quais sdo reconhecidos pelo sistema imunolégico do
receptor e podem causar degeneracao do tecido e faléncia
do enxerto [2].

A descelularizacdo de matrizes homologas ou
heter6logas sdo técnicas promissoras para evitar a faléncia
do enxerto induzida pela resposta imunoldgica. Recentes
estudos sugerem que heteroenxertos descelularizados
induzem a uma resposta inflamatéria diminuida por parte
do receptor e sdo capazes de progressivamente serem
repovoadas por células autdlogas. Esses fatores
possibilitam, pelo menos em teoria, melhorar a sobrevida
tardia dos enxertos implantados [3-5].

Diferentes métodos de descelularizacdo foram
propostos, entre eles, o uso de detergentes como Triton X-
100, dodecil sulfato de sodio e o deoxicolato de sodio, entre
outros. O principal objetivo da descelularizacdo é remover
todos os componentes celulares, mantendo intactos os
principais elementos estruturais da matriz extracelular. A
manutencdo da integridade da matriz coldgena é importante
para oferecer um apropriado ambiente para a migragédo
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Conclusions: Decellularized heterografts had a different
biological behaviour when compared to cryopreserved
homografts and become repopulated by cells with fibroblasts
and endothelial cells characteristics. The matrix was
preserved and some regenerative potential was present

Descriptors: Transplantation, homologous.
Transplantation, heterologous. Cryopreservation. Tissue
engeneering.

celular e ativar a reorganizacdo do tecido [6,7]. Estudos
prévios indicam que o processo de remodelamento da matriz
extracelular esta diretamente relacionado a capacidade
regenerativa e ao potencial de crescimento valvar [8].

O objetivo do presente estudo é analisar o
comportamento biolégico e o potencial de crescimento dos
heteroenxertos pulmonares porcinos descelularizados com
deoxicolato de sodio e etanol comparados com homoenxertos
criopreservados convencionais implantados na via de saida
do ventriculo direito de carneiros jovens.

METODOS

Este trabalho consiste no estudo comparativo de
homoenxertos criopreservados e heteroenxertos
descelularizados implantados em posicdo ortotdpica na via
de saida do ventriculo direito de carneiros, por meio de
circulacdo extracorpérea. Foram selecionados dez carneiros
jovens com idade entre 14 a 18 semanas (16,6 + 1,1) e peso
entre 33 e 41kg (37,1 + 2,5), os quais foram divididos em dois
grupos de cinco animais, de acordo com o tipo de valva
implantada. O primeiro Grupo (Grupo Desc) consistiu de cinco
animais, os quais receberam homoenxertos descelularizados,
e no segundo Grupo (Grupo Crio) foram implantados
homoenxertos criopreservados. Os animais foram
acompanhados clinicamente e por meio de ecocardiografia e
as valvas explantadas apds um periodo médio de seguimento
de 280 dias. O estudo experimental desenvolvido foi aprovado
pelo comité de Etica em Pesquisa com Animais PUC-PR, com
protocolo de pesquisa n® 913/03.

Heteroenxertos porcinos descelularizados

Os heteroenxertos foram colhidos de suinos jovens com
peso entre 25 e 30 kg. Os coragdes foram obtidos de forma
asséptica e os condutos pulmonares foram dissecados em
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fluxo laminar, mantendo-se um pequeno segmento de
miocérdio subvalvar. O didmetro interno dos condutos
pulmonares foi aferido com vela de Hegar e as valvas com
17 mm de didmetro foram selecionadas. As valvas foram
entdo conservadas em solucdo de Hanks (Sigma Chemical,
St. Louis, MO, USA) com antibidtico (penicilina 100U/ml,
estreptomicina 100pg/mL- e anfotericina B 250ng/mL*) a
4°C, entre 5 a 7 dias, para assegurar a esterilidade dos
enxertos. A descelularizagdo das valvas pulmonares
porcinas foi realizada utilizando-se deoxicolato de sodio
1%, por 24h, sob continua agitacéo, e etanol a 70%, por 30
minutos (Auto Tissue®™"). As valvas foram entdo
estocadas em meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI
1640, Sigma) até a data do implante.

Homoenxertos criopreservados

Os homoenxertos criopreservados foram colhidos de
carneiros jovens com peso entre 25 e 30 kg. Os coragdes
foram obtidos e dissecados nas mesmas condic¢Ges descritas
anteriormente e cinco valvas com didmetro interno de 17mm
foram selecionadas. As valvas foram estocadas em meio de
Hanks (Sigma Chemical, St. Louis, MO, USA) com a mesma
solucdo de antibidticos descrita anteriormente, por 48h.
Em seguida, as valvas foram lavadas em solucgdo salina a
0,9% e conservadas em meio RPMI com dimetilsulféxido
10% (Gibco® cdd:102270-106) e criopreservadas em freezer
de congelamento programado (Planer I11, KRYO 10 series)
com gradiente de congelamento de -1°C/min até -80°. As
valvas foram entéo estocadas a temperatura de -150°C em
freezer de armazenamento mecénico (Sanyo, Ultra-low
temperature).

O descongelamento das valvas antes do implante foi
feito com solugdo salina 0,9% a 42-50°C, usando diluicao
gradual de RPMI e soro bovino fetal (10%).

Técnica operatoria

Todos os animais receberam valium (Diazepan®, Nova
quimica-Sigma Pharma) 0,5mg/kg intravenoso como
medicacdo pré-anestésica. Em seguida, foi realizada
monitorizacdo cardiaca e monitorizagdo de pressdo invasiva,
procedeu-se a indugdo anestésica com 4mg/kg de propofol
(Diprivan®, Aztra Zeneca) e a manutencao anestésica com
propofol a 0,6mg/kg/min. Aventilagdo mecénica foi realizada
em respirador a volume Oxigel 1722 (Oxigel Mats. Hosps.
Ind. e Com. Ltda).

Os animais foram posicionados em decubito lateral
direito e sob condigdes estéreis foi realizada toracotomia
lateral esquerda, exposicdo do pericardio e heparinizagao
plena com dose intravenosa de 250U/kg. Apds, o atrio
direito e a aorta toracica descendente foram canulados e
instituida circulagdo extracorp6rea normotérmica com a aorta
aberta. O tronco da artéria pulmonar foi transseccionado e
as cuspides nativas foram removidas. Os enxertos foram

entdo implantados de modo ortotdpico, realizando linha de
sutura proximal e distal com prolene 4-0. A circulacdo
extracorporea foi entdo descontinuada e apés adequada
hemostasia o torax foi fechado por planos. O dreno torécico
foi removido uma hora ap6s o procedimento.

Apdbs o procedimento cirdrgico, os animais foram
encaminhados para o Hospital Veterinario PUC-PR. Foi
utilizado como agente analgésico flumexil meglumine
(Banamine®, Shering Plough) 1,5mg/kg. Como profilaxia
antibidtica utilizou-se Ceftiofur (Ceftiofur Exenel®, Pfizer)
1mg/kg e gentamicina (Gentamicina® Neo-quimica) 4mg/
kg de 12/12h por um periodo de 5 dias. Ecocardiografia
transtoracica de controle (Philips SONOS 5500 System) foi
realizada no 30° p6s-operatorio e antes do explante em todos
0s casos. O gradiente transvalvar pulmonar e o didmetro
sistolico em corte longitudinal da artéria pulmonar foram
obtidos. A ecocardiografia também foi utilizada para estimar
a fungdo valvar, mobilidade e espessamento das cUspides.

Explante valvar e analise

Os animais foram sacrificados nove meses apds a
cirurgia. Os procedimentos foram realizados utilizando
anestesia geral e sob condicGes assépticas. As valvas foram
ressecadas incluindo a por¢do muscular distal da via de
saida do ventriculo direito e um segmento distal da artéria
pulmonar nativa.

A andlise macroscdpica foi realizada no momento do
explante para deteccdo de trombo, ruptura valvar ou
calcificacdo. Apds, cada enxerto foi dividido
longitudinalmente em trés segmentos ao longo de suas
comissuras, cada um contendo uma cUspide e um segmento
de parede valvar correspondente. O primeiro segmento foi
enviado para analise de calcio e os outros dois para analise
histologica e imunohistoquimica.

Foi realizada espectrometria de absor¢do atdmica para
quantificar o contetdo de cdlcio nas valvas. Os espécimes
removidos do conduto e da cuspide foram liofilizados,
pulverizados e separados em amostras de mesmo peso.
Apbs, foi realizada hidrélise em HCI 6N por 8h. O contetdo
de calcio foi medido por absorgdo atémica (PERKIN
ELMER, 4100).

Para analise microscopica os espécimes valvares foram
divididos longitudinalmente no meio da clspide pulmonar
e apds foram embebidos em parafina. Segmentos de 4 1 de
espessura foram corados com hematoxilina e eosina (HE)
para caracterizacdo da distribuicdo celular, também
submetidos a coloragdo de Weigert para andlise das fibras
elasticas e Gomori para avaliar fibras colagenas.

Os estudos imunohistoquimicos incluiram coloracao
com fator V111 (Dako-cod. 0082) para identificacdo de células
endoteliais, CD3 para caracterizagdo de linfocitos T (Dako-
cod. A0452) e CD68 (Dako-cod. M0725) para detecgéo de
células intersticiais mesenquimais.
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Andlise estatistica

A comparacdo do contetdo de calcio, do diametro
valvar e do gradiente valvar médio entre os dois grupos
foi realizada pelo teste de Mann-Whitney, utilizado para
analise de valores ndo-paramétricos. Considerou-se valor
de P< 0,05 como sendo estatisticamente significativo.

RESULTADOS

Todos os animais sobreviveram a cirurgia e
apresentaram boa evolugdo no pos-operatdrio imediato.
Houve um 6bito tardio no Grupo Desc no 40° dia ap6s o
procedimento em decorréncia de endocardite. Todos 0s
animais remanescentes apresentaram evolugao clinica
satisfatoria até o periodo do explante. As valvas nos dois
grupos foram explantadas ap6s um tempo médio de 280 +
14 dias. No Grupo Crio, 0 peso médio pos-operatério
aumentou de 36 + 2,7 kg para 62,7 + 3,3 kg no momento do
explante. No Grupo Desc, 0 peso médio pré-operatorio foi
de 38 + 2,23 kg e no explante, de 60,2 + 2,58 kg.

Morfologia macroscopica valvar

A inspecdo morfoldgica macroscdpica das valvas nos
dois grupos ndo demonstrou evidéncia de trombo ou
ruptura. Calcificacdo ao nivel da linha de sutura estava
presente em todas as valvas nos dois grupos. No Grupo
Crio, dois condutos apresentavam pontos focais de
calcificacdo e outro conduto apresentava calcificacéo
grosseira. No Grupo Desc apenas um conduto apresentou
pontos focais de calcificacéo.

Apesar de ndo ser observada calcificagdo nas clspides
nos dois grupos, as clspides no Grupo Crio estavam mais
espessadas (Figura 1), quando comparadas com as do
Grupo Desc (Figura 2), no entanto, sem sinais de
deformacao, retracdo ou ruptura.

T 1 W ; ¥ .
Fig. 1 - Analise macroscopica da cuspide do homoenxerto
criopreservado. Foto demonstrando espessamento da clspide do
homoenxerto criopreservado explantado com 9 meses
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Fig. 2 - Analise macroscoépica da cuspide do heteroenxerto
descelularizado. Foto demonstrando auséncia de espessamento da
cuspide do heteroenxerto descelularizado explantado com 9 meses

Histologia e imunohistoquimica
Homoenxertos criopreservados (Grupo Crio)
Condutos

A microscopia eletrénica evidenciou perda de
celularidade e da estrutura trilaminar valvar do conduto
pulmonar, ndo sendo identificada membrana basal. As
fibras colédgenas e elasticas apresentavam-se
fragmentadas e com calcificagéo focal (Figura 3). Areas
multifocais de necrose e calcificagdo foram observadas
na camada média da parede valvar.

Havia predominancia de células inflamatérias na camada
adventicia do conduto préximo a linha de sutura, na interface
doador-receptor. Este infiltrado inflamatério era
predominantemente linfocitério (CD3+) com relacdo de célula
por micrémetro quadrado de 13,81 + 4,80, localizando-se
principalmente na adventicia, estendendo-se até a camada
média. Identificaram-se também macréfagos e mondcitos por
meio de marcador especifico CD68 na propor¢ao de 3,00 +
1,53 céls/um? e ndo foram identificadas células intersticiais
com caracteristicas para fibroblastos (Figura 3). As valvas
apresentavam camada endotelial em sua superficie, de forma
ndo homogénea, caracterizada pela imunomarcacdo para
Fator VIII (Figura 3). A distribuicéo das células endoteliais
na superficie valvar foi de 1,39 + 1,06 cels/um?.

Cuspide

A microscopia eletronica evidenciou alteracdo da
arquitetura normal das fibras coldgenas, com dano
estrutural e ruptura das fibras. As fibras elasticas
apresentavam-se fragmentadas e sem a arquitetura laminar
habitual. Observou-se, também, perda da estrutura
trilaminar da clspide.
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Fig. 3 - Analise histologica por microscopia 6tica dos enxertos
criopreservados. Fotomicrografias de corte histoldgico de conduto
pulmonar, heteroenxerto descelularizado, aumento 40x. A:
imunohistoquimica para Vimentina, observa-se presenca de células
com caracteristicas de fibroblastos. B: coloracdo de Gomori
demonstra fibras colagenas integras. C: imunohistoquimica para
fator VIII, evidenciando-se células endoteliais. D: coloragéo de
Weigert, observa-se a presenca de fibras elasticas integras

As cuspides apresentavam reducdo importante da
celularidade pela coloragdo com H&E. O intersticio
apresentava poucas células mesenquimais com morfologia
para fibroblastos, na proporcéo de 0,20 + 0,07céls/um? e
presenca de células inflamatorias positivas para CD3, na
proporcao de 4,34 + 1,51cels/um?. Foram observadas, por
meio de Fator VI, células endoteliais com distribui¢io focal
na proporgao de 0,72 + 0,42 cels/um?.

Heteroenxertos descelularizados (Grupo desc)
Conduto

A camada média da valva foi repovoada
predominantemente por células intersticiais com
caracteristicas de fibroblastos, com distribuigdo de 3,19 +
1,26 cels/um? (Figura 4A).

A coloragdo de Gomori evidenciou adequada
preservacdo da estrutura extracelular da matriz. As fibras
colédgenas apresentavam-se bem preservadas, sem
evidéncia de aumento dos espacos interfibrilares (Figura
4B). A coloragdo de Weigert ndo demonstrou distorgéo ou
fragmentacdo das fibras elasticas (Figura 4D).

Préximo a adventicia do conduto observou-se linfocitos
com distribuic&o dispersa 4,40 + 0,16 cels/um?e mondcitos
circundando os vasos sanguineos, na proporgdo de 7,83 +
4,69 cels/um2.

Na superficie do conduto foram evidenciadas células
endoteliais de distribuicdo focal 6,97 + 3,96 cels/um?,
conforme coloragdo para fator VIII (Figura 4C).

descelularizados. Fotomicrografias de corte histolégico de conduto
pulmonar, homoenxerto criopreservado, aumento 40x. A:
imunohistoquimica para Vimentina, auséncia de células intersticiais
com caracteristicas para fibroblastos. B: coloragdo de Gomori
demonstra degeneragdo das fibras colagenas. C:
imunohistoquimica para fator V111, observam-se células endoteliais.
D: coloragdo de Weigert com presenca de fibras elasticas rotas

Cuspide

A microscopia 6tica demonstrou manutengédo da
estrutura trilaminar valvar habitual. Foi evidenciado padréo
de migragdo celular da base da clspide em dire¢do a margem
livre. Na cuspide observou-se presenca de células
intersticiais, predominantemente células mesenquimais,
imunomarcadas para Vimentina, com morfologia para
fibroblastos e distribuigdo de 0,91 + 0,36 cels/um?2. A
populacao celular na ctspide também foi caracterizada pela
presenca de células inflamatorias na proporcgédo de
macrdfagos (CD68): 2,24 + 1,34 cels/um? e linfécitos (CD3):
1,26 + 0,27 cels/um?,

A base da cuspide apresentava maior quantidade de
células intersticiais quando comparada a por¢do média e
distal. Na por¢éo média da cUspide, observou-se predominio
de células inflamatorias, caracterizadas por mondcitos e
linfocitos.

A porgdo distal da cuspide era quase acelular e as poucas
células encontradas nesta area eram tipicamente células
inflamatdrias com caracteristicas para granulécitos,
representando uma reacdo inflamatéria inicial ndo especifica.

Espectrometria de absorcéo atdbmica

A espectrometria de absor¢do atdbmica mostrou alto
contetdo de calcio no Grupo Crio, quando comparado ao
Grupo Desc. A parede arterial dos enxertos criopreservados
apresentou um conteido médio de célcio de 1,59 + 1,02 g/
mg, enquanto que o grupo descelularizado apresentou
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contetido de célcio de 0,26 + 0,15ug/mg (P=0,016) (Figura
5). Nas cuspides do Grupo Crio, o contetido de calcio foi de
1,66 + 0,49 pg/mg, enquanto que, no grupo Desc, foi de
0,49+0,30 pg/mg (P=0,016) (Figura 6).
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Fig. 5 - Quantificacdo de calcio nos condutos dos Heteroenxertos
Descelularizados (D) e Homoenxertos Criopreservado (C).
Demonstracéo grafica do conteildo de calcio dos condutos das
valvas do Grupo Crio (C) e Grupo Desc (D), P=0,014

gy

L=

P || | [ . ) .
m;m jird = (= 1 [ (=3 L=l (]

Fig. 6 - Quantificacdo de calcio nas clspides dos Heteroenxertos
Descelularizados (D) e Homoenxertos Criopreservados (C).
Demonstragéo grafica do contetdo de calcio nas cuspides das
valvas do Grupo Crio (C) e Grupo Desc (D), P=0,016

Ecocardiografia

Né&o se observou insuficiéncia pulmonar significativa
em nenhum dos grupos analisados. No grupo Desc, a
morfologia e a mobilidade das cuspides apresentavam-se
inalteradas. Em dois animais do grupo Crio, foi observado
pequeno espessamento dos folhetos. Com relacdo ao
didmetro valvar ap6s 8 meses, foi evidenciado no Grupo
Crio um didmetro médio de 22,5 + 1,4 mm, enquanto que no
Grupo Desc, um didmetro médio de 27,7 + 2,1mm (P=0,025).
O gradiente transvalvar médio apds 8 meses no Grupo Crio
e no Grupo Desc foi, respectivamente, 2,24 + 0,97 e 2,56 +
0,85 (P>0,05).
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DISCUSSAO

A valvula cardiaca ideal deve ter adequado perfil
hemodinamico, baixa incidéncia de tromboembolismo e
adequada durabilidade. Os homoenxertos apresentam perfil
hemodindmico superior quando comparados aos
substitutos valvares convencionais, no entanto, eles ainda
apresentam durabilidade limitada, especialmente em
pacientes jovens. Além disso, sabe-se que 0s homoenxertos
ndo apresentam capacidade de crescimento, o que €
importante, especialmente na populagdo pediatrica. Apesar
dos homoenxertos criopreservados serem estruturas
viveis, eles perdem rapidamente sua celularidade ap6s o
implante e ndo contribuem para a renovacdo tecidual. De
fato, os elementos celulares presentes nos homoenxertos
podem ser considerados detrimentais, pois s&o antigénicos
e despertam resposta imune por parte do receptor [9]. O
auto-enxerto pulmonar é atualmente o Unico substituto
valvar com capacidade regenerativa e de crescimento, no
entanto, a cirurgia de Ross é tecnicamente complexa e
realizada em poucos centros capacitados.

Vaérios grupos descreveram a eficicia da técnica de
descelularizagdo com a intencdo de diminuir a
antigenicidade dos homoenxertos valvares [10]. Além disso,
também foi evidenciado que estas matrizes acelulares
apresentavam capacidade de serem repovoadas in vivo por
células do receptor ap6s o implante. Apesar de controverso,
0 uso de heteroenxertos descelularizados é uma técnica
bastante promissora devido & pequena disponibilidade de
tecidos humanos.

Vérios métodos para remover as células dos
homoenxertos e heteroenxertos foram propostos, com
varios niveis de eficacia no que diz respeito a
descelularizagdo e a manutencdo da estrutura da matriz.
Grauss et al. [7] demonstraram que mudancas na
constituicdo da matriz extracelular apés a descelularizagéo
quimica do enxerto poderiam levar a problemas no
repovoamento celular por células do hospedeiro,
dependendo principalmente do método utilizado para a
descelularizagdo. O uso do deoxicolato de sddio foi
reportado previamente com sendo um método adequado
para a descelularizagdo de valvas porcinas pulmonares e
adrticas [11]. No presente estudo, a extragdo celular com
deoxicolato de sddio néo resultou em mudancas estruturais
significativas na configuragdo das fibras de colageno da
matriz extracelular, o que é importante para oferecer um
adequado ambiente para o processo de remodelamento in
vivo da vélvula. Scebacher et al. [12] demonstraram que,
além de uma efetiva descelularizagcdo do enxerto, a
manutengao das propriedades biomecanicas da matriz é de
fundamental importancia para a durabilidade valvar.

As alteracfes estruturais que ocorrem nos
homoenxertos criopreservados ap6s o implante in vivo
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foram amplamente abordadas na literatura. Koolbergen et al.
[13] demonstraram que, durante o primeiro ano apés o
implante, ocorre importante reducédo na celularidade valvar e
que, apds um ano, o tecido valvar € quase que acelular. Neste
estudo, confirmamos estas observag@es, no entanto,
pudemos evidenciar que o endotélio valvar estava bem
preservado na superficie da maioria das valvas
criopreservadas. Outros experimentos demonstraram que a
capacidade de reendotelizagdo do carneiro é maior que a
observada em humanos. Jonas et al. [14] compararam
microscopicamente homoenxertos frescos e descelularizados
implantados na posi¢do pulmonar de carneiros jovens e
encontraram em ambos 0s grupos a persisténcia de endotélio
revestindo a clspide valvar.

No presente estudo, também constatamos grande
namero de linfocitos infiltrando as clspides e os condutos
dos homoenxertos criopreservados quando comparados
aos heteroenxertos descelularizados. Neves et al. [15]
demonstraram, em um estudo experimental, que o infiltrado
linfocitario nos homoenxertos persistiram mais que 2 anos
apos o implante. Os autores propdem que o infiltrado
inflamatdrio faria parte da reagdo imunologica causada pelo
enxerto, o que levaria ao declinio das células intersticiais e
subsequentes alteragBes histoldgicas.

Em contraste, no grupo descelularizado, encontramos
um processo de repopulacdo progressiva por células
intersticiais mesenquimais, com um padrdo de migracéo
celular do conduto em direcdo a clspide. A populagédo
celular na base da cuspide foi caracterizada como células
intersticiais, em maior quantidade em comparag&o a por¢ao
média e distal da cUspide. Em contraste, na porcéo distal da
cuspide foi encontrada uma populagdo maior de células
inflamatorias. Este dado sugere que a base do conduto
representa uma fase mais antiga do processo de
remodelamento celular e indica um padrdo de migracéo
celular em diregcdo a margem livre da cuspide. Elkins et al.
[16] também descreveram o processo de remodelamento
celular em um estudo experimental com valvas porcinas
descelularizadas. Sugeriram que a por¢ao média da cispide
e a porcao distal representam uma resposta mais recente de
remodelamento celular, onde uma populacgéo de células
inflamatdrias mononucleares encontram-se ativada.

Outro importante aspecto é a presenca de células
endoteliais na superficie dos enxertos descelularizados,
dispersas em ilhas, por vezes confluentes. A monocamada
de células endoteliais tem a funcdo de preservar os
componentes protéicos da matriz subendotelial, além de
evitar a proliferacdo fibrosa na superficie do enxerto. A
auséncia de uma superficie endotelial antitrombogénica
expde a matriz a corrente sanguinea e aumenta o risco de
trombose [17].

Steinhoff et al. [5] sugerem que uma ativa reorganizacdo
do tecido em uma matriz bem preservada é um importante

pré-requisito para o potencial de crescimento dos enxertos.
Nosso estudo demonstrou uma diferenca significativa entre
0S grupos, com relacdo ao didmetro dos enxertos
pulmonares obtidos por ecocardiografia no oitavo més apos
o implante. Uma hipdtese possivel para explicar esta diferenca
de didmetro entre os grupos poderia ser a dilatacdo da parede
do enxerto. Grauss et al. [7] demonstraram perda das
glicosaminoglicanos apds o processo de descelularizagao
quimica com Triton X-100, mais precisamente perda do sulfato
de condroitina. Este componente é localizado entre as
camadas de fibra colagena da matriz e tem a funcéo de diminuir
0 estresse entre as camadas e evitar a deformagdo e a
dilatacdo valvar. No presente estudo, ndo pudemos confirmar
a hipétese da dilatagdo valvar, uma vez que a parede do
enxerto ndo apresentava diminui¢do de espessura, no
momento do explante, quando comparada a valva nativa.
Também nos achados ecocardiograficos ndo se observou
insuficiéncia central do enxerto, 0 que seria esperado em
caso de dilatacdo valvar.

Em concluséo, os heteroenxertos descelularizados
apresentam comportamento biolégico diferente quando
comparados aos homoenxertos criopreservados, tornaram-
se parcialmente repovoados por células endoteliais e
intersticiais do hospedeiro e a matiz extracelular manteve-
se bem preservada, possibilitando adequado processo de
remodelamento celular. Embora o0s enxertos
descelularizados tenham apresentado maior didmetro
quando comparados aos criopreservados, outros estudos
incluindo microscopia eletronica para a avaliagdo da matriz
e uma maior amostragem ainda sdo necessarios para avaliar
o possivel potencial de crescimento dos enxertos
descelularizados.
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