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Compar ative experimental study between L-Hydro treated pulmonary homograft and fresh pulmonary

homograft
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Resumo

Objetivo: Buscando novasfor masde preservagéo detecidos
utilizamos o polietileno-glicol, método L-Hydro (LH), que
consiste na extragdo controlada de substancias antigénicas e
incor poragdo de agente antinflamatério e antitrombdtico.

Métodos: Em dez car neiros jovens, substituimos o tronco
pulmonar, em sete, por homoenxertos pulmonares (HP)
tratados pelo processo L-H e, em trés, por HP a fresco,
implantados ortotopicamente, sequidos por 320 dias. Os
carneiros foram avaliados por exames laboratoriais e
ecocar diogr aficos. Ao cabo dos 320 dias foram sacrificados,
procedendo-se a avaliagdo hemodinamica, radioldgica,
macr o/microscopica, optica e eletrbnica, varredura e
transmissdo. Resultados foram analisados pelo teste t de
Student de amostras independentes para dados continuos,
analise de variancia para medidasrepetidas, pelo teste exato
de Fisher para dados categoricos.

Resultados: Evolucgéo clinica e exames laboratoriais néo
conseguiram estabelecer diferencas significativas entre os
grupos. Ecocardiograma revelou diferengca quanto ao
gradiente médio pulmonar, significativa aos 10 meses, maior
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no grupo controle. Avaliagéo r adiol 6gica e macr oscépica ndo
estabeleceu diferencas. Na avaliagdo microscopica, optica/
eletrdnica, células de revestimento e intersticiais foram
encontradas nos dois grupos igualmente. O porcentual de
revestimento celular calculado nos dois grupos foi
semelhante. Nédulos de celularidade foram observados
somente no grupo de homoenxertos a fresco.

Conclusdes: Estes dados indicam que os dois grupos
apresentaram desempenho clinico e hemodinamico
semelhante. Ao ecocardiograma o grupo LH apresentou
melhor desempenho, e evidéncias histolégicas de
repopulacdo celular intersticial e endotelial. Na andlise
macr o/microscopica, optica/eletronica, o grupo L-Hydro
apresentou macroscopia, estrutura histolégica e
ultraestrutural semelhante ao homoenxerto fresco, a
excegdo de nodulos de maior celularidade intersticial,
presentes apenas no homoenxerto a fresco.

Descritores: Transplante homdlogo. Polietilenoglicdis.
Valvas Cardiacas. Ovinos.
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Abstract

Objective: In an effort to make available homogr afts
preserved in a smpler and less costly way, we evaluated the
polyethyleneglycol, L-Hydro (LH) method, that consistsin the
controlled extraction of antigenic substances and the
incor por ation of anti-inflammatory and anti-thrombotic agent.

Methods: We substituted the pulmonary trunk in ten
ovines, seven received LH treated pulmonary homografts
and three, fresh pulmonary homogr afts, orthotopically
implanted and followed-up for 320 days. Ovines where
evaluated by means of laboratory tests, echocardiographic
exams. At the 320 days, were euthanized, hemodynamic,
radiology, macroscopic, optic/electronic microscopic,
scanning/transmission evaluations were performed. Results
were analyzed by Student t test of independent samples for
continuous data, by variance analysis of repeated measur es,
and by Fisher exact test for categorical data.

Results: We couldn’t establish relevant differences in
clinical evolution and laboratory tests between groups.
Echocardiogram revealed difference in pulmonary medium

INTRODUCAO

Diversas enfermidades cardiovascul ares, congénitasou
adquiridas, determinam a necessidade de substitui¢éo de
valvas cardiacas ou a interposicdo de condutos valvados.
Estima-se que s3o realizadas anual mente pel o menos 60.000
substitui¢Bes valvares nos Estados Unidos da América e
170.000 no mundo [1]. A troca valvar muda a evolugdo da
enfermidade, trazendo nova perspectiva ao paciente, mas
para isto é necessario que tenhamos um substituto valvar
confiével. Por este motivo, hdmais de 40 anos busca-se um
substituto valvar ideal. As primeiras préteses foram
mecanicas e, em seguida, empregou-se a valva adrtica do
cadaver, retirada assepticamente, usando como meio de
preservacdo a liofilizagcdo [2] ou a solucdo de Hanks [3].
Eram os homoenxertos, que demonstraram bons resultados
no curto prazo. A evolugdo foi o conceito de “bioprétese’
[4], que associou material bioldgico montado sobre uma
base metdlica ou pléstica. As complicacdes inerentes as
proteses mecanicas e bioproteses, como o
tromboembolismo e adegeneracdo, condicionaram o retorno
ao uso dos homoenxertos, porém a dificuldade de sua
obtencdo permaneceul.

Para facilitar a sua disponibilidade e conservacéo,
empregou-se a criopreservagdo [5] com os Bancos de
Homoenxertos, método de escolha atual. Mesmo assim,
ainda permanecem alguns problemas, como o seu custo, a
sofisticagdo do método, a dificuldade de eliminacdo de
agentes infecciosos [6] e a degeneracdo no longo prazo
[1,7,8]. Outros processos, como adecelularizagdo estéo em
desenvolvimento, com resultados contraditérios. O desejo
de disponibilizar homoenxertos preservados de maneira
simples e econdmica, mantendo qualidade, nos levou a

gradient, which was significant 10 months follow-up, higher
in the control group. Radiologic and macr oscopic evaluations
didn’t established differences. In the optic/electronic
microscopic evaluation, liner and interstitial cells were
equally found in both groups. The cell liner percent
calculated in both groups was similar. Cellularity nodules
wer e observed only infresh homograft group.

Conclusions: These data indicate that both groups
presented similar clinical/hemodynamic performances. The
LH group’sechocar diogram presented a better performance.
It also presented histological evidences of interstitial and
endothelial cell repopulation. In the macro/optic and
electronic microscopic analysis, group L-H presented
macr oscopy/histological structure and ultra-structural
similar to the fresh group, with the exception of nodules
with higher interstitial cellularity, present only in the fresh
homogr aft group.

Descriptors: Transplantation, Homologous. Polyethylene
Glycols. Heart Valves. Sheep.

avaliar uma nova forma de preservagdo, com 0 uso do
Polietilenoglicol (PEG), que vem sendo empregado no
tratamento de tecidos desde longa data [9]. Para tanto,
comparamos morfol dgi ca e funcional mente o homoenxerto
pulmonar tratado pelo PEG, método L-Hydro, com o
homoenxerto pulmonar a fresco implantado
ortotopi camente em carneiros.

METODOS

Sel ecionamos 14 ovinos daraga Santa Inés (Ovis aries),
com idade entre 4 e 6 meses e peso entre 18 e 32 kg. Os
animaisforam submetidos aexameclinico geral por médico
veterinario, e considerados clinicamente sadios para a
intervencdo cirdrgica. Na preparacdo dos homoenxertos
usamos ovinos obtidos em abatedouro aprovado pelo
Ministério daAgriculturae pelo Servico deInsgpecdo Federal.

No caso dos homoenxertos L-Hydro, todo o
processamento aconteceu num periodo de até 36 horas da
morte do doador e constou das seguintes etapas:

e 12 etapa — extracdo dos antigenos ovinos e
mascaramento dos remanescentes sob oxidagdo quimica
controlada pelo uso do acido polietilenoglicol;

e 23 etapa — incorporacdo ao enxerto de agente
antinflamatério ndo esteroide (equivalente aaspirina) e de
um agente antitrombatico (equivalente a heparina);

o I etapa-— esterilizacdo do tecido em fase aquosa
de peroxido de hidrogénio (H,0,).

Concluido o processo de preservacdo, 0s enxertos
foram estocados em solugdo de etanol a 50% até sua
utilizag8o. Nosenxertosfrescos, os coragdesforam obtidos
em salacirdrgicacontigua, em condicdes estéreis. O tronco
pulmonar foi dissecado desde asuabifurcacdo atéaorigem,
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preservando-se pequena aba de tecido muscular do
ventriculo direito. Foram colocados em solucdo salina
geladaa4°C eimediatamente utilizados, caracterizando os
enxertos como “homovitais’.

Os animais foram operados por toracotomia esguerda
pelo 4° espaco intercostal (EIC), sob anestesia geral e
monitoriza¢do. Foi instituida a circulagdo extracorpérea
(CEC) AD-Ao0, em normotermia. O tronco pulmonar foi
ressecado, destruidas as vavulas pulmonares e interposto
0 homoenxerto por sutura continua. com fio monofilamentar
4-0. A CEC foi descontinuada, revista a hemostasia e
colocado dreno no hemitérax esquerdo, retirado apds
completar o fechamento do térax e areexpansdo pulmonar.

No pbs-operatério, os animais receberam cuidados de
rotina e antibidticos. Apés 7 dias, em condi¢des clinicas
satisfatdrias, foram transferidos para o biotério, onde
permaneceram em observacao didriapelo médico veterinério.

Redlizaram osexames|aboratoriais(hemograma, plaguetas,
cacio, fésforo, DHL), aos6 e 11 meseseexameecocardiografico
a0s 7 e 10 meses, avaliando os gradi entes pulmonares médio
eméximo, mobilidadeesuficiénciavavar. Aos320 diashouve
0 sacrificio eletivo sob anestesiageral, quando se procedeu a
avaliagcdo hemodindmica com o cateter de Swan-Ganz,
analisando pressdo venosa centrd (PVC), pressdo arteria
pulmonar (PAP), pressdo capilar pulmonar (PCP), débito
cardiaco e a arteriografia pulmonar. A seguir, por nova
toracotomia esquerda, a peca foi retirada, procedendo-se a
avaliacdo macroscépica por 3 observadores. Os itens
analisados [10] foram: estenose; insuficiéncia; deiscéncia;
presenca de vegetacOes; roturas/rasgos/abrasio; trombos nas
cuspides; trombos nos seios de Vasava; cacificacdo nas
cuspides; cacificacdo em seios de valsalva; flexibilidade,
espessamento e coaptacdo das clspides. As pecas em seu
conjunto foram radiografadas no mamagrafo para avaliar
calcificagdes e enviadasparaexame pelamicroscopiadpticae
eletrdnica, de varredura e de transmisso.

Todos os experimentos foram realizados no Centro de
Pesquisa da Labcor Laboratérios, mediante a aprovagéo
da Comissfo Cientificado Instituto do Corago e de Etica
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo e seguiram asnormas do Colégio
Brasileiro de ExperimentacdoAnimal (COBEA). Foi adotada
aNéminaAnatémicaVeterinéria.

A andlise estatistica foi executada com o auxilio do
programa SPSS versdo 12.0. Os dados continuos foram
apresentados por média e desvio padréo e os categéricos,
por contagens. Evitou-se 0 uso de percentuais devido ao
reduzido tamanho dos grupos em estudo. A significancia
estatistica das diferencas observadas foi obtida através do
teste-t de Student de amostrasindependentes para os dados
continuos, pela andlise de varidncia ANOVA e pelo teste
exato de Fisher nos dados categéricos. O nivel de
significanciaadotado foi de P < 0,05.
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RESULTADOS

O homoenxerto tratado pelo método L-Hydro apresenta
boa maleabilidade, facilidade para a interposicdo das
suturas e boa hemostasia. Dos 14 animais operados, 3
faleceram até 24 horas. Um dos animais sofreu acidente no
7° diade pos-operatdrio, efoi sacrificado. Constituiram-se
dois grupos. Grupo L-Hydro, com sete animais, e Grupo
Controle, com trés animais. Um dos carneiros do grupo L-
Hydro apresentou quadro infeccioso, com aparecimento
de nédulos no pescoco. Tratado com antibi 6ticos, melhorou
e permaneceu em observagdo até o tempo final do estudo.
Os outros animais mantiveram-se sem intercorréncias. Na
Tabela 1, apresentamos os dados de peso inicia e final,
ganho pondera e os exames laboratoriais realizados nos
dois grupos aos 7 e 12 meses. Ndo houve diferencas
significativas entre os dois grupos nosexameslaboratoriais
e no ganho ponderal. As médias, os erros-padrdo, o nivel
descritivo do teste-t de Student e a andlise de varidncia
destas varidveis constam da mesma tabela

O ecocardiogramarealizado no 7°e 10° més demonstrou
funcdo ventricular preservada em todos os casos. Com
excegdo do caso 1 do grupo L-Hydro, asvalvas pulmonares
foram bem visualizadas, abrindo-se sem restri¢bes. As
pressdes do ventriculo direito e o didmetro dos enxertos
ndo apresentaram diferencas. O gradi ente pulmonar maximo
e médio apresentaram diferenca aos sete meses, sendo 0s
valores maiores no grupo controle. Esta diferenca foi
significativa aos 10 meses, com 0 grupo controle
apresentando maiores gradientes. As médias, os erros-
padrdo, o nivel descritivo do teste-t de Student e aandlise
de variancia destas variaveis constam da Tabela 2.

A andlise hemodinamica ndo revelou diferencas entre
0s grupos quanto a PV C, PAP, PCP e débito cardiaco. As
médias, os erros-padrdo e o nivel descritivo do teste-t de
Student das variaveis hemodinamicas sdo apreentados da
Tabela 2. A angiografia pulmonar, os dois grupos
apresentaram homoenxertos suficientes, com valvulas de
mobilidade normal e sem estenoses, com exce¢do do caso
ndmero 1, do grupo I-Hydro, em que constatamos
insuficiéncia importante. A mamografia demonstrou
auséncia de imagens radiopacas sugestivas de cal cificacdo
(altadensidade) nas clspides pulmonares nos dois grupos
de enxertos, mas revelou imagens radiopacas sugestivas
de calcificagdo nas regides correspondentes as linhas de
sutura em ambos 0S grupos.

Naavaliagdo macroscopica, o caso nimero 1 do grupo
L-Hydro apresentou vegetacGes fibrinosas, parciamente
calcificadas, localizadas nos seios de Valsalva, com
destruicdo das vévulas. Todos os outros casos dos dois
grupos ndo apresentaram estenose, insuficiéncia,
deiscéncia ou ruptura/abrasdo. Apresentaram também
cuspides flexiveis, coaptadas e ndo espessadas. Presenca
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de trombo em cuspide constatou-se em caso do grupo L-
Hydro, de 2x4 mm, em uma cuspide. Ndo identificamos
trombo em culspide em nenhum caso do grupo controle.
Trombos no seio de Valsalva foram verificados em quatro
casos do grupo L-Hydro e em todos os casos do grupo
controle. Calcificagdo em vélvulas pulmonares verificou-
se apenas no caso 1 do grupo L-Hydro e em nenhum outro
caso dos doisgrupos. Calcificagdo do anel ndo foi verificada
em qualquer dos casos. Fotos da macroscopia estdo na
Figura 1. As variaveis macroscopicas examinadas séo
apresentadas da Tabela 3, analisadas pelo teste exato de
Fisher.

A microscopia0pticarevel ou clspides pouco retraidas,
com adelgacamento progressivo em direcdo abordalivre,
que apresentavam celularidade geralmente escassa ou

ausente e aspecto intensamente eusindfilo. Deformageral,
acelularidade intersticial predomina nas regides proximas
a0 anel e parece mais exuberante na metade voltada paraa
luz ventricular (camada ventricular esponjosa); entretanto,
nodulosde maior celularidadeintersticial foram observados
em areasintermédias das cuspides, nostrés casos controle.
Células atapetando parte da superficie das clispides foram
observadas em todos 0s casos, a excec¢do do nimero 1, em
ambas as faces (predominando aparentemente na
ventricular), tanto naregido préximaao anel como naproxima
a borda livre. No caso nimero 1, grupo L-Hydro, foi
detectado no miocardio cisto parasitario: Sarcocystis spp,
achado frequente em ovinos e ndo relaciondvel ao quadro
infeccioso apresentado por este animal. Achados da
microscopia Opticaestéo exemplificadosnaFigura 2.

Tabelal. Comparagdo de variaveis selecionadas entre os grupos L-Hydro e Controle

L-Hydro Controle
Variavel n=7 n=3 P P P
Idade (meses) 5,4+0,8 5,8+0,6 0,47*
Pesoinicial (Kg) 23,0+4,7 22,3+2,3 0,83*
Peso final (Kg) 40,4+9,3 39,0+2,6 0,81*
Ganho ponderal (Kg) 17,4+6,0 16,7+4,5 0,85*
Dadoslaboratoriais <0,001** 0,509 0,304
Hematdcrito (%)
7 meses PO 51,3t5,2 51,743,2
11 meses PO 71,3+5,3 75,0+3,5
Hemoglobina(g/dL) 0,022** 0,232 0,737
7 meses PO 13,8+2,1 12,4+1,8
11 meses PO 16,0+£1,7 15,2+1,0
Leucdcitos (n°/L) 0,151** 0,407 0,778
7 meses PO 7.150+2.997 5.817+2.157
11 meses PO 6.357+£2.854 4.666x£577
Célcio(mg/dL) 0,603** 0.084 0,283
7 meses PO 9,1+0,7 9,9+0,7
11 meses PO 9,3+0,6 9,2+0,4
Fosforo (mg/dL) 0,001** 0,216 0,030
7 meses PO 6,8+0,5 6,8+1,8
11 meses PO 7,6+£0,8 9,2+1,6
DHL (U/L) 0,340%* 0,019 0,084
7 meses PO 293+48 389115
11 meses PO 309+42 339+14
Plaguetas (n%L) 0,153** 0,443 0,545
7 meses PO 607.143+109.653 533.333£175.594
11 meses PO 614.285+106.904 550.000+150.000
Hemécias (n%pL) 0,796%* 0,145 0,665
7 meses PO 11.721+£4.177 15.200+2.227
11 meses PO 11.857+2.115 14.666+1.528

Os dados sdo apresentados como médiat dp

* S gnificancia estatistica obtida pelo teste t de Student

** Obtida pela Andlise de Variancias para medidasrepetidas. fator tempo
P, Obtida pela Analise de Variancias para medidas repetidas:. fator grupo
P, Obtida pela Analise de Variancias para medidas repetidas: fator interagéio
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Tabela2. Comparagdo de variaveis sel ecionadas entre os grupos L-Hydro e Controle

L-Hydro Controle
n=7 n=3 =] P, P,

Ecocardiograma
Gradiente méximo pulmonar (mmHg) 0,656** 0,049 0,758
7 meses PO ,8+2,2 5,4+1,9
10 meses PO 2,8+0,6 5,0+2,3
Gradiente médio pulmonar (mmHg) 0,301** 0,030 0,957
7 meses PO 1,8+1,4 3,4+0,7
10 meses PO 1,4+0,4 3,0£1,2
Pressdo VD (mmHg) <0,001** 0,418 0,506
7 meses PO 18,8+5,7 22,7+3,4
10 meses PO 34,5£5,9 39,6+2,7
Diémetro do enxerto pulmonar 0,335** 0,268 0,826
7 meses PO 21,0£2,2 19,3+0,6
10 meses PO 22,6+2,3 20,3+6,4
Dados hemodinamicos
PVC (cm de H,0) -0,57£1,31 0,50+0,87 0,24*
PAP (mmHg) 8,00+3,51 8,33+2,08 0,88*
PCP (mmHg) 3,90+0,89 4,50+4,77 0,78*
Débito cardiaco (ml/minuto) 4.35+843 4.393+907 0,56*

Os dados sdo apresentados como médiatdp

*Sgnificancia estatistica obtida pelo teste t de Student

**QObtida pela Analise de Variancias para medidas repetidas: fator tempo

P, Obtida pela Andlise de Variancias para medidas repetidas: fator grupo

P Obtida pela Andlise de Variancias para medidas repetidas: fator interagéo

mmHg — milimetros de mercurio; Pressdo VD — pressdo no ventriculo direito; PVC — pressio venosa central; PAP —
pressdo em artéria pulmonar; PCP — pressdo em capilar pulmonar; ml/minuto — milimetros por minuto

Fig. 1- Avalia¢do macroscopica. A) Grupo L-Hydro: calcificacdo
de1x1mmsubcomissural. Valvulasflexiveis. B) Grupo controle:
trombo organizado no Seio de Valsalva de 5 x 7mm. Valvulas
flexiveis. C) Grupo L-Hydro: trombo organizado na borda de
livre, de2 x 4mm. Valwulasflexiveis. D) Grupo L-Hydro: valvulas
flexiveis. Circulo amarelo mostra lo local da calcificagéo ou
trombo

286

Fig.2 - Microscopia Optica. A) Grupo L-Hydro: trombo em
organizacao no Seio de Valsalva.B) Grupo controle: nédulos de
maior cdlularidade. C) Grupo L-Hydro: Valvula comadelgagamento
progressivo emdiregdo a bordalivre, comcelularidadeescassa. D)
Grupo L-Hydro: ceularidade intersticial predomina nas regifes
préximas ao anel e parece maior na metade voltada para a luz
ventricular. Asteriscosmostramolocal do trombo organizado (A) e
local do nédulo demaior celularidade/(B)

A microscopia €l etrdnica de varredura demonstrou em
todos os casos, a excegdo do caso 1, areas de superficie
pavimentadas por células arredondadas ou aongadas, por
vezes com disposi¢cdo em paral elo, compativeiscom células
endoteliais, e que apresentavam o aspecto de endotélio
normal de ovinospublicado naliteratura. A Figura3 mostra
0 aspecto encontrado NOSs NOSSOS Casos.
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Tabela3. Comparagdo de variavei s macroscopi cas sel ecionadas entre os grupos L-Hydro e Controle

L-Hydro Controle
n=7 n=3 P

Macroscopia (calcificagdes e trombos)
Calcificagdo do anel 0 0 0,99
Calcificagdo das valvulas 1 0 0,99
Trombo no seio de Valsava 3 3 0,20
Trombo nas vélvulas 1 0 0,99
Macroscopia geral do homoenxerto
Estenose 0 0 0,99
Insuficiéncia 1 0 0,99
Deiscéncia 0 0 0,99
Vegetacdes 1 0 0,99
Ruptura/abraséo
Vélvulas 0 0 0,99
Vélvulas flexiveis 6 3 0,99
Vélvulas coaptadas 6 3 0,99
Vélvulas espessadas 1 0 0,99

Os dados sdo apresentados como contagens simples nas varidveis categoricas
P — Sgnificancia estatistica obtida pelo teste exato de Fisher
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Fig. 3 - Microscopia Eletronica de Varredura. A e B) Grupo L-
Hydro: células poliédricas, de revestimento, endoteliais,
semelhantes a paralelepipedo. C e D) Grupo Homoenxerto a
fresco: mesmo aspecto

A microscopia eletrénica de transmissdo demonstrou, em
meio a numerosas fibras de colégeno, presenca de células
ultraestruturalmente integras, de formato arredondado ou
alongado (mais comumente), com numerosas projecoes
citoplasméticas. NUcleo com cromatinacondensadanaperiferia
e citoplasma contendo organelas habituais, notando-se em
algumas, corplsculos e étron-densos. Aspecto ultraestrutural
compativel com céulasmesenquimaisviaveis, provavelmente
fibroblastos. Em quatro casos do grupo L-Hydro, foram
observadas cdlulas revestindo parcia mente os folhetos.

Taiscélulaseram semel hantes as descritas anteriormente,
apresentando projecdes citoplasméticas interdigitantes. Em
um destes casos, notou-se presencafocal de membrana basal
abaixo das citadas células e estruturas de juncdo celular
estavam presentes em dois outros casos. Em um destes,

Fig.4 - Microscopia Eletronica de Transmissao. A) Grupo L-Hydro:
célulasintersticiais preservadas. B) Grupo L-Hydro: abundante
pinocitose e granulos citoplasmaticos el etrodensos nas células
superficiais compativeis com células endoteliais em processo de
diferenciacdo. C) Grupo homoenxerto afresco: cdulaintersaticial
alongada bem preservada. Asteriscos ressaltam as células
intersticiais

notou-se a presenca de abundante pinocitose e granulos
citoplasméticos el étron-densos em algumas destas células
superficiais. Tais aspectos sdo compativeis com células
endoteliais, provavel mente em processo de diferenciacéo.
Os achados damicroscopia el etrdnica de transmi ssdo estéo
exemplificados na Figura4. A Tabela4 resume os achados
da microscopia optica e eletrénica e sdo analisados pelo
teste exato de Fisher.
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Tabela4. Comparacao de variaveis sel ecionadas entre os grupos L-Hydro e Controle

L-Hydro Controle
n=7 n=3 P

Microscopia Optica

Céulassuperficiais 6 3 0,99
Céulasinflamatérias 4 1 0,99
Noédulosde maior celularidade 0 3 <0,01
Microscopiaeletrénica

Células superficiais MET 4 0 0,20
CéulassuperficiaisMEV 6 3 0,99
Céulasintersticiais MET 7 3 0,99

Os dados sao apresentados como contagens simples nas variaveis categéricas

P — Sgnificancia estatistica obtida pel o teste exato de Fisher
CélulassuperficiaisMET — Presenca de células superficiais na microscopia el etronica de transmissdo; Células
superficiaisMEV - Presenca de células superficiaisna microscopia e etronicade varredura; Célulasintersticiais

MET - Presenca de célulasintersticiais na microscopia el etrdnica de transmissio

DISCUSSAO

A substituicdo valvar ou a interposicdo de condutos
valvados é um problema de grande magnitude, devido a
frequéncia em que sdo necessérias e a sua distribuicéo
geogréfica, que é universal. Impde-se o uso de um
substituto valvar de qualidade, pois del e depende o sucesso
do procedimento cirdrgico. Outros fatores de relevancia
sd0 a disponibilidade e o pregco. Ao se optar por substituto
valvar bioldgico, o ideal seriapodermosusar heteroenxertos,
com alguma forma de tratamento, pela facilidade de
obtencdo, embora a resposta imunolégica do receptor
anteveja-se maior que para o uso de homoenxertos.

Esta tentativa foi feita utilizando o método Sinergraft
(Cryalife, Inc.), decelularizando heteroenxertos. Apésbons
resultados experimentais, o uso clinico revelou-se
desastroso [11], sendo descontinuado. Permanece o
método sendo empregado em homoenxertos, com bons
resultados publicados [12]. A decelularizacdo de
heteroenxertos pelo acido deoxicdlico (DOA) demonstra
bonsresultadosexperimentais[13] e clinicoscom 24 meses
de observacdo [14]. Varios métodos de decelularizacdo
mostram-se promissores, como o dodecilsulfato de sédio
(SDS) empregado em homoenxertos[15], entre outros[16].

O método consagrado, em uso clinico atualmente, a
criopreservacdo, de bons resultados, ainda ndo é o ideal,
pois esbarra na complexidade, alto custo, dificuldade de
transporte aregides afastadas, dificuldade de esterilizacdo
de alguns organismos, e degeneracdo a longo prazo,
principalmente emjovens[17,18]. Enfim, abusca continua
O método L-Hydro, usando o polietilenoglicol (PEG), ja
testado em outros tipos de tecidos, apresenta-se como 0
mais simples, de baixo custo e pouco sofisticado. A
toxicidade reduzida do PEG foi demonstrada por Wicomb
et a. [19] e esta substancia mostrou-se eficaz quando
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adicionadaa solucdo de preservacdo miocardica, garantindo
aviabilidade funcional do 6rgéo por tempo mais prolongado
do que aquele preconizado com o uso de solucdes
cardioplégicas convencionais[20].

Também é atribuida ao PEG a propriedade
imunossupressora na qual esta fundamentada a
preservacao L-Hydro. Antigenos que se combinam com o
PEG manifestam reducdo de antigenicidade, como foi
relatado no trabalho de Collinset al. [21]. Nas palavras de
Cheung, “este é um processo que torna as células nao
viaveis, ndo agredindo a estrutura extracelular, ndo se
preocupando em retirar as células, diferindo da
decelularizagdo” . No nosso estudo, comparamos 0 grupo
L-Hydro com um grupo controle de homoenxertos “a
fresco”, com uso imediato, verdadeiros enxertos
“homovital”. Assim procedemos para termos como
referencial de comparag&o o “padrdo ouro” dos enxertos,
jaquetrabal hos clinicos publicados com o uso de enxertos
“homovital” mostram excepcionais resultados, atingindo
até 97% de enxertoslivres de degeneragcdo em 10 anos[22].
Na série de Yacoub, o uso clinico de homoenxertos
“homovital” foi fator independente de reducéo de
mortalidade[22]. Sabemos que qualquer processamento de
enxertos, incluindo aesterilizagdo com antibi6ticosde baixa
concentracdo, tem o potencial de alterar aviabilidade, bem
como as propriedades fisicas e antigénicas do tecido [23].
Usamos carneiros jovens, cuja estrutura cardiaca geral e
valvas se assemelha a humana [24], e que sdo tradicionais
model osdeinvestigacdo [ 25], pois apresentam cal cificagtes
precocemente. Um fator que se tem que levar em conta na
andlise dos resultados € a baixa reacdo antigénica dos
carneiros, por exemplo, usa-se sangue entre 0s animais sem
testar o sistema ABO/Rh, sem qualquer consequéncia
danosa. N&o sabemos quanto este fato possa influenciar
na repopulagdo encontrada, ja que um dos mecanismos
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estabelecidos clinicamente para a degeneracdo €, sem
dlvida, a reacdo antigénica [18]. O nimero de carneiros
obedeceu a International Standard Organization - 1SO
5840, 32 Edicdo, publicada em 1996 e revista em 2005.
Tivemos 3 ébitos imediatos e o carneiro sacrificado aos 7
dias (sofreu acidente desarticulando o membro anterior
esquerdo) foi necropsiado, apresentando o enxerto em boas
condicdes. Nossos resultados ecocardiograficos
demonstraram que a conservacdo L-Hydro foi mais
favoravel que a “a fresco/homovital”, propiciando
gradientes menores aos 10 meses. A microscopia Optica
mostrou “nédulos de maior celularidade” somente nos
homoenxertos frescos, sendo este um achado encontrado
naliteratura[26], e que atribuimos aumarecelularizagdo via
hematica, que o0 método L-Hydro ndo proporcionou. Os
modelos animais, embora com anatomiamuito semelhante
a humana, possuem antigenicidade diferente, o que pode
levar aresultados ndo reprodutivei s quando do uso clinico.

CONCLUSOES

A comparag@o do homoenxerto pulmonar conservado
pelo método L-Hydro com o homoenxerto a fresco,
implantado ortotopicamente em carneiros jovens, seguidos
por 320 dias mostrou:

e O homoenxerto tratado pelo PEG apresentou
desempenho clinico e hemodindmico semelhante ao
homoenxerto afresco. O desempenho ecocardiogréfico foi
melhor;

e O homoenxerto tratado pelo PEG apresentou
evidéncias histol dgicas de repopulacdo celular intersticial
eendotelial;

¢ O homoenxerto tratado pelo PEG apresentou estrutura
histol 6gica e ultraestrutural semelhante a0 homoenxerto a
fresco, a excegcdo de nodulos de maior celularidade
intersticial, presentes apenas no homoenxerto a fresco.
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