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DOURADO, Raisa Cavalcante. Efeitos da reducéo do tempo de fixacdo em glutaraldeido
e da descelularizacdo sobre as caracteristicas do pericardio bovino e sua calcificacéo in
vivo. 2022. Orientador: Marcio Cajazeira Aguiar. 135 f. Tese (Doutorado em Processos
Interativos dos Orgéos e Sistemas) — Instituto de Ciéncias da Satde, Universidade Federal
da Bahia, Salvador.

RESUMO

Introducao: Bioproteses valvulares cardiacas, fabricadas com pericardio bovinofixado em
glutaraldeido, sdo as mais utilizadas para substituir valvas defeituosas na doenca valvar
cardiaca. Entretanto, requerem substituicdo entre 10 a 15 anos apds implantacdo, por
degeneracdo estrutural associada a calcificacdo que ocorre nos folhetos de pericardio bovino
da bioprotese. As principais estratégias para minimizar a calcificacdo tardia pés-implante
sdo voltadas para o processamento quimico desse pericardio. A reducédo do tempo de fixagédo
com glutaraldeido, a incubacdo em aminoécidos para a inativacdo dos aldeidos residuais de
glutaraldeido e a descelularizacdo prévia do pericardio bovino ja foram sugeridas na
literatura, mas carecem de maior investigacdo para uma efetiva aplicacdo clinica. Além
disso, o efeito combinado das referidas técnicas anticalcificantes ainda néo foi estudado.
Objetivo: Avaliar o efeito da descelularizacdo e da reducdo do tempo de fixacdo com
glutaraldeido sobre as propriedades fisicas de pericardios bovinos, em comparacdo com
pericardios certificados, bem como analisar o efeito desses tratamentos sobre a calcificacao
in vivo de pericardios bovinos destinados ao uso em biopréteses valvulares cardiacas.
Material e métodos: Os pericardios bovinos foram divididos em grupos: PB10d (fixados
com glutaraldeido por 10 dias), PB5d (fixadas com glutaraldeido por 5 dias) — ambos
celularizados, e PB5dAC (amostras acelulares e fixadas com glutaraldeido por 5 dias). Apds
a fixacdo, todas as amostras foram tratadas em solucdo do aminoacido &cido glutamico e
caracterizadas por testes mecanicos e de estabilidade térmica, além da avaliacao histologica
por microscopia de luz, microscopia eletrnica de varredura e analise para o teor de calcio
por espectrometria de emissdo Gtica, com plasma indutivamente acoplado. Os tecidos foram
implantados em tecido subcutaneo de ratos e foram obtidos explantes seriados apds 7, 14,
28, 60 e 120 dias foram submetidos a nova avaliagcdo com as mesmas técnicas supracitadas.
Resultados: A analise microscopica revelou modificagBes nas fibras colagenas e elésticas
nos grupos de PB10d e PB5dAC, mas ndo houve alteragdes nas propriedades mecanicas e
térmicas teciduais. Para todos os tempos bioldgicos empregados no estudo, a reacéo
inflamatdria foi similar entre PB5d e PB5dAC e menos intensa em comparacéo com PB10d.
Os valores de calcificagdo foram baixos em todos 0s grupos, com um menor contetdo de
calcio em PB5dAC. Concluséo: O tratamento combinado de descelularizagéo, fixagdo com
glutaraldeido por 5 dias e pos-tratamento com &cido glutdmico diminuiu a calcificagéo e a
inflamacdo do pericardio bovino em um modelo de implantagdo subcutanea em ratos, sem
alterar as propriedades fisicas e bioldgicas, importantes para a confeccéo de BVCs.

Palavras-chave:  bioproteses;  calcificagcdo;  pericardio  bovino;  glutaraldeido;
descelularizacao; acido glutamico



DOURADO, Raisa Cavalcante. Effects of reduced glutaraldehyde fixation time and
decellularization on the characteristics of bovine pericardium and its calcification in
vivo. 2022. Advisor: Marcio Cajazeira Aguiar. 135 s. Dissertation (Master in Interactive
Processes of Organs and Systems) — Institute of Health Sciences, Federal University of
Bahia, Salvador, 2022.

ABSTRACT

Introduction: Bioprosthetic heart valves manufactured with bovine pericardium fixed in
glutaraldehyde are the most used to replace defective valves in heart valve disease. However,
they require replacement between 10 and 15 years after implantation, due to structural
degeneration that is associated with calcification that occurs in bovine pericardium leaflets
of bioprosthesis. The main strategies to minimize late post-implantation calcification are
focused on the chemical processing of bovine pericardium. The reduction of fixation time
with glutaraldehyde, the incubation in amino acids for the inactivation of residual
glutaraldehyde aldehydes and the previous decellularization of bovine pericardium have
already been suggested by literature, but they need further investigation for an effective
clinical application. Furthermore, the combined effect of said anti-calcification techniques
has not yet been studied. Objective: To evaluate the effect of decellularization and reduction
of fixation time with glutaraldehyde on physical properties of bovine pericardium samples
compared to bovine certified pericardium samples, as well as to analyze the effect of these
treatments on in vivo calcification of bovine pericardium samples intended for use in heart
valves bioprostheses. Material and methods: The bovine pericardium samples were
divided into groups: BP10d (fixed with glutaraldehyde for 10 days), BP5d (fixed with
glutaraldehyde for 5 days) - both cellularized, and BP5dAC (acellular samples and fixed
with glutaraldehyde for 5 days). After fixation, all samples were treated in glutamic acid
amino acid solution and characterized by mechanical and thermal stability tests, in addition
to histological evaluation by light microscopy, scanning electron microscopy and analysis
for the content of calcium by inductively coupled plasma optical emission spectrometry. The
tissues were implanted in subcutaneous tissue of rats and serial explants that were obtained
after 7, 14, 28, 60 and 120 days were submitted to a new evaluation by ML, SEM and ICP-
OES. Results: Microscopic analysis revealed changes in collagen and elastic fibers in the
BP10d and BP5dAC groups, but there were no changes on tissue mechanical and thermal
properties. For all biological times employed in the study, inflammatory reaction was similar
between BP5d and BP5dAC and less intense compared to BP10d. Calcification values were
low in all groups, with a lower calcium content in BP5dAC. Conclusion: The combined
treatment of decellularization, fixation with glutaraldehyde for 5 days and post-treatment
with glutamic acid decreased bovine pericardium calcification and inflammation in a model
of subcutaneous implantation in rats, without altering physical and biological properties
which are important for the manufacture of bioprosthetic heart valves.

Keywords:  bioprostheses; calcification;  bovine  pericardium; glutaraldehyde;
decellularization; glutamic acid
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1 INTRODUCAO

Muitos pacientes com doenca valvar cardiaca (DVC) se submetem a intervencdes
cirdrgicas para a substituicdo de valvas defeituosas por biopréteses valvulares cardiacas
(BVC), fabricadas principalmente a partir de pericardio bovino (PB). Outra op¢do de
substituto valvar sdo as proteses mecanicas, menos utilizadas ao devido alto potencial
trombogénico.’ Um aspecto importante para garantir propriedades adequadas das biopréteses
de PB é a fixacdo tecidual com glutaraldeido (GA), principal reagente quimico utilizado na
preparacdo do PB destinado as BVCs, para reduzir aimunogenicidade e aumentar a resisténcia

a degradacio enzimatica no organismo receptor.?

O GA é um dialdeido capaz de interagir de modo permanente com a matriz colagénica,
por meio de ligacdes cruzadas intra e interproteicas que melhoram a estabilidade mecanica e
a preservacao estrutural de patches empregados em reparos vasculares e de biopréteses de
PB.3 No entanto, os dispositivos valvares preparados com o PB fixado com GA (GAPB) tem
durabilidade limitada e requerem substituicdo no periodo de 10 a 15 anos ap06s implantacao,
por falhas de funcionamento associadas a deterioracdo estrutural dos folhetos teciduais de PB.

Tais falhas podem ser causadas por fadiga mecanica e por calcificacéo distrofica.*®

O mecanismo de calcificacdo das bioproteses é multifatorial e pouco compreendido,
mas hé evidéncias de que fosfolipidios teciduais, provenientes de células desvitalizadas, € a
presenca de grupos aldeidos livres residuais, derivados do tratamento com o GA, tenham um
papel importante na formacao de focos de calcificacdo por serem sitios de alta afinidade para
deposicéo de calcio.”® O tecido bioldgico, mesmo apos o tratamento quimico com GA, pode
conter formas residuais de aldeidos, pois em solucbes de GA podem formar-se diferentes
especies quimicas poliméricas relacionadas com a liberacao lenta de grupos aldeidos livres no
tecido fixado®. Além disso, a presenca de grupos de aldeidos no tecido fixado também pode

ser resultante da reaco incompleta de GA com proteinas de tecido.”

Com intuito de melhorar as valvulas cardiacas de tecido fabricadas com PBs, existe um
grande interesse em minimizar a calcificacdo pés-implantagdo. Uma bioprétese de GAPB
ideal é aquela que induz o minimo de calcificagdo, enquanto preserva o0 maximo de suas
propriedades mecanicas.®® Ao longo das (ltimas décadas, vérias estratégias
anticalcificantes tém sido investigadas, incluindo a remocdo de fosfolipidios e a reducéo de
grupos aldeidos livres no tecido. Os métodos para diminuir os grupos de aldeidos residuais
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disponiveis para a calcificagdo no PB incluem a reducdo do tempo de fixacdo com GA e a
neutralizacdo desses grupos funcionais por incubacdo do tecido em solugdes com

aminoacidos.

Sabe-se que a etapa de fixacdo com GA € essencial para reduzir a antigenicidade e
melhorar a estabilidade biomecanica do GAPB pds-implantacéo.***® Contudo, o0 GA parece
danificar a matriz extracelular (MEC) do GAPB, o0 que predispde o tecido ao estresse
mecanico e compromete a durabilidade da bioprétese em longo prazo.'’® De forma
promissora, ha estudos que mostram a preservacao de propriedades fisicas de PBs submetidos
a curtos periodos de incubagio em GA.**1%-2L Sendo assim, seria possivel supor que o tempo
de fixacdo com GA de PB, destinados ao uso em bioproéteses, poderia ser reduzido para
diminuir os efeitos indesejaveis produzidos por esse reagente quimico, com a preservagado das

propriedades mecanicas necessarias para seu emprego na substituicdo de valvas cardiacas.

A incubacdo de PB fixado com GA em solugfes de aminoacidos € uma outra estratégia
para reduzir a influéncia dos aldeidos residuais na calcificacdo do PB. Estudos com diferentes
aminoéacidos ja demonstraram que esse procedimento reduz a calcificacdo de biopréteses, em
comparaGao com materiais processados apenas com GA?>24, pois os aminoacidos reagem com
os aldeidos livres no tecido, com a consequente inativacao desses. Assim, pode-se reduzir de
modo permanente a disponibilidade de grupos eletrofilicos expostos a ligacdo com ions calcio.
Esta técnica esta associada a exposicdo de tecidos bioldgicos sob pH acido? ou alcalino?®,
pois, em ambos os valores de pH, as espécies poliméricas de GA podem ser despolimerizadas.
Por conseguinte, os grupos aldeidos livres no tecido fixado podem ser neutralizados com um
aminoacido natural que reage com esses grupos e formam ligacdes quimicas estaveis que

resistem aos processos hidroliticos, quando expostos a condicdes fisioldgicas. 2

O uso do aminoacido acido glutamico no processamento de GAPBs destinados a
fabricacéo de bioproteses ndo tem sido amplamente relatado na literatura, mas alguns estudos
ja demonstraram uma alta eficacia anticalcificante desse agente em tecidos GAPB,
implantados em subcutaneo de ratos?®°, sem alterar as propriedades fisicas dos tecidos

tratados.3!

Outra forma de mitigar as taxas de calcificacdo observadas em biopréteses de PB seria
submeté-lo a um processo prévio de descelularizacdo. Esta técnica laboratorial visa a remocao
de material celular e nuclear potencialmente capaz de interagir com o calcio®>%, além de

diminuir a sua antigenicidade e o risco de rejei¢do ao enxerto.* O uso clinico bem sucedido
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do PB para aplicacOes cardiovasculares depende da preservacdo das suas propriedades
mecanicas, como resisténcia a tracdo, modulo de elasticidade e resisténcia a fratura. Assim,
uma técnica de descelularizacéo ideal deve remover o material celular com minimos danos a
MEC, pois a arquitetura e o conteudo das fibras colagenas e elasticas dos folhetos teciduais

de PB sdo responsaveis por sustentar a resposta mecanica das proteses.®3*

Contudo, alguns tratamentos de descelularizagdo falham em preservar a estrutura
original do PB, ainda que alguns trabalhos tenham demonstrado um efeito anticalcificante
com boa preservacio da estrutura colagénica de PBs, ap6s o seu processamento.l’:33:35.36
Assim, estudos adicionais in vivo sdo necessarios para determinar se a descelularizacao
produziria materiais mais biocompativeis e com propriedades anticalcificantes e biomecanicas

superiores as biopréteses comercialmente disponiveis.

O processo de descelularizagdo emprega métodos fisicos, bioldgicos e quimicos e muitos
protocolos tém sido desenvolvidos com diferentes substancias quimicas, concentracdes e
tempos de exposicdo.>®3” Os agentes quimicos mais utilizados s3o os detergentes idnicos
(Triton X-100), ndo ibnicos (desoxicolato de sédio, dodecilsulfato de sodio - SDS) e agentes
enzimaticos bioldgicos (DNase, RNase, tripsina).®’3® No entanto, muitas das propriedades

mecanicas, estruturais ou bioldgicas sdo alteradas no processo de descelularizagio.**?

Recentemente, a Braile Biomédica® desenvolveu um protocolo para descelularizagédo de
PB a base de surfactantes idnico dodecil sulfato de sodio (SDS) e neutro (Triton X-100) que
ndo altera a carga eletrostatica da molécula de colageno, o que é importante para manutencao
da sua estrutura. O material processado pela técnica apresentou biocompatibilidade adequada
em ensaios in vitro (1SO 10993-3, 10993-4, 10993-5, 10993-6, 10993-10, 10993-11) e in vivo,
em modelos animais de queimadura*® e como matriz transdérmica sobre implantes de protese

mamaria.** Para o uso em cirurgia cardiovascular, novas pesquisas s&o aguardadas.

Com base no exposto, considerando os resultados alcangados por estudos que avaliaram
a influéncia de algumas técnicas laboratoriais sobre o material GAPB, seria relevante a
realizacdo de um estudo experimental com base na unido das técnicas de descelularizacéo, a
reducdo do tempo de fixacdo com GA e 0 poés-tratamento com acido glutamico, a fim de
avaliar a sua influéncia sobre a calcificacdo e a respostas inflamatoria. Nesse sentido, existem
evidéncias de que a combinacdo de estratégias anticalcificantes pode resultar em um efeito

sinérgico vantajoso para aumentar a durabilidades das BVCs.1023:24:45
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Sabendo-se que algumas estratégias anticalcificantes podem danificar a MEC do PB e
causar distorcdes em suas propriedades mecanicas - as quais podem interferir no
funcionamento e na durabilidade deste material, quando empregado como substituto valvar -
a caracterizacao fisica do material é essencial para avaliar o impacto dessas estratégias sobre

o pericérdio, particularmente quando essas técnicas estdo associadas.

O presente trabalho avaliou os efeitos da descelularizacéo e da reducdo do tempo de
fixacdo de PB nas caracteristicas fisicas do material antes da implantac&o e na calcificagéo,
apos a implantacdo em tecido subcutaneo de rato. Para avaliar o efeito da unido de diferentes
técnicas anticalcificantes, elas foram combinadas entre si e com o pos-tratamento em acido
glutdmico para inativacdo de aldeidos residuais. As interaces com o meio fisioldgico,
induzidas apds a implantacdo, foram observadas por meio de avaliagdo histoldgica dos tecidos
explantados, com base em parametros como o grau de calcificacdo, a resposta inflamatoria,

neovascularizacdo e preservacao da estrutura original de colageno e elastina.
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2 JUSTIFICATIVA

O GAPB continua sendo o material de escolha para a fabricacdo de BVC, por apresentar
caracteristicas histoldgicas semelhantes ao de valvas cardiacas humanas naturais, além de ter
maior biocompatibilidade e menor trombogenicidade em relagdo aos materiais de origem
sintética. No entanto, a obtencdo de materiais biocompativeis, com menor potencial
calcificante e com caracteristicas fisicas adequadas, continua sendo um desafio para aumentar

a longevidade clinica dos substitutos valvares.

Muitas estratégias anticalcificantes vém sendo investigadas, tais como a reducéo do
tempo de fixacdo do PB em GA, a descelularizacéo tecidual prévia e o tratamento com acido
glutdmico. Diferentes experimentos envolvendo essas técnicas foram realizados e
demonstraram resultados preliminares promissores. Contudo, novos estudos sob diferentes
conjuntos de condicGes experimentais sdo aguardados para uma efetiva aplicacdo. Para iniciar
a fabricacdo de bioproteses de PB, o material deve, além de apresentar taxas minimas de
calcificagdo, sustentar uma performance mecénica adequada ao uso clinico e atender aos
requisitos de biocompatibilidade previstos (1SO 10993-6, 2016).

Nesse sentido, a metodologia da presente pesquisa foi planejada de forma que as suas
descobertas pudessem ter efeitos diretos no desenvolvimento de novas bioproteses. Para isso,
estudaram-se os efeitos das referidas técnicas de processamento sobre a resposta bioldgica,
mediante modelo de implantacdo do material em animal e analisaram-se também as
propriedades fisicas do material, que sdo altamente dependentes da condicdo de
processamento e tém efeitos diretos no desenvolvimento de novas BVCs. Além disso,
sabendo-se que a performance clinica de uma bioprétese de PB pode ser ampliada pela unido
de varias técnicas anticalcificantes, este estudo avaliou de forma inédita o efeito combinado

das diferentes estratégias anticalcificantes supracitadas.
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3 OBJETIVOS

Esta secdo apresenta os objetivos estabelecidos para este estudo, segundo o tipo de

pesquisa adotado.

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da reducéo do tempo de fixacdo com GA e da descelularizacdo sobre as
propriedades fisicas do PB e a calcificacdo in vivo do tecido em um modelo de implantagdo

subcutanea em ratos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Caracterizar as propriedades fisicas (térmicas e mecanicas) do PB fixado com GA
por 5 dias e compara-lo com tecidos de PB fixados por 10 dias;

v Comparar a resposta inflamatéria e a calcificacdo induzida por tecidos de PB fixados
em GA, sob tempo reduzido e tempo padro;

v Caracterizar as propriedades térmicas e mecanicas do PB acelular fixado com GA por
5 dias e compara-lo com tecidos de PB ndo descelularizados;

v Comparar a resposta inflamatoria e a calcificacdo induzida por tecidos de PB acelular
fixado com GA por 5 dias e PBs ndo descelularizados fixados por 5 dias;

v" Avaliar, por andlise de teor de calcio, os efeitos de um protocolo combinado de
descelularizacdo, fixacdo com GA por 5 dias e tratamento com acido glutdmico para

evitar a calcificagdo de PB para confeccdo de BVC,;
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4 REVISAO DE LITERATURA

Esta secdo apresenta a base tedrica que deu sustentacdo a esta pesquisa, dividida em
oito subsecdes.

4.1 DOENCA VALVAR CARDIACA (DVC)

A doenca valvar cardiaca (DVC) abrange um conjunto de entidades clinicas que afetam
o funcionamento das valvas cardiacas, estruturas compostas de tecido conjuntivo denso e
endotélio que auxiliam no fluxo unidirecional do sangue pelo coracdo. Existem quatro valvas
cardiacas: (1) a valva atrioventricular esquerda (mitral) ou bicuspide, que apresenta duas
cuspides e possibilita o fluxo sanguineo entre atrio e ventriculo esquerdos; (2) a valva
atrioventricular direita ou tricuspide, que apresenta trés cuspides e possibilita o fluxo
sanguineo entre atrio e ventriculo direitos; (3) a valva do tronco pulmonar, localizada na saida
do ventriculo direito para o tronco pulmonar; (4) e a valva da aorta, localizada na saida do

ventriculo esquerdo para a artéria aorta.

As alteracOes valvares podem ser congénitas ou adquiridas por condicdes sistémicas ou
locais. Os fatores causais mais conhecidos sdo a febre reumatica, endocardites, doencas
autoimunes, doenca coronariana, cardiomiopatia, calcificacdo degenerativa associada com a
idade, tabagismo, hipertensdo, hipercolesterolemia, diabetes mellitus, sindrome metabdlica e
alteracOes locais sem fatores de risco conhecidos, como prolapso da valva mitral.*” Qutras
causas emergentes incluem a doenca valvar induzida por radiacio e medicamentos.®
Sabidamente, fatores socioeconémicos influenciam nos padrdes epidemioldgicos da DVC,
pois a morbimortalidade dessa doenca em paises de baixa renda relaciona-se, muitas vezes,
com a febre reumatica, enquanto a maioria dos casos de DVC nos paises de alta renda esta
associada ao processo de calcificacdo degenerativa, sobretudo da valva adrtica.* De forma
geral, em todo o mundo, hd uma crescente prevaléncia de valvopatias e a demanda por

intervencgOes devera atingir 850 mil pessoas até 2050.48

Sabe-se que a incidéncia de DVCs aumenta com a idade e a estimativa global é de que
aproximadamente 40% das pessoas acima de 75 anos apresentem algum grau de calcificacdo
valvar, sem efeito hemodindmico ou com estenose adrtica grave, que requer substituicdo

valvar.® Dados do Euro Heart Survey on Valve Heart Disease indicaram uma incidéncia de
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6% de DVC para doenga mitral e adrtica em pacientes com idade > 75 anos, enquanto a
incidéncia foi inferior a 1% nos pacientes mais jovens (idade < 64 anos).** Em estudo
prospectivo, Nkomo e colaboradores (2006) observaram os resultados de exames
ecocardiograficos em 11.911 adultos, em trés grandes estudos epidemiologicos de base
populacional. Ao final do estudo, 615 pacientes (5,1%) apresentaram alteracGes valvares
moderadas ou graves. Ndo houve diferencas quanto ao sexo dos individuos acompanhados,
mas a prevaléncia de doenca valvar aumentou significativamente com a idade, de 0,7% no

grupo composto de 18 a 44 anos para 13,3% no grupo de 75 anos ou mais.>°

O aumento da prevaléncia de DVCs relaciona-se, portanto, com 0 progressivo
envelhecimento da populagdo mundial e com o surgimento de fatores de risco associados a
novos estilos de vida em paises industrializados, como é o caso das valvopatias relacionadas
a farmacos supressores do apetite e ao tratamento da enxaqueca.! De acordo com um estudo
de coorte populacional no Reino Unido, o nimero de idosos com DVC deve dobrar até 2056,
motivo pelo qual a DVC ja foi descrita como a “proxima epidemia cardiaca”.®® Embora a
prevaléncia de DVC seja menor quando comparada a doencas cardiacas coronarias, as
anormalidades valvares representam um importante problema de saude publica, com altas
taxas de morbimortalidade, necessidade de acompanhamento de longo prazo, grande
complexidade e altos custos de tratamento e impactos aos sistemas de satide. 38

Até 0 momento, ndo existe nenhuma terapia médica comprovada para tratar ou reverter a
deterioracdo das valvas cardiacas e a evolucdo do quadro pode levar a disfuncdes, como
estenose ou regurgitacdo. Nesses casos, a sua substituicdo representa a Gnica opgao, sempre
que a valvoplastia estiver contraindicada.®®>® A cirurgia para tal substituicio é um
procedimento usual, que consiste na excisdo das valvas nativas e sua substituicdo por proteses
valvulares.> O implante de protese valvular é o tratamento de escolha para DVCs em todo o
mundo, mesmo em pacientes idosos. Estima-se que sejam realizadas anualmente cerca de 300
mil cirurgias de substituicdo da valva aortica e esse nimero cresce anualmente na maioria dos
paises®8, sobretudo ap6s o advento de dispositivos percutaneos para tratamento cirtrgico de

substituicdo valvar.3348
4.2 SUBSTITUTOS VALVARES PROTETICOS

Com o desenvolvimento de sistemas de circulacdo extracorporea na década de 1950, o

escopo das cirurgias de valvas cardiacas p6de ser ampliado, permitindo-se reverter ou
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minimizar os danos funcionais cardiacos causados pelas valvopatias. As substituicbes de
valvas adrticas tornaram-se possiveis a época e proteses valvulares do tipo mecanicas foram

0s primeiros substitutos valvares utilizados em larga escala.>®

O prognostico das primeiras cirurgias de substituicdo das valvas cardiacas era ruim, visto
que os primeiros modelos de valvulas mecénicas apresentavam problemas de integridade
estrutural e estavam relacionados & alta incidéncia de trombos, eventos tromboembolicos e
baixo desempenho hemodinamico. Esse panorama estimulou o desenvolvimento de estudos
que buscassem proteses valvulares com resultados clinicos mais favoraveis, menor
trombogenicidade, melhor hemodindmica e maior durabilidade. Na década de 1960, o
desenvolvimento de substitutos valvares com novos desenhos e confeccionados com materiais
mais resistentes aumentou a performance das préteses mecanicas. A evolugdo dos modelos
seguiu das primeiras valvulas mecanicas, do tipo “bola e gaiola” (montada em um anel circular
de onde saem dois arcos em “U” formando uma gaiola, em cujo interior existe uma esfera que
excursiona passivamente), para a segunda geracao de valvulas em monodisco (formadas por
um anel metalico e um disco basculante Gnico que se abre perpendicularmente ao anel) e, por
ultimo, a terceira geracdo de valvulas, a valvula de duplo hemidisco, montada em um anel

metalico, onde existem dois hemidiscos basculantes presos ao anel.>®

Nenhum desses desenhos se assemelha as valvas naturais, mas permitiram uma
hemodinamica adequada, sendo que as valvulas de duplo hemidiscos se tornaram o modelo
mais utilizado dentre as valvulas mecénicas. Durante seu funcionamento, os hemidiscos se
abrem de forma quase total (85 graus) e esta grande abertura causa pouca resisténcia ao fluxo,
fato que as torna menos restritiva. A Figura 1 mostra uma protese mecénica atual para
substituicdo da valva aortica, com formato de duplo hemidisco de carvao pirolitico. O design
das valvulas mecanicas mais modernas promoveu melhorias ao fluxo sanguineo e consequente
diminuicdo dos eventos trombogénicos em relacdo aos modelos anteriores. No entanto, ainda
ha problemas de tromboembolismo e hemorragias relacionadas com o tratamento

anticoagulante obrigatdrio nos pacientes portadores de dispositivos valvares mecanicos.®’

Apesar do avanco alcancado nas ultimas décadas, o principal desafio para utilizacdo das
valvulas mecénicas continua sendo o alto potencial trombogénico dos materiais utilizados
para sua preparacio, seja titanio, liga de cromo-cobalto, aco carbono ou carbono pirolitico.%%>
As proteses valvulares mecénicas estdo associadas a um risco substancial de

tromboembolismo sistémico e oclusdo trombotica, em grande parte devido a superficies ndo
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fisiologicas e a anormalidades de fluxo criado por um ou mais oclusores rigidos. A disfuncao
obstrutiva dessas proteses pode decorrer de trombose da protese, desenvolvimento de tecido
fibroso (“pannus”) na presenca de microtrombos ou uma associacdo das duas entidades
citadas.

Para minimizar esses riscos, a terapia de anticoagulacdo é necessaria em todos 0s
pacientes portadores de vélvulas mecénicas, de forma permanente. No entanto, esse
tratamento torna os pacientes vulneraveis a complicacbes hemorragicas, potencialmente
graves. Assim, o risco combinado de complica¢cfes tromboembdlicas e hemorragias constitui
a principal desvantagem das valvulas mecanicas.®® Outra desvantagem é que a implantac&o de
valvulas desse tipo em criangas requer reoperacdo em médio prazo porque esses substitutos
sdo incapazes de expandir proporcionalmente com o crescimento do paciente.®* Além disso,
apresentam ruido audivel em funcionamento e ndo apresentam flexibilidade para serem
acomodadas em dispositivos para implantacdo percutanea - modalidade cirdrgica que mais
cresce na atualidade para substituicio de valvas defeituosas.!:®

Figura 1. Valvula adrtica Regent®, St. Jude Medical

Fonte: St. Jude Medicals.*

* Disponivel em: https://healthmanagement.org/products/view/aortic-valve-prosthesis. Acesso em 01 jun.
2022

Paralelamente ao desenvolvimento das valvulas mecanicas, ocorreu o desenvolvimento
das BVCs preparadas a partir de tecidos bioldgicos. As BVCs tém sido usadas desde o inicio
da década de 1960 e podem ser obtidas a partir de tecido proprio do individuo, denominadas
autogenas; referem-se a tecido proveniente de outros doadores da mesma espécie, aldgenas, e

a partir de espécies diferentes, denominadas xendgenas.>®


https://healthmanagement.org/products/view/aortic-valve-prosthesis
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O mais antigo substituto valvar biologico foi a valva aortica alégena “fresca”, extraida do
coragio de um doador e suturada diretamente ao anel valvar e a parede adrtica do receptor.5?
Outros enxertos valvares aldgenos consistiram de valvas aorticas criopreservadas coletadas
de cadaveres humanos.>® Porém, a dificuldade na obtencdo de tecidos naturais humanos e as
complicacOes decorrentes de seu uso, tais como as infecgOes cruzadas, levaram 0s

pesquisadores a desenvolver técnicas que permitissem o uso de outros tecidos biologicos.

Atualmente, as bioproéteses cardiacas sdo fabricadas a partir de tecidos xenogenos. Essas
préteses podem ser desenvolvidas a partir de valvas naturais inteiras ou montadas a partir de
folhetos de tecidos ndo valvares. O primeiro caso se aplica as valvas aorticas porcinas,
utilizadas em sua forma original, costuradas sobre um anel semirrigido de suporte
(modelostent”) ou sem armacéo de suporte (stentless), cuja implantacdo se torna tecnicamente
mais complexa. As trés clspides da valva natural sdo mantidas na confeccao da protese para

garantir perfeita coaptacéo e distribuicdo de tensdes. %

Outra alternativa mais comum envolve a construcdo de valvas a partir de tecidos nao
valvares, geralmente de pericardio bovino ou suino. Quanto a origem desse tecido, alguns
estudos ja demonstraram que pericardio de avestruz e canguru tem propriedades histoldgicas
superiores em comparacdo ao de outros animais, mas devido a baixa disponibilidade, os

pericardios de origem suina e bovina sdo os mais indicados.®*

O pericardio suino é adequado para bioprotese valvular adrtica, pois apresenta
propriedades viscoelasticas mais proximas da valva adrtica humana nativa.®® Por outro lado,
o PB é mais versatil, sendo indicado para a substituicdo da valva mitral, adrtica, tricuspide ou
pulmonar e, por isso, é o tecido mais empregado para a confecgdo de bioproteses.t Além
dessas, o PB também é utilizado como matéria-prima para enxertos arteriais tubulares,
préteses padronizadas, proteses reconstrutivas geomeétricas e patches ou retalhos cirtrgicos

no ambito da cirurgia geral, cardiovascular, toracica, uroldgica e neurocirurgia.*

Nas praéteses valvulares de PB, os fragmentos de tecido sdo cortados em forma de folhetos
personalizados para montagem das cuspides, em um anel periférico de suporte (stent), feito
de plastico flexivel ou metal de titanio.* A Figura 2 mostra uma bioprdtese confeccionada a
partir de folhetos flexiveis de PB, que compdem as cuspides valvares e um anel de poliacetal
revestido de PB. Essa estrutura permite que os tecidos se assemelhem as valvas cardiacas

nativas em geometria e estrutura®®®, com os folhetos funcionando de forma similar aos de
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uma valva cardiaca humana original, undindo-se uns aos outros para garantir o fluxo

sanguineo unidirecional.®

Figura 2. Valva bioldgica Hancock®

r

¥

e

Fonte: Hancock.*

* Disponivel em: http://biocath.com.br/cirurgia-cardiaca/hancock-ii. Acesso em 01 jun. 2022.

As opcoes atuais de substitutos valvares sdo, portanto, as proteses mecanicas e as proteses
bioldgicas. Diferente das valvas mecanicas, que apresentam grande resisténcia a degradacéo,
as valvas biologicas tém maior tendéncia a degradagdo estrutural, principalmente relacionada
a um processo de calcificacdo degenerativa. A deposicdo de cristais de célcio reduz o
relaxamento e aumenta a dureza dos folhetos valvares, levando a falhas de funcionamento do
implante, como estenose, regurgitacdo ou fratura das cuspides. Como consequéncia,
decorridos 10 a 15 anos de seu implante, as proteses valvulares podem tornar-se defeituosas,
levando & necessidade de sua substituicdo.**® Por outro lado, em contraste com as valvulas
mecanicas, as valvulas teciduais mantém uma baixa taxa de tromboembolismo, sem terapia
anticoagulante. Suas cuspides sdo compostas de tecido animal ndo valvar, que é tipicamente

mais resistente a formacdo de trombos e mais biocompativel do que materiais sintéticos.

Por exibir adicionalmente melhor geometria de abertura/fechamento e perfis
hemodindmicos semelhantes aqueles da valva cardiaca nativa, as BVCs sdo a primeira op¢éo
dos cirurgides cardiovasculares, com um padrdo central de fluxo proximo ao de valvas
cardiacas naturais. Além disso, as BVCs tém baixa antigenicidade, boa estabilidade e podem
ser utilizadas em implantacdo percutanea, técnica cirurgica atualmente mais utilizada para
tratamento de estenose aodrtica grave, devido a previsibilidade e ao menor risco

cirlirgico. 5257

Por conta das caracteristicas superiores exibidas pelas proteses biologicas em relacdo as
mecanicas, as BVCs, especialmente de PB, sdo as mais empregadas em operacdes de

substituicdo valvar e estima-se que esse tipo responda por aproximadamente 80% dos


http://biocath.com.br/cirurgia-cardiaca/hancock-ii
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implantes de valvulas aorticas.®® A partir das primeiras décadas do século XXI, mais da
metade de todas as cirurgias de valva aortica compreendeu a substituicdo de proteses
mecanicas feitas de carbono para bioproteses de PB, numa taxa aproximada de 85 mil
implantacbes anuais nos Estados Unidos e 275 mil em todo o mundo, o que sugere uma

mudangca para um uso cada vez maior de valvulas de tecido.%’
4.3 TECIDO DE PERICARDIO BOVINO (PB)

O pericardio é uma membrana fibrosserosa que envolve externamente o coracéo.
Conforme ilustrado pela Figura 3, esse tecido é constituido por uma tanica fibrosa externa, o
pericardio fibroso, e uma tunica interna bilaminada, o pericardio seroso. Este € um saco
fechado, constituido por uma lamina designada visceral ou epicéardio, que é a camada
intimamente aderida a superficie do musculo cardiaco, enquanto a lamina parietal é a camada
mais externa do pericardio seroso, que reveste a superficie interna do pericardio fibroso,
estando unida a ele. As Iaminas visceral e parietal do pericardio seroso ficam separadas por
uma cavidade virtual, preenchida por liquido pericardico.%® O pericardio fibroso de origem
bovina tem a mesma disposicdo e a estrutura histoldgica dos tecidos cardiacos humanos e é o

tecido mais utilizado para a confeccéo de BVCs.

Figura 3. Camadas do pericardio em cora¢do humano
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Fonte: Adaptado de Silverthorn (2003).6°
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O pericardio fibroso é constituido por um tecido conjuntivo denso, cuja MEC é composta
por elementos fibrilares e ndo fibrilares. A matriz afibrilar é constituida basicamente por
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glicosaminoglicanos (GAGs), proteoglicanos e glicoproteinas, enquanto a porcao fibrilar
compreende uma camada densa de feixes multidirecionais de fibras colagenas do tipo I,

entrelacadas com uma rede de fibras elésticas.”

O coléageno é um polimero natural e ndo se apresenta na forma de moléculas isoladas no
espaco extracelular. Ao inves disso, forma fibras constituidas por fibrilas colagenas, com
comprimento indeterminado e didmetro variavel, de acordo com o tecido e idade. A unidade
proteica que se polimeriza para formar as fibrilas colagenas é uma molécula alongada
denominada tropocolageno, que consiste em trés cadeias polipeptidicas arranjadas em uma
configuragdo helicoidal (Figura 4). As fibras de colageno s&o construidas a partir de moléculas
de tropocolageno consecutivas e, entre elas, existem pequenas lacunas de 40 nm, também
conhecidas como "zonas de gap"”. As diferencas nas estruturas quimicas dessas cadeias sao

responsaveis pelos varios tipos de colageno.’?

Figura 4. Organizagéo de fibras em fibrilas e estrutura tripla hélice do colageno.

erotlbrlla . Cadeias de

&=> tropocolageno
h-Y

§
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Fibras de colageno vistas com Estrutura de uma fibra de colageno
microscopio eletronico

Fonte: Adaptado de Lawrence (1974).7

O colageno engloba uma familia de proteinas multifuncionais com caracteristicas
estruturais Unicas. Dentre os varios tipos existentes, destaca-se o colageno tipo I, a proteina
mais abundante do corpo humano, cujo papel relaciona-se com func¢des biomecanicas cruciais
para a pele, os 0ssos, tenddes, ligamentos e dentes. Formam, juntamente com as fibras

elasticas, os arcabougos naturais de praticamente todos os tecidos do corpo humano.”

As bioproteses sdo feitas de folhetos de pericardio suino ou bovino, compostos por células
desvitalizadas intersticiais ou fibroblastos, embutidos em uma MEC de col&geno, elastina e
GAGs. O colageno e a elastina sdo os dois principais componentes dos tecidos do PB, a partir

do qual é produzida a maioria das BVCs comercialmente disponiveis. A elastina confere ao
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tecido a capacidade de resistir a deformacéo permanente e o coladgeno fornece forca ténsil as
clspides cardiacas.”* No PB, essa propriedade do colageno tipo | confere resisténcia e
integridade estrutural as bioproteses e aos demais dispositivos protéticos preparados com esse
tecido.” Além disso, as fibras de colageno sio alinhadas em camadas multidirecionais e esse
livre arranjo das fibras permite o tecido deformar-se em todas diregdes, o que confere boas
propriedades viscoelésticas para suportar as tensGes mecanicas exercidas nos folhetos

valvulares durante seu funcionamento.%%7

Outra caracteristica do colageno é que, ap6s sua implantagdo in vivo, esta proteina pode
degradar-se devido a acio de enzimas, especialmente as colagenases.’”* Ao contrério de tecidos
vivos, onde as células renovam de forma continua, o colageno, no PB implantado para
renovacdo de elementos da MEC, é dependente de células do hospedeiro que invadem o tecido
implantado. Assim como existe uma tendéncia natural dos tecidos biolégicos ndo vivos
entrarem em decomposicdo, materiais cuja matriz € colagénica podem sofrer degradacéo,

inviabilizando o seu uso como substituto tecidual.”’

A fixacdo tecidual do PB é uma etapa importante para seu uso como substituto valvar, a
fim de reduzir a imunogenicidade, prevenir a rejeicdo e a degradacdo de sua estrutura e,
portanto, visam & manutencéo do implante no organismo receptor.’® Sabe-se que as proteinas
derivadas da MEC podem interagir com células do sistema imune e, portanto, desencadear
uma resposta imunolodgica indesejada. Dessa forma, é esperado que implantes de PB néo

fixados sejam mais suscetiveis a inflamagao e & degradacao tecidual.”

As técnicas de fixacdo visam estabilizar o tecido, de forma que eles mantenham suas
caracteristicas o mais proximo possivel do tecido vivo. Compreendem os tratamentos fisicos,
como irradiacdo ultravioleta ou fotorreticulacdo, e os tratamentos com substancias quimicas.
Os agentes fixadores mantém uma relacdo adequada entre componentes celulares e 0 meio
extracelular, com a manutencao da estabilidade de componentes teciduais, como as proteinas,
que sdo o principal alvo para estabilizacdo. O uso de reagentes quimicos para este processo é
comum, sendo o0s agentes classificados de acordo com o tipo de acdo coagulante (alcool, sais
de zinco, cloreto de mercurio, triéxido de cromo, acido picrico) e fixadores ndo coagulantes
(formaldeido, GA, tetroxido de 6smio, acido acético). Dentre esses reagentes, o formaldeido
e 0 GA sdo utilizados extensamente como agentes de ligacdo proteina-proteina e, por

consequéncia, para a fixagdo.808!
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4.4 PRE-TRATAMENTO LABORATORIAL DO PB (RETICULACAO QUIMICA)

Dentre os tratamentos existentes para estabilizacdo de matrizes colagénicas, destaca-se a
exposicdo do tecido a um ou mais fixadores quimicos, a fim de impedir a decomposicao ou
alteracdo estrutural da prétese bioldgica. A fixacdo quimica elimina qualquer reacéo

bioquimica em andamento, além de aumentar a resisténcia mecanica dos tecidos tratados.

A reticulacdo € um processo que ocorre quando cadeias polimeéricas lineares ou
ramificadas sdo interligadas por ligacGes covalentes, conhecidas como ligacdes cruzadas,
estabelecidas entre os grupos de aminoacidos funcionais. A malha colagénica tecidual tem
ligacBes cruzadas intramoleculares e intermoleculares, necessarias para a estabilidade da
molécula de tropocolageno. A digestao e a quebra dessas ligacdes peptidicas sdo responsaveis
pela degradacéo da sua estrutura. Embora o PB possa ser utilizado no campo da cirurgia geral,
na sua forma nativa, esse tecido ndo dispbe do grau de resisténcia mecanica desejado a
utilizacdo em BVCs. Assim, para ajudar na preservacao da matriz colagénica original e para
melhorar as propriedades mecénicas teciduais, a fim de prevenir alteragdes estruturais, novas
ligacBes cruzadas podem ser introduzidas no PB, em um processo de reticulagdo quimica.”’
Esse mecanismo intra e intermolecular de ligacdo cruzada de macromoléculas altera de forma
consideravel as caracteristicas do tecido, com a producdo de polimeros tridimensionais com
alta massa molar.® A reticulagio (Figura 5) do PB, portanto, aumenta a sua resisténcia contra
a destruicdo enzimatica e reduz as suas propriedades antigénicas, com aumento da

permanéncia do biomaterial no organismo receptor.t>

Figura 5. Desenho esquematico de ligagdes cruzadas estabelecidas entre as fibrilas de colageno.
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Fonte: Elaborag8o da autora.

Exemplos de agentes fixadores quimicos, utilizados para reticulagdo de matrizes

colagénicas, incluem: formaldeido, GA, diisocianato de hexametileno, compostos a base de
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poliepdxi®® e, mais recentemente, polifendis, incluindo a curcumina, com um sugestivo efeito

inibidor sobre a calcificacio do PB.&3

O formaldeido é o mais abundante e importante aldeido no ambiente, caracterizado como
um gas incolor de forte odor irritante, muito soldvel em agua e que apresenta alta reatividade
quimica a varios grupos de macromoléculas bioldgicas, por meio de ligacdes cruzadas com
proteinas, glicoproteinas, &cidos nucleicos e polissacarideos, com a formagdo de pontes de
metileno. Uma importante caracteristica do processo de fixacdo com formaldeido é que,
devido ao tamanho pequeno da molécula, esse reagente penetra rapidamente no tecido, porém,
a formacéo das pontes de metileno ocorre lentamente e uma adequada fixacao pode levar dias
ou semanas, sendo que as ligacbes formadas podem ser reversiveis, 0 que exige tratamentos
mais prolongados e com maiores concentragdes. Ainda, os compostos fixadores com
formaldeido apresentam a formacdo espontdnea de 4&cido formico em exposicdo a
luminosidade e ao oxigénio atmosférico, bem como tém alta toxicidade. O formaldeido é
classificado como carcinogénico para humanos e essa € a principal desvantagem relacionada
ao uso dessa substancia. Devido aos seus efeitos genotoxicos em trabalhadores expostos a esse
reagente, existem valores maximos recomendados como limites de exposicao, determinados

por autoridades de satide ocupacional e pela Organiza¢io Mundial da Satde.8!

No inicio do desenvolvimento das bioproteses, muitos processos falharam devido a uma
reticulacdo inadequada de tecidos. Em parte, as falhas ocorriam pelo emprego do formaldeido,
pois esta substancia fixadora produzia ligagbes cruzadas instaveis e reversiveis na rede de
colageno. Por esse motivo, o uso de formaldeido ficou restrito somente a manutencio da
esterilidade, apds a reticulagdo preliminar das bioproteses com outro agente reticulante.® Uma
opcéo alternativa que se estabeleceu para a reticulagdo das bioproteses foi entdo a utilizagéo
do GA.

Tal como o formaldeido, 0 GA também tem sido utilizado de forma usual como um agente
de ligagéo proteina-proteina e, por consequéncia, para a fixacdo. Dentre os agentes fixadores,
0 GA tem sido o agente quimico mais utilizado ao longo das ultimas décadas para a confeccéo
de BVCs.24% O GA é um liquido oleoso e miscivel em &gua, alcool e benzeno, de baixo custo
e de facil disponibilidade, muito utilizado como desinfetante e esterilizante em ambulatorios
e hospitais.*® A molécula de GA, maior do que a de formaldeido, penetra de forma mais lenta
nos tecidos. Porém, o GA se rearranja de maneira a formar uma estrutura permanente por meio

de ligacgBes cruzadas intramoleculares, intermoleculares e até mesmo intrafibrilares. O GA é
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capaz de introduzir mais ligacGes cruzadas do que outros tipos de aldeidos como o
formaldeido, além do que as ligacbes covalentes estabelecidas entre os aminoacidos das
cadeias de colageno e o grupo aldeido terminal do GA séo mais estaveis e irreversiveis, o que
é essencial para uma reticulacdo adequada, mesmo quando o tecido fixado estd submetido a

valores de pH e de temperaturas extremos.4

Introduzida por Carpentier e colaboradores, em 1969, a reticulacio do PB com GA
representa um metodo simples e conveniente, extensamente utilizado em imobilizacdo e
reticulacdo de proteinas, sobretudo o colageno, desde o advento das primeiras BVCs, a partir
da década de 1970.% Outro efeito do tratamento do PB com GA é a reducdo da
imunogenicidade do tecido®®°, que ndo torna o tecido imunologicamente inerte, mas altera
alguns sitios antigénicos do tecido, de forma a dificultar o seu reconhecimento pelo sistema
imune do hospedeiro.®® A reticulacio do PB com GA também altera as propriedades
mecanicas do PB porque modifica permanentemente a malha de colageno com maior
interligagdo proteica. As cadeias poliméricas reticuladas de colageno perdem a sua fluidez,
além do que sua estrutura se torna mais rigida. As matrizes de colageno do tecido reticulado
passam a formar uma rede tridimensional insolivel e termorrigida, com maior peso

molecular.®!

Por outro lado, o sucesso do GA como agente de reticulacdo pode também depender da
gama de diferentes espécies quimicas presentes em simultaneo na solugdo de fixacdo. Em
meio aquoso, 0 GA livre pode formar polimeros e formas monoméricas mono-hidratados ou

di-hidratados, que, por sua vez, também podem polimerizar. 8!
4.5 MECANISMO DE FIXACAO DO PB COM GLUTARALDEIDO (GA)

O GA contém o grupo funcional carbonila (C=0). Uma vez que o atomo de oxigénio da
carbonila é mais eletronegativo do que o atomo de carbono desse grupo, ele atrai elétrons do
carbono, adquirindo uma carga negativa parcial. O carbono, por sua vez, adquire uma carga
positiva parcial, tornando-se deficiente em elétrons (Figura 6). Assim, a presenca do carbono
eletrofilico da carbonila atribui ao GA a caracteristica de reagir com nucledfilos, a exemplo
de grupos aminicos que dipdem de elétrons livres. Uma das principais reacdes de aldeidos
envolve a adicdo de um elemento quimico rico em elétrons (como o grupo amino de proteinas)

ao carbono com carga positiva.’
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Figura 6. Férmula molecular e estrutural do glutaraldeido.
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Fonte: Elaboragdo da autora.

O GA é considerado um agente bifuncional porque é um dialdeido, capaz de interagir
com o colageno em dois sitios diferentes. A reticulacdo proteica acontece devido as ligacdes
cruzadas que ocorrem entre os aldeidos presentes em cada extremidade da molécula de GA e
0s grupamentos aminicos das moléculas de colageno. Cada cadeia polipeptidica da proteina
de colageno contém, aproximadamente, mil residuos de aminoéacidos, sequenciados como
unidades repetitivas que contém glicina (Gly), denominadas tripletes do tipo (Gly-X-Y)n,
onde os residuos X e Y, frequentemente, s&o os aminoacidos prolina, hidroxiprolina, lisina e

hidroxilisina.t®

Na reacdo de reticulacdo do colageno tipo I, a interacdo quimica se da entre a carbonila
(C=0) do grupo aldeidico do GA e o grupamento amino (-NH2) das cadeias polipeptidicas do
colageno, mais precisamente com os residuos de lisina e hidroxilisina.®°? Essa interacio
introduz ligacdes cruzadas intermoleculares, por meio de uma ligacdo dupla carbono-
nitrogénio em cada molécula de colageno (reticulacdes intramoleculares) ou entre moléculas

de colageno adjacentes (reticulag@es intermoleculares).®

O nitrogénio nucleofilico reage com o carbono do aldeido, o qual desloca o oxigénio do
aldeido e resulta na perda da molécula de dgua formando a ligacdo C=N, que caracteriza o
grupo funcional imina. Mais especificamente, a reacdo resulta em uma base de Schiff (-
CH=N-), uma imina estavel obtida da reacdo de condensagdo do grupamento aminico com o
grupo carbonila dos aldeidos (Figura 7) que forma conjugados proteina-GA de elevada

estabilidade.”®
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Figura 7. Reacdo entre grupo amino e aldeido para formacdo da base de Schiff.
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Fonte: Elaboragdo da autora.

4.6 FATORES QUE LIMITAM A LONGEVIDADE DAS BIOPROTESES VALVULARES
CARDIACAS (BVCs) FIXADAS COM GA

A reticulacdo permitiu uma ampla utilizagdo do GAPB para cirurgia cardiaca
reconstrutiva, como as BVCs.>%¢ No entanto, as BVCs tém durabilidade limitada a um prazo
aproximado de 10 a 15 anos, por falhas de funcionamento, associadas aos folhetos teciduais
de PB. Existem duas principais causas dessa falha, que podem ocorrer de maneira
independente ou sinérgica: a fadiga mecénica e a calcificagdo distrofica, onde o tratamento

com GA é conhecido por acelerar a calcificacdo.*®
4.6.1 Danos por fadiga mecanica

As valvas cardiacas abrem e se fecham por aproximadamente 3 bilhdes de vezes durante
a vida de um individuo normal. Durante esses ciclos, as cuspides suportam tensées mecanicas
intermitentes, com alterac6es de pressdo hemodinamica e atrito tecidual pelo fluxo sanguineo,
que podem produzir eventuais danos estruturais.* Quando o PB é implantado in vivo na forma
de folhetos valvulares, sobre esse material atuam cargas que variam ao longo do tempo.
Sabidamente, esse tipo de carregamento (ciclico) produz tensdes e deformacdes que leva o
dispositivo a faléncia mecanica pelo mecanismo denominado fadiga. Este € um processo de
modificagdes estruturais permanentes, progressivo e localizado em um material que pode

culminar em trincas ou fratura, ap6s um nimero de ciclos.%

A degradacéo estrutural dos implantes de PB é um dos fatores que resultam em falha
mecanica da bioprotese e varios autores ja destacaram o papel significativo da arquitetura das
fibras de colageno sobre o comportamento mecanico do GAPB. Como resposta a constante
solicitacdo mecanica ao qual esses materiais sdo submetidos, as microtrincas podem surgir

pela ruptura de fibras colagenas do PB, em pontos de concentracdo de estresse. Isso tem
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implicagdes importantes para os folhetos de GAPB, onde a auséncia de fibras alinhadas ao
longo das direcBes principais de carregamento aumenta a fadiga do material e reduz
significativamente a vida Gtil das BVCs.®>% Além disso, danos mecanicos exacerbam a
calcificacdo em GAPB, onde o grau de calcificacdo varia de acordo com o grau de severidade
desses danos, pois fibras rompidas e danificadas da MEC se apresentam como sitios de ligacao

ao célcio.b

Além do colageno, rupturas, alteracfes de orientacao e alteracdes degenerativas induzidas
por fadiga também tém sido correlacionadas com a degeneracdo de outros componentes da
MEC, como a elastina (4) e os GAGs (2). Consequentemente, o controle da arquitetura da
MEC em PB processados para o uso em BVCs pode minimizar as causas de falha em pacientes
portadores de BVCs. Idealmente, os tratamentos pelos quais os PBs sdo submetidos na
confeccdo de BVCs devem ao maximo preservar as propriedades originais do tecido. Em
trabalho experimental in vitro, Dalgliesh e colaboradores (2019) constataram que 0 GAPB,
quando submetido a tens6es mecanicas intrinsecas, passam por mudancas significativas na
estrutura, na composicdo e na funcdo mecanica do material. Por outro lado, o PB néo fixado
sofre tensdo minima e mantém sua estrutura, composicao e integridade mecéanica. No entanto,
a degradacdo enzimatica e a imunogenicidade limitam o uso do PB fresco e inviabilizam o

desempenho dos folhetos da valva bioprotética.'’

Também foi demonstrado o papel do estresse oxidativo sobre a degradacdo estrutural dos
folhetos de PB que compdem as cuspides das bioproteses. Em avaliacdo de proteses de PB
explantadas de 47 pacientes, os folhetos de PB mostraram niveis aumentados de aminoéacidos
oxidados, com aumento concomitante de célcio, e se correlacionavam com a disfuncdo da
bioproteses.?%®” Apesar disso, a calcificacio tardia pds-implante prevalece como o fator mais

significativo que limita a durabilidade das BVCs.*
4.6.2 Consequéncias da calcificacéo distrofica

A calcificagé@o de valvas naturais ou bioprotéticas pode ser classificada em calcificacéo
metastatica, ou seja, calcificacdo difusa devido ao desequilibrio de minerais sistémicos,
geralmente afetando individuos urémicos; e calcificacdo distrofica, ou seja, calcificagdo
ectdpica causada por lesdo tecidual, envelhecimento e/ou existéncia de outras comorbidades,
ocorre tipicamente em individuos ndo urémicos. Entre essas, a calcificacdo distrofica € a

principal causa de falha de valvas oriundas de xenoenxertos de PB.*
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A calcificacdo distrofica valvar tem sido considerada uma alteracdo degenerativa. Inicia-
se a partir de uma pequena deposicédo de fosfatos de calcio que, progressivamente, enrijecem
os folhetos de PB. Isso reduz sua mobilidade e flexibilidade, impactando negativamente no
funcionamento da valva e no seu desempenho hidrodinamico. Como consequéncia, 0s danos
estruturais podem levar ao aparecimento de disfungdes como regurgitacio e estenose.®’” A
incapacidade dos folhetos para abrir totalmente aumenta o gradiente sistolico através da valva,
reduzindo a area de orificio efetiva da valva e, portanto, o volume de sangue ejetado do
coracdo, caracterizando a estenose valvar. Na diastole, a incapacidade de coaptar totalmente
resulta em regurgitacdo, causando insuficiéncia valvar. Essas ocorréncias caracterizam uma
degeneracdo valvar e uma BVC clinicamente disfuncional, levando a necessidade de
substituicdo em até sete anos pos-implante e ao aumento do risco de ébito. Em pacientes

jovens esse problema é ainda pior, pela necessidade de sucessivas cirurgias ao longo da vida.*®

Assim, mais pesquisas para melhorar a durabilidade de bioproteses sdo absolutamente
necessarias. Para atingir esse objetivo, € importante a obtencéo de mais informacdes precisas
e confiaveis sobre 0os mecanismos e fatores que controlam e influenciam a degeneracéo e
calcificacdo nas bioproteses atuais. A calcificacdo de BVCs tem determinantes relacionados
a: 1) metabolismo do hospedeiro; 2) estrutura e quimica do implante; e 3) fatores mecanicos,

havendo muitas interagdes entre esses fatores.*#8
4.7 FATORES QUE INFLUENCIAM A CALCIFICACAO DAS BVCs

Mecanismos e fatores que regulam a mineralizacdo 6ssea fisiol6gica podem ser idénticos
ou muito semelhantes aos que regulam a calcificacdo ectdpica. Depdsitos teciduais
mineralizados, fisiologicos ou patoldgicos, sdo formados por sais de fosfato de calcio,
apresentando-se na forma de hidroxiapatita, cuja formula molecular € Caio(POa4)s(OH)2. A
deposicao de compostos mineralizados, constituidos por hidroxiapatita, ocorre em duas fases
diferentes: nucleacio e propagacdo.*®1%° A nucleacio é a fase mais importante e critica,
porgue as concentracdes de calcio e o fosfato em fluidos corporais normais séo insuficientes

para permitir a precipitacdo espontanea.

Tanto na formacdo 6ssea normal, como na calcificacdo patoldgica, deve estar presente
um sitio de nucleacdo, definido como um microambiente localizado no qual célcio e fosfato
inorganicos podem interagir em circunstancias e concentrac6es ideais, permitindo formacao

de um cristal de fosfato de célcio amorfo inicial e precipitacdo espontdnea. Uma vez que a
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nucleacdo ocorreu, a concentracdo de célcio e fosfato nos fluidos corporais é suficiente para

propagacio e crescimento.

Assim, como ndo ha precipitacdo espontanea do cristal de hidroxiapatita, € necessario um
substrato que sirva como nucleador para a precipitacdo. Uma vez que a precipitacao inicial
tenha ocorrido, havera crescimento e expansdo de mais cristais. Embora necessite de maior
investigacao, as principais causas de calcificagdo de bioproteses feitas com GAPB séo fatores

individuais do organismo receptor, a saber: as areas localizadas de estresse!®

, a retencdo de
células mortas ou de detritos celulares em sua estrutura®’, presenca de componentes
danificados da MEC, como fibras de colageno e elastinal® e a presenca de grupos aldeidos
livres derivadas da fixagdo com GA.”® Outros fatores associados ao tecido ja foram
identificados, como adsorcao de proteinas ligantes de calcio, porosidade superficial e retencédo

de &gua e detritos celulares aderidos & superficie.'%

4.7.1 Idade e outros fatores individuais sobre a calcificacdo das bvcs

A evolucéo da calcificacdo das bioproteses € diferente em individuos de faixas etarias
distintas. E precoce em pacientes jovens e mais tardia nos pacientes idosos, podendo também
estar relacionada com diferencas no metabolismo do calcio no organismo. Assim, uma
determinada prétese bioldgica pode durar cerca de 18 ou 20 anos em um paciente idoso, mas
apenas 10 a 12 anos em um individuo mais jovem.*’ Existem relatos de calcificagdo valvar
em criangas menores de 15 anos até mesmo dentro de 2 anos, devido ao metabolismo de calcio

estar mais ativo.1%

A correlacdo entre pouca idade e aumento de calcificagdo é bem conhecida, mas a sua
causa ndo é totalmente compreendida.®4’ O consenso atual é que pacientes mais jovens
apresentam maior solicitacdo mecénica da valva e maior renovacdo de célcio. No entanto,
apos a adolescéncia, os individuos ndo crescem rapido o suficiente para ter alta renovacéao de
calcio, suas frequéncias cardiacas sdo provavelmente semelhantes as dos adultos mais velhos
e as pressoes geradas dentro de seus coracgdes (abertura e fechamento de suas cuspides) sao
provavelmente semelhantes ou menores do que os adultos mais velhos, com presséo alta e
hipertrofia do musculo cardiaco.'% Além disso, como os pacientes mais jovens provavelmente
tém um sistema imunoldgico mais robusto do que os adultos mais velhos'%, alguns
pesquisadores tém questionado se existe outro processo para explicar a maior taxa de

calcificacdo em jovens.
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Hé& alguma evidéncia que sugere um processo de rejeicdo (infiltrado celular e ligacéo de
anticorpos) as BVCs implantadas, mas muitas dessas evidéncias vém de proteses explantadas
que falharam.'%’ Isso ndo permite um estudo aprofundado do processo e atualmente, ndo se
dispde de uma tecnologia para estudar in vivo de forma ndo invasiva se uma BVC implantada
em um paciente humano passa por rejeicdo. Além disso, cirurgides cardiacos e cardiologistas
entendem que a falha da bioprotese é dependente da calcificacdo e comumente refutam a

hipdtese de rejei¢do do xenoenxerto.*%>17

O fator principal relacionado ao hospedeiro é a idade, mas outros fatores individuais ainda
estdo relacionados. E possivel que a presenca de agentes pro-coagulantes, dislipidemias e
inflamacdo também induzam o desenvolvimento de placas superficiais com fosfato de célcio
sobre a bioprotese.!! Acimulo de material lipidico pode estar associado ao aumento da
precipitacdo de cristais de hidroxiapatita na mineralizacdo de tecidos moles e duros, tanto no
processo fisiolégico, quanto patoldgico de calcificagdo. Curiosamente, lipidios acumulados
nos tecidos calcificados de valva cardiacas frequentemente sofrem oxidacgao, adquirindo assim

maior afinidade para ions de calcio.%®

Outros fatores individuais que influenciam na calcificagdo das BVCs incluem a
hipercalcemia, diabetes, dieta, infeccdo, administracdo de calcio parenteral, desidratacéo,
respostas imunoldgicas e areas localizadas de estresse.'%!1% Sobre esse tltimo fator, sabe-se
que a calcificacdo das BVCs é mais pronunciada em regifes sujeitas a deformacdo mecénica
devido ao movimento intenso, como os pontos de flexdo nas valvas cardiacas. A calcificacao,

por sua vez, resulta em concentracdes de estresse ainda maior.10% 111

Pesquisas em BVCs explantadas mostram que as regides de alto estresse mecanico estao
associadas a niveis aumentados de calcificacdo, mas 0 mecanismo subjacente a essa relacéo
ndo é completamente conhecido.!*? Provavelmente, a sobrecarga mecanica em pontos de
estresse induz distorc¢do in situ na bioprotese por deterioracdo do colageno, sendo que a perda
de integridade estrutural da MEC tem relagdo com a exposicdo de componentes danificados
da MEC, que sdo sitios de nucleacdo mineral, como sera discutido adiante no tdpico
4.7'3.6,17,113

Embora o estresse dindmico seja um fator importante, 0 mecanismo patologico da

calcificacdo de biopréteses ndo pode ser explicada unicamente com base nesse ponto, pois
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também envolve outros fatores independentes do hospedeiro, como a presenca de células

desvitalizadas no tecido e de grupos aldeidos livres derivadas da fixagdo com GA."%14
4.7.2 Efeito dos fosfolipidios no PB sobre a calcificacdo das BVCs

A formacdo de hidroxiapatita in vivo, induzida por fosfolipidios, & demonstrada tanto em
processos fisiologicos normais de formacdo Ossea, como em processos patolégicos de
calcificag&o ectdpica, como no caso da calcificagdo em implantes de GAPB. O mecanismo de
calcificacdo no pericardio tratado com GA ndo é bem entendido por conta da sua
complexidade. N&o obstante, ha evidéncia de que esse processo € iniciado principalmente em
células desvitalizadas e seus residuos no PB® ou em células do hospedeiro no viaveis que se
infiltraram no implante. Tais células se constituem em locais com alta afinidade ao célcio,
podendo atuar como nucleadores precoces de hidroxiapatita. As camadas eletrodensas (com
alta densidade de cargas negativas) de membranas celulares representam um 6timo substrato
para a precipitacao cristalina que, por sua vez, pode promover deposi¢do mineral autocatalitica

adicional.*

A calcificacdo relacionada a retencdo de células ndo viaveis no implante decorre de um
influxo passivo de célcio para o interior das células mortas, pela perda da regulacdo
transmembrana.!'® As etapas do processamento, como lavagem e fixagdo do PB coletado de
um animal, resultam na morte irreversivel das células intersticiais do tecido conjuntivo. Nas
células desvitalizadas que permaneceram com a membrana plasmatica integra, ions Ca®* que
estdo 10 mil vezes mais concentrados no meio extracelular entram na célula passivamente, a
favor do gradiente de concentragdo, enquanto mecanismos para remogdo de Ca?* (bombas de
Ca2* que requerem energia ligadas & membrana) ndo estdo mais ativos. A seguir, 0 Ca?" livre,
massivamente liberado na célula, reage com fosfato intracelular (PO4%), abundante em toda a
célula, mas altamente prevalente em organelas e membranas plasmaticas, na forma de
fosfolipidios, proteolipideos e sistemas enzimaticos. Por meio dessa ligacdo, ha a formacao
inicial de espécies de fosfato de calcio cristalino, com consequente formacdo de

hidroxiapatita.®*116

Adicionalmente, a presenca de restos celulares no tecido também favorece sitios de
calcificacdo, pois esses restos servem como centros de nucleacdo mineral de calcio
extracelular que formam agregados cristalinos no tecido.®”” A morte celular leva a presenca

de células desvitalizadas intactas, mas também a presenca de detritos celulares membranosos,
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provenientes do ndcleo ou de organelas da célula. Esses remanescentes foram identificados

como um potencial local de nucleagio para calcificagdo inicial 1*6:118

Os mecanismos responsaveis para essa calcificagdo ndo sdo totalmente compreendidos,
mas envolvem fosfolipidios de membrana com cargas negativas que podem atrair
eletrostaticamente ions de célcio do fluido extracelular. A partir dai, ocorre a formag&o inicial
de espécies de fosfato de calcio cristalino e de hidroxiapatita.t %119

4.7.3 Componentes da Matriz Extracelular (MEC) do PB como sitios nucleadores de
célcio

Alguns elementos da MEC do PB também podem atuar como nucleadores de célcio, a
exemplo de proteoglicanos, que sdo também carregados negativamente e podem atrair ions
célcio e fosfato.”12° Os locais iniciais dessa calcificacio, na estrutura molecular do colageno,
ficam nas regides de gap e overlap, onde s&o encontrados os proteoglicanos.%? °120 Também
ha evidéncias de deposicdo mineral sobre as fibras de colageno tipo | e elastina. No entanto,
a contribuicdo desses elementos para a calcificagdo é secundaria, pois a calcificacdo das

vélvulas é principalmente iniciada em células desvitalizadas.*®%

Diferentes mecanismos ja foram descritos para explicar a nucleacdo de cristais
calcificados na matriz de colageno, de forma diferente e independente das células. No tecido
da bioprotése, metaloproteinases de matriz e outras enzimas proteoliticas sdo capazes de
degradar os proteoglicanos protetores ligados ao colageno, expondo locais no colageno
propensos a calcificacdo. Outro ponto envolve o estresse mecanico repetitivo, que pode
danificar a integridade estrutural do colageno. Dentro das fibras de colageno danificadas, os
espacos entre as moléculas de tropocolageno se tornam mais amplos, facilitando a deposicéo
de célcio e, por altimo, devido a afinidade do colédgeno por proteinas de ligacdo ao célcio,
como aquelas contendo acido gamacarboxiglutamico (Gla). Dentre outras, essas proteinas
contendo Gla séo conhecidas por sua capacidade para atrair e ligar o célcio e podem se originar

do sangue ou serem secretadas por linfocitos e macréfagos infiltrados na bioprétese. %121

O papel das fibras elasticas na calcificacdo da valva bioprotética também tem sido
estudado. As evidéncias apontam que a elastina tem apenas contribui¢do limitada, atuando
provavelmente em estagios mais avancados de calcificacao, quando o processo de calcificacdo
de BVCs ja foi iniciado pelos fragmentos celulares retidos.*?* Ao exame ultraestrutural, as

fibras elasticas dispdem de um nicleo composto por elastina e um revestimento externo de
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microfibrilas e proteoglicanos. A reatividade entre o GA e a elastina € muito baixa, de forma
que a elastina ndo € fixada por GA, sendo mais suscetivel a atividade da elastase, podendo

desintegrar-se e tornar-se calcificada.'??

A calcificagdo acontece pela exposicao de varios locais de ligacdo da molécula de elastina
aos cations Ca?*, quando o revestimento de microfibrilas é rompido.®*2® A calcificacdo das
fibras elasticas também pode estar relacionada com alteracfes na composicdo de seus
aminoacidos. Com o seu envelhecimento, a fibra elastica apresenta uma diminuicdo de suas
proteinas estruturais, um aumento de aminoacidos polares (aspartico e glutamico acido) e uma
adicdo de grupos carbonila em residuos de aminoacidos. Esses residuos polares sdo carregados

negativamente e podem atrair ions de calcio.*?*
4.7.4 Efeito do GA na calcificacdo das BVCs

Sabe-se que o GA desempenha um papel importante na reticulagdo do PB, sendo
considerado um reagente essencial para melhorar a estabilidade biomecénica do tecido. No
entanto, nos Ultimos anos, as investigacdes sobre a calcificacdo bioprotética tém explorado o
papel dos grupos livres de aldeidos, residuais do GA. Em combinacdo com célcio circulante
e fosfolipidios de membrana, resultam em um processo de calcificacdo das proteses

biOIégicaS 20, 23, 67, 125,126

Apesar de todo conhecimento acumulado, a composi¢do molecular precisa do GA em
solucdo ndo é completamente compreendida. Solu¢es de GA contém moléculas ativas do
mondmero linear simples do GA, mas através de complexas vias de reacdo podem formar-se
diferentes espécies quimicas em meio aquoso, tais como as formas mono e dihidratadas,

hemiacetais monoméricos e polimeros (Figura 8).
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Figura 8. Modelo esquemaético da molécula de tropocolageno com destaque para 0s grupamentos
aminicos (A). Modelo de reticulacdo polimérica das cadeias da molécula de colageno com mondmeros simples
de GA (B) e com formas poliméricas deste (C).

A B

-~ NH2 NHZ/

molécula de tropocoligeno

Fonte: Adaptado de Rezvova (2018).2

O GA monomérico pode ainda, por reacdo de condensacdo aldolica, polimerizar-se em
varios polimeros a, B-insaturados, com concentragdes dependentes de temperatura e pH. As
estruturas poliméricas formadas direta ou indiretamente estdo relacionadas com a liberagdo
lenta de grupos aldeidos livres no tecido fixado, um fator inconveniente relacionado a

calcificaco.®*?’

Desse modo, o tecido bioldgico, mesmo apds o tratamento quimico com GA, pode conter
formas residuais de aldeidos; sua presencga pode ser resultante da reacdo incompleta de GA
com proteinas de tecido'®, bem como da liberagao lenta, a partir de ligagdes cruzadas com GA
na forma polimérica'?® (Figura 8). Devido a quimica complexa do GA em solugdes aquosas e
as distincBes do tecido, as ligagbes de reticulagio ndo ocorrem de maneira homogénea.®® A
heterogeneidade quimica das ligacdes cruzadas estabelecidas, por sua vez, pode gerar locais
de alta afinidade para deposicdo de célcio.?

Apos a implantagdo, os grupamentos aldeidos representam, junto com fosfolipidios e
residuos antigénicos, sitios importantes para deposi¢do de calcio porque as moléculas de GA
monomeérico sdo de grande polaridade e capazes de atrair ions calcio. Além disso, a liberagédo

gradual do GA monomeérico pds-implante, a partir das rupturas de ligagdes de GA polimérico,



46

tem um conhecido efeito citotoxico local que predispde a superficie do tecido implantado da

BVC a calcificagéo.”1?°

Ja foi demonstrado que os monémeros de GA alteram 0s mecanismos de adesdo e
proliferacdo de células endoteliais na bioprotese, de tal modo que impedem o processo de
reendotelizacdo do GAPB. 7129130 O endotélio tem agdo protetora contra a calcificagéo,
trombose, inflamacdao e desgaste mecéanico, ao fornecer uma superficie bioativa que modula o
equilibrio hemostatico, a coagulacdo e o comportamento local das plaquetas e leucdcitos,
mediante interacdes entre células endoteliais e células musculares lisas, fibroblastos e células
imunes.’®13! Devido a citotoxicidade do GA, GAPBs podem nio ser adequados para o
crescimento e proliferacdo de células endoteliais e, assim, a incapacidade de repopularizacéo
endotelial dos folhetos valvares torna-se um problema porque faz com que as BVCs percam
a protecio da camada endotelial.**' Estudo realizado com valvas bioldgicas explantadas
mostrou que apenas 23% delas, no periodo de 12 a 60 meses, apresentavam algum

revestimento endotelial, em geral restrito & base das valvas.'*?

A auséncia de endotélio expbe o tecido conjuntivo a adsorcdo de proteinas do plasma
(albumina, globulina e fibrinogénio, entre outras) e de fluidos intersticiais, agregacdo de
células imunes e de masculo liso, adesdo e ativacdo de plaquetas. Como consequéncia, ha
inducdo de coagulacdo/trombose!®! e nucleagdo de sais que, posteriormente, levam a
calcificacdo. Embora o mecanismo para explicar o envolvimento de trombos plaquetarios na
calcificacdo ndo seja bem compreendido, sabe-se que a deposi¢cdo mineral envolve plaquetas
sanguineas aderentes e proteinas plasmaticas ligantes do calcio como o fibrinogénio. Além
disso, sem endotélio, um grande nimero de leucdcitos se agrega e libera fatores de

crescimento e citocinas que estimulam a calcificagio. 31132

Adicionalmente, o efeito citotoxico do GA gera outros focos de calcificacdo no tecido
que compde as BVCs, quando ha morte de células nativas do hospedeiro e 0 acimulo de
residuos celulares ricos em fosfolipidios, que comprovadamente funcionam como sitios

primarios do processo de calcificagdo.?¢""®
4.8 ESTRATEGIAS PARA REDUCAO DA CALCIFICACAO DO PB EM BVCs

Em sintese, a degeneracdo distrofica do PB em BVCs é multifatorial e ndo completamente
compreendida. A calcificacdo depende da interacdo dos componentes teciduais com o fluido

extracelular, contendo célcio, sendo que varios fatores estdo implicados no processo de
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nucleagdo mineral, incluindo o estresse durante a abertura e o fechamento dos folhetos, os
componentes quimicos gerados pela reticulacio do PB com o GA™3 componentes da
MEC®"13 a presenca de detritos celulares e células ndo vidveis no tecido, que estdo

relacionados com um alto teor de fosfolipidios no tecido.3>116:13

As estratégias empregadas, a fim de mitigar a calcificagdo de BVCs, podem ser reunidas
em dois grupos: (1) terapia sistémica com agentes anticalcificantes como disfosfonatos,
alcoois, tensoativos ou terapia local, com dispositivos implantaveis de entrega de drogas; e
(2) modificacbes no biomaterial. Em revisdo sobre o tema, Rezvova e Kudryavceva (2018)
classificaram o0s métodos anticalcificantes em trés grupos:(1) pré-tratamento quimico de
tecidos doadores para eliminacdo de detritos celulares; (2) modificagdo do método de
reticulacdo; (3) e pds-tratamento dos tecidos fixados com agentes quimicos para inativacao de

grupos aldeidos livres do GA.2
4.8.1 Pré-tratamento do PB para remocdo de detritos celulares

A descelularizacdo tem sido proposta como um método para diminuir a antigenicidade
tecidual, levando a uma melhor compatibilidade, remodelacdo e durabilidade em longo
prazo.'® Embora a fixacdo do material xenogénico em GA seja capaz de reduzir a
antigenicidade tecidual, uma énfase recente tem sido colocada no papel imunoldgico dos
epitopos alpha-gal e sua associagio com calcificacéo distrofica.>® A presenca desses epitopos
em tecidos bovinos e suinos provoca uma resposta imunolégica em humanos que podem
desencadear e potencializar o processo degenerativo.**” A auséncia desses antigenos, portanto,
torna-se um requisito em um protocolo de descelularizagdo, devido ao seu papel importante

para mitigar a calcificago.'®®

A descelularizacéo é uma técnica de engenharia de tecidos que visa a remogéo de material
celular e nuclear e, por isso, pode comprovadamente evitar a calcificagcdo do PB, resultando
em um potencial aumento de durabilidade das BVCs. Isso porque evidéncias mais recentes
tém destacado o papel de fosfolipidios de membrana como principais focos de agregacao
mineral #6324 A auséncia de células e gatilhos antigénicos, promovidos por esse tratamento,
também reduzem o risco de rejeicdo e a manutencdo da integridade da MEC, apds o
tratamento, € um fator importante para permitir a mitogénese celular, quimiotaxia,

diferenciaco e remodelacio tecidual favoravel 139140
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Os métodos de extracdo celular utilizados no pré-tratamento do PB incluem o uso de
detergentes, a extragdo enzimatica ou tratamento fisico do tecido.’*! Os agentes quimicos
atuam por meio da extracdo parcial ou completa dos fosfolipidios acidos das membranas de
células e das organelas, a fim de inibir a calcificacio.®? Dentre esses tratamentos, citam-se a
pré-incubagdo em etanol, éteres, surfactantes aniénicos como dodecil sulfato de sddio (SDS),
surfactantes ndo iénicos, como Triton X-100, tripsina, derivados do acido amido oleico, acido

desoxicolico e 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA).*

Uma técnica ideal de descelularizacdo deve remover os detritos celulares, estimular a
remodelacdo tecidual, reduzir as propriedades imunogénicas e manter a integridade estrutural
da matriz colagénica, visando a preservacdo das propriedades mecanicas do tecido tratado
(resisténcia a tracdo, elasticidade e resisténcia a fratura). Por fim, a carga eletrostatica ndo
deve ser alterada, pois mudancas nas interacdes eletrostaticas entre as moléculas de colageno
modificam a estrutura de fibrilas coldgenas, com impacto sobre a estrutura tecidual. A
manutencdo do ponto isoelétrico do colageno é importante também para ndo favorecer a
deposicdo de ions de calcio e de fosfato, como ocorre em matrizes de coldgeno com

caracteristica anidnica.142143

Assim, um protocolo de remocao de células idealmente deve preservar a morfologia e as
propriedades bioguimicas e biomecanicas originais da MEC tecidual.®* Diferentes protocolos
de descelularizacdo de pericardio suino e bovino ja foram descritos como métodos eficazes
para reduzir a calcificacdo e, a0 mesmo tempo, preservar as propriedades estruturais e

biomecanicas do tecido, determinadas experimentalmente in vitro, 1733353641

Porém, outros estudos com modelos de implantacdo animal mostram que os protocolos
empregados, apesar de reduzirem significativamente a calcificagdo, ndo garantiram uma total
preservacdo das propriedades mecénicas do tecido, mostrando que a morfologia tecidual,
particularmente a estrutura da matriz colagénica, é afetada pelo processo de extragéo celular.
De forma geral, algum grau de desarranjo na estrutura colagénica original invariavelmente
ocorre, independentemente da técnica de processamento.3>#243 Nesse sentido, muitos autores
afirmam que, na pratica, ainda que existam muitas substdncias disponiveis para
descelularizagdo, nenhuma delas é capaz de eliminar completamente as células do tecido

xenogénico sem provocar pequenos danos ao arranjo geral da MEC,3240-42.110, 143,144
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Quanto as propriedades bioldgicas, € desejavel que o biomaterial das BVCs nédo estimule
a formacdo de tecido cicatricial (conhecido como pannus), nem processo inflamatorio
duradouro, ndo seja pro-coagulante e se integre ao hospedeiro no local de implantacéo para
que haja uma remodelacdo tecidual favoravel, do tipo construtiva, em vez de degenerativa.

Para BVCs, a remodelagéo tecidual desse modo ainda ¢ um desafio a ser alcancado.’

Diante do exposto, a técnica de descelularizacdo para as bioproteses cardiacas deve ser
criteriosamente escolhida. Recentemente, a Braile Biomédica® desenvolveu um protocolo
para descelularizacao de PB a base de surfactantes iénico (SDS) e neutro (Triton X-100), que
ndo altera a carga eletrostatica da molécula de colageno tipo I, mantendo o seu ponto
isoelétrico em torno de 7,00. O material para implante obtido pela técnica apresentou
adequada biocompatibilidade in vitro (conforme parametros da 1ISO10993) e in vivo, além de
adequada biointegracdo com o organismo receptor, quando testado em um modelo animal de
tratamento de queimaduras®® e como matriz transdérmica sobre o implante de protese
mamaria.** Para o uso em cirurgia cardiovascular, sio aguardados novos estudos voltados a
caracterizacdo fisico-quimica do material, para compara-los com os demais pericardios
comercialmente disponiveis, bem como a resposta bioldgica voltada a biocompatibilidade e a

calcificagdo.
4.8.2 Modificacdo do método de reticulacéo do PB
Métodos de preparacdo para BVC que ndo utilizam o GA

Algumas alternativas ao tratamento com GA para reduzir a calcificagdo tém sido
propostas. Os métodos fisicos de radiagdo vy, radiagdo ultravioleta e foto-oxidacdo tém
demonstrado um menor grau de calcificacdo tecidual, em comparagdo com os tecidos tratados
com GA, mas parecem estar relacionados com uma maior degradacéo estrutural de colageno

que compdem o material 282

Os métodos de fixacdo quimica consistem no tratamento de tecidos por substancias
iniciadoras, como carbodiimida, compostos bi e polifuncionais e agentes tanantes naturais.
Cloridrato de N-(3-dimetilaminopropil)-N-etil-carbodiimida (EDC) e N-hidroxissuccinimida
(NHS) também j& foram utilizados para reticulacdo do PB. As BVCs reticuladas com métodos
alternativos podem exibir boa estabilidade da MEC e propriedades semelhantes ao tratamento
com GA.¥147 Contudo, o alto custo dos reagentes e a complexidade das técnicas necessarias

para iniciar as intera¢fes quimicas diminuem a sua aplicago préatica. Além disso, mais estudos
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s80 necessarios para avaliar os efeitos clinicos esses agentes quimicos alternativos, em longo

prazo d sobre as propriedades do material PB.*

Outro ponto importante é que os métodos de preparacao do PB destinados ao seu uso em
cirurgia cardiovascular, bem como em retalhos e enxertos provisorios, sejam biocompativeis
e permitam o povoamento do implante com células do hospedeiro. Isso é importante para que
0 colageno, eventualmente degradado, seja renovado num processo de remodelacdo
construtiva. Tipicamente, a reticulacdo reduz o espaco para reconhecimento celular e
repovoamento, alterando o tempo de remodelacdo. Assim, para utilizar plenamente os
beneficios do PB, as técnicas a serem seguidas devem manter o PB 0 mais proximo possivel
de sua estrutura original.”® Ha indicios que o efeito citotoxico do GA torne o tecido fixado
com essa substancia incompativel com o repovoamento, com a remodelacdo e com o
crescimento construtivo das células receptoras.!” Assim, alguns trabalhos mais recentes

propdem suprimir a utilizacdo do GA, por meio do uso do PB acelular néo fixado.

O uso de matrizes acelulares de PBs nao fixados vem aumentando como estratégias de
medicina regenerativa. Esses materiais tém sido usados para a reconstru¢do de vasos
sanguineos (arterioplastia), como enxertos temporarios, a fim de permitir o repovoamento do
tecido implantado pelas células do proprio paciente, funcionando como scaffolds
biocompativeis.3*1*2 O trabalho de Botes e colaboradores (2022) com esse tecido resultou em
uma boa recelularizacdo, maior resisténcia a calcificagdo, maior reendotelizacdo e resisténcia
mecanica adequadas ap0s 180 dias de implantacdo vascular e por isso consideraram como
uma alternativa os patches de GAPB.*? Outros estudos também atribuiram resultados
promissores a tecidos xenogénicos acelulares para superar as limitacGes de materiais similares
desenvolvidos com GAPBs, considerado ainda padrdo na industria cardiovascular.t”3%4! No
entanto, para a aplicacdo especifica desse material em BVCs, ainda € necesséria maior
investigacdo, pois materiais construidos apenas com as proteinas da MEC podem se degradar

rapidamente ou tornarem-se fracos, inviabilizando a substituicéo de tecidos.”®

Alguns estudos apontam que valvulas acelulares e ndo fixadas podem apresentar
desempenho funcional superior em relacdo as de tecido fixado em GA. Esses autores
defendem que a fixacao tecidual € uma etapa que pode ser prescindida, pois 0 que garante a
biointegracdo e o funcionamento da valva ¢ a utilizagdo da MEC intacta, com caracteristicas

originais mantidas.!”33® Para isso, 0 tecido xenogénico precisaria estar desprovido de toda
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carga antigénica que causa a degradacdo por protedlise, apos a implantacao ou rejei¢do aguda

do xenoenxerto, fendbmenos que sdo minimizados quando a fixacao quimica é realizada.

A utilizacdo de tecidos naturais nao fixados € inviavel para utilizagdo em bioproteses,
devido a biomecanica deficiente e & rapida degradacio no hospedeiro.*® A técnica de
descelularizagdo tem sido proposta para reduzir a imunogenicidade e a calcificacdo do tecido
PB pos-implantacdo®>#!, mas ndo substitui o tratamento fixador com o GA, pois a etapa de
fixacdo é necessaria para proteger o tecido da resposta inflamatéria que leva a degradacao
tecidual e & consequente calcificagdo.3?4>78135147 Entre os agentes fixadores, 0 GA ainda é o
mais utilizado para prover o PB de estabilidade mecénica, esterilizacdo e preservacédo ideais a
sua utilizacdo em BVCs, embora tenha sido apontado como causa de

C&|CifiC&(}éO 20,23,67,89,125,126

Assim, a modificagdo quimica obtida por meio da reticulagdo em GA tem sido realizada
para uma boa durabilidade do GAPB. A ISO 5840 atualmente determina que as BVCs devem
permanecer funcionais ap6s 400 milhdes de ciclos em um testador de desgaste acelerado, o
que corresponde a 5 anos de utilizacdo clinica. E improvavel que esse critério seja aplicavel a
biomateriais de tecidos ndo fixados e, por isso, mais estudos sobre o tema se fazem
necessarios.* A medida que esse campo continua a evoluir, sera necessaria uma compreensao
mais concreta do delicado equilibrio entre reparo in vivo e a remodelacdo de tecidos ndo
fixados em comparacdo com a taxa de deterioracdo do material induzida por deformacao

ciclica.’
Modificagdo na superficie do pericardio bovino fixado em glutaraldeido (GAPB)

Devido a dificuldade de reendotelizacéo espontanea completa dos folhetos valvares apos
sua implantagio, materiais GAPB perdem o efeito protetor contra a calcificagdo.'”*° Estudos
mais recentes tém investido estratégias para melhorar a reendotelizagdo, incluindo valvas
cardiacas projetadas com tecido acelular semeado com células endoteliais antes da
implantacdo®™® e preparacdes com GAGs, cujas propriedades incluem alta carga negativa,
efeito anticoagulante e atividade anti-inflamatdria, que fazem dos GAGs um potencial solucéo
para o problema da calcificagdo. Métodos com acido hialurénico, um GAG linear com
repetidas unidades de dissacarideos, tiveram efeitos benéficos comprovados in vitro, mas com
muitas limitacdes que tornam a aplicacéo clinica ainda distante. A modificacdo da superficie

de GAPB com a incorporacdo desse polimero de alto peso molecular visa ao preenchimento



52

de espacos pré calcificantes, prevenindo a nucleagdo mineral.’>! O desenvolvimento desse
GAPB hibrido, revestido com hidrogel a base de acido hialurénico, demonstrou efeito
promissor em biocompatibilidade, efeito antitrombotico e aumento da reendotelizagdo, com
consequente reducéo da calcificacdo, mas em ensaios mecanicos realizados por outros autores
mostra aumento da rigidez dos folhetos de PB, com maior risco de ruptura e falha da
bioprotese, o que poderia ser compensado com novos desenhos de valva que aumentassem a
resisténcia da protese.*® Em outro trabalho similar, 0 GAPB foi embebido em hidrogel de
heparina e demonstrou resultados promissores quanto ao seu comportamento mecanico e
potencial anticalcificacdo in vitro, mas assim como em preparaces com acido hialurénico os

resultados biomecénicos apds a implantac&o in vivo sdo incertos.>?

Outras estratégias anticalcificantes ja foram desenvolvidas, revestindo a superficie do
GAPB com agentes que pudessem interferir na adsorcao superficial, reduzindo a nucleacéo
de célcio. Entre esses agentes, ja foram testados difosfonatos, dodecilsulfato de sodio, sulfato
de protamina, fons de aluminio e de ferro, 4cido 2-amino oleico ou polietilenoglicois.'®
Outros estudos indicaram que mediadores plasmaticos, como certas vitaminas, antibioticos,
medicamentos anti-hipertensivos, antiplaquetarios e anestésicos, podem modular a ligacéo de
proteinas plasmaticas a um substrato artificial, inibindo a adesdo plaquetaria e posteriormente
reduzindo a calcificacdo das superficies pericardicas in vitro.1®1® Como as plagquetas
humanas tém receptores de membrana para uma ampla variedade de materiais, incluindo
fibrinogénio e colageno®™, é concebivel que as drogas antiplaquetarias modifiquem,
mascarem ou impecam a expressao de sitios de ligacdo para proteinas adesivas e causem uma
reducdo das densidades plaquetarias na superficie. Isso por si s6 pode ser uma das razdes para
a reducdo observada na calcificacdo pericardica, devido as inibi¢Bes celulares dos agentes
antiplaquetarios. Apesar da extensa pesquisa no desenvolvimento dessas estratégias
anticalcificagdo, nenhum método completamente satisfatorio para aplicacdo clinica esta

disponivel.
Modificac¢des no protocolo de fixacdo do PB com GA

Ainda que o GA apresente desvantagens consideraveis, as suas vantagens o tornam uma
referéncia padrdo para o processamento laboratorial do PB para a confecgdo de bioproteses
cardiacas, desde a década de 1970812, muito embora seja necessario aumentar a compreensio

do seu comportamento quimico em solugéo aquosa.
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Tendo em vista que as caracteristicas do tecido reticulado dependem do controle de
variaveis envolvidas no processo de reticulagdo, uma das estratégias para prevencdo da
calcificacio tem sido a introducgdo de modificacdes nos protocolos de fixagdo com GA, 1947155
Apesar da técnica de tratamento quimico da bioproteses com GA ndo ser recente, 0S
protocolos para o pré-tratamento das proteses valvulares com GA, especialmente com relacéo
as concentragdes da solucéo fixadora e aos tempos de fixagdo, ndo estdo padronizados.t®

Um protocolo 6timo de tratamento do tecido PB reticulado por GA é aquele capaz de
induzir a um minimo de calcificacdo, enquanto assegura a sua estabilidade mecanica, dois
aspectos que influenciam a durabilidade das bioproteses, apds a sua implantagdo em humanos.
Portanto, uma estratégia para reduzir o grau de calcificacdo, sem comprometer o grau de

estabilidade do material, seria ajustar cuidadosamente o tempo de fixagdo com GA.191%

A reacdo do GA com o grupamento amino das proteinas de colageno do PB depende de
varios fatores, dentre os quais: espessura do tecido’™, concentragdo do agente reticulador,
tempo de fixacdo, temperatura e pH da reticulagdo.” "1 O pH da solucéo de reticulagio
deve permanecer entre 7 e 8, devido ao ponto isoelétrico da molécula de colageno. Valores
inferiores a 7 limitam a reacdo, enquanto valores maiores favorecem a formacéo de polimeros

na solucdo fixadora e reduzem a eficécia da reacao de reticulagio do GA.”’

Em relacdo a concentracdo do GA, estudos tém demonstrado que as baixas concentracdes
podem ser mais adequadas para implantes de PB11% e a maioria das bioproteses atuais sdo
fixadas em concentragbes de GA, variando de 0,5% a 0,625%%*2. Solucdes com baixas
concentracdes de aldeidos derivados do GA produzem menor resposta inflamatoria e elevada
estabilidade térmica do pericardio. Alguns autores compararam a temperatura de
encolhimento em tecidos tratados por diferentes concentragdes do agente fixador para o
mesmo tempo de processamento e ndo encontraram diferencgas significativas entre os dois
materiais. A temperatura de encolhimento se refere a temperatura necessaria para produzir um
encurtamento do tecido estudado, sendo uma estimativa da quantidade de ligagdes cruzadas

entre o fixador e as fibras colagenas.101°":1%8

O tempo de tratamento em GA pode variar de acordo com a espessura do material.”
Quando as ligacOes sédo estabelecidas entre GA e os residuos de lisina e hidroxilisina, ocorre
uma impermeabilizacdo superficial que pode retardar a penetracdo do GA no interior do

material.”*1*°. Dessa forma, inicialmente admitiu-se um protocolo de reticulagdo mais longo
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como necessério para a formacdo de um maior numero de ligagBes cruzadas no interior do
material. Isso favoreceria a permanéncia do PB no sitio de implantacdo, uma vez que a
degradacio ¢ inversamente proporcional ao nimero de ligacdes cruzadas estabelecidas.*®°
Para Human e Zila (2001), a reducéo da calcificacdo pode ocorrer com tempos de exposi¢do
prolongados, o que poderia reduzir a antigenicidade residual do tecido xendgeno.>® No
entanto, o papel potencial da resposta imune do hospedeiro na calcificacdo degenerativa ja
havia sido refutado por estudos de Levy e colaboradores (1983), ao observarem calcificacdo
de pericardio porcino em modelo experimental in vitro e de forma independente de células

imunoldgicas. e

Evidéncias sugerem que tempos prolongados de imersdo em GA ndo sdo necessarios a
reticulacdo do tecido e que uma fixacdo adequada do PB pode ser alcangada com menores
tempos de incubagdo, como mostram os estudos com base em temperaturas de encolhimento.
Lee e colaboradores (2017) submeteram amostras de PB a reticulacdo em GA sob diferentes
concentragdes (0,3 0,4, 0,5 e 0,6%) e diferentes tempos de exposi¢do (10 e 20 minutos) e
encontraram, para concentracfes fixas de GA, resultados superiores na extensibilidade,
resisténcia a degradacdo enzimatica e estabilidade térmica do material em tempos relativos
maiores?°. Contudo, em referéncia aos achados de outro estudo prévio, advertiram que o
tempo de fixagéo significante para manutencgéo da estabilidade do tecido sdo os primeiros 20
minutos, que produzem 94% das ligacdes cruzadas obtidas em duas semanas de tratamento.*°
Em outro trabalho, Hofferberth e colaboradores (2019) fixaram espécimes de pericardio
aut6logo por 10 minutos em solucdo de 0,6% de GA e encontraram valores de estiramento

satisfatdrios para uso clinico.?

Estudo prévio realizado por outro autor sugere que 15 minutos de fixacdo no GA poderia
fazer 80% do total das ligacdes cruzadas alcangadas em duas semanas de tratamento para a
mesma concentracéo utilizada.!® Esses achados confirmaram os resultados de Woodroof e
colaboradores (1978), de que a reacdo de reticulacdo ocorre de maneira rapida e se mostra
quase completa apds uma hora em tecidos fixados com solucGes de GA, em baixas
concentragdes, entre 0,1 e 5%.1* Quanto maior o tempo de fixagdo em GA, mais estavel tende
a ser o PB implantado e mais resistente a destruicdo pelo organismo receptor. No entanto,
Liao (1995), ao investigar o uso do PB em implantes subcutaneos de animais, observou que a
calcificacdo era dependente do tempo de tratamento com GA e ndo da antigenicidade residual,
ja que enxertos de PB frescos (ndo processados com GA), apesar de exibirem intensa reagdo
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inflamatoria, ndo apresentaram calcificagcdo. Quando tratadas com GA, as amostras de PB

apresentaram calcificaco, que aumentava com a elevacgdo do tempo de exposi¢io ao GA.*°

155 & Lee e colaboradores®,

Posteriormente, nos experimentos de Sinha e colaboradores.
a analise quantitativa do teor de calcio das amostras revelou uma tendéncia ao decréscimo da
calcificagao nos grupos com menor tempo de imersdo em GA. Assim, a redugdo do tempo de
tratamento poderia minimizar a calcificacao tecidual pds implantacéo, por meio da eliminagéo
ou reducéo de grupos aldeidos livres ou formas polimerizadas residuais de GA citotoxicos nos

tecidos processados. 10196715

Diante do exposto, a influéncia do tempo de fixagcdo em GA sobre o grau de calcificagdo
do PB permanece controversa e 0s achados experimentais necessitam de maior investigacao.
Novos estudos sdo necessarios para avaliar o efeito da reducdo do tempo de tratamento em
GA, a fim de aprofundar o conhecimento reticulacdo do PB com GA e propor protocolos que
otimizem a reacgéo de reticulacdo e preservem a integridade estrutural e biocompatibilidade
das biopréteses bovinas.

4.8.3 Pos-tratamento para inativacao de grupos aldeidos livres derivados do GA

Algumas substancias quimicas podem inativar os aldeidos téxicos produzidos pela
reticulacio com GA. As substincias empregadas sdo diaminas®®, aminoacidos, como o 4cido
glutamicol01224282932 o 4cido alfa-linoleico.?? Também foi relatado o uso de agentes

desintoxicantes, como etanol isolado ou associado ao 4cido glutdmico e ao 4cido citrico.6?

Entre os agentes estudados, 0os aminoacidos sdo 0s elementos que parecem ter uma acao
comprovadamente anticalcificante, pr meio das ligagOes covalentes estabelecidas entre seus
grupamentos aminicos com os aldeidos livres no tecido da bioprotese.'22032199 A ytilizagdo
de aminoacidos esta associada & exposicdo de tecidos bioldgicos sob pH acidol?2%163.164 g
alcalino®®, pois em ambos os valores de pH as ligagdes cruzadas de GA podem ser
despolimerizadas.'®%%” Por conseguinte, os grupos carbonilas livres, remanescentes de uma
reticulacdo incompleta no tecido processado, podem ser inativados com um aminodcido
natural que reage com esses grupos e forma ligacdes quimicas estaveis que resistem aos
processos hidroliticos quando expostos a condi¢es fisiologicas. Esse efeito se relaciona com
a reducdo da calcificacdo porque neutraliza de modo permanente os grupos aldeidos

eletrofilicos que estavam expostos a ligagdo com fons calcio.*°
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Jé foi demonstrado que o tratamento do PB com o &cido glutamico, previamente fixado
em GA, melhora sua biocompatibilidade e reduz a calcificacéo por inativar residuos do GA.
O pH é&cido é utilizado nesses casos porque favorece a despolimerizacdo do GA polimérico,
de modo a facilitar a remogdo de moléculas monoméricas ndo ligadas do tecido.8”:163164
Braile-Sternieri e colaboradores (2020) empregaram um protocolo de reticulagdo de PB com
GA a 0,5% por dez dias e neutralizacdo das amostras com uma solugdo de acido glutamico
saturado em pH acido de 3,5 por 24 horas. Apos implantacao in vivo, o tratamento com acido
glutdmico mostrou alta eficiéncia anticalcificante em ambos modelos experimentais
utilizados, tanto o de implantacdo em tecido subcutédneo de ratos, quanto o modelo de
implantacdo intracardiaca em ovelhas. O referido tratamento alterou a estrutura das fibras
elasticas na MEC tecidual, mas ndo promoveu alteracfes indesejaveis nas propriedades
térmicas e mecanicas dos PBs modificados.?® Em outro estudo recente, Jiang e colaboradores
(2022), ao utilizarem PB fixado em GA e modificado com 0 aminoacido glicina, conseguiram
reduzir em 80% o nivel de calcificagdo do PB, sem afetar suas propriedades biomecénicas.?
Embora os tratamentos atuais ndo evitem completamente a deposicdo de calcio nos implantes

de PB, eles podem contribuir para uma maior durabilidade das BVCs pos-implante.
4.8.4 Combinagdo de métodos anticalcificantes

Convém ressaltar que, até 0 momento, nenhum tratamento prévio evita completamente a
calcificacdo das bioprdteses em condigBes clinicas.!' Considerando a complexidade dos
mecanismos envolvidos na calcificacdo das bioproteses tratadas com GA, uma solucéo seria
a combinacdo de estratégias anticalcificantes, a fim de maximizar seus efeitos sobre a
longevidade do xenoenxerto de PB. O emprego sinérgico e simultdneo de mudltiplos
tratamentos anticalcificantes parece ser a estratégia mais promissora e, por isso, devem ser
examinados em futuros estudos clinicos, incluindo as estratégias de fixacdo de GA em baixas
concentracgdes, a remocao de fosfolipidios e/ou residuos de GA néo ligados nos tecidos fixados

e as modificagdes imunoldgicas com adicdo de agentes exogenos. 1023243245

Novas metodologias incluem terapias medicamentosas para atenuar a calcificacdo de
BVCs ap6s a implantag&o in vivo, como o carbonato de seveldmero, um aglutinante de fosfato
sérico™>1%8 ou a fenitoinal®, que, ao promover mudangas no metabolismo do célcio, podem
ser capazes de atuar na inibicdo da calcificacdo distréfica. Ambos os farmacos, quando
administrados na dieta, demonstraram potencial efeito anticalcificante de GAPBs implantados

em tecido subcutéaneo de ratos.
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Sabe-se que um método desejavel de reticulacdo do PB esté relacionado com a prevencéao
da calcificacdo tecidual, mas também com a preservacdo das caracteristicas biomecanicas
essenciais a estabilidade das bioproteses, apds um longo tempo de implantagdo.'>*° Valvulas
acelulares tém demonstrado uma alternativa atraente para BVC, uma vez que parecem permitir
0 repovoamento pelas proprias células do hospedeiro, com consequente remodelagdo,
crescimento e reparo de tecidos associados, além de apresentar menor propensdo a
calcificaco e ao desempenho hemodinamico adequado.* Vale ressaltar, no entanto, que apos
a descelularizacdo, o tratamento para fixacdo do tecido modificado € uma etapa essencial para
sua aplicacdo em cirurgia cardiovascular, visto que os produtos naturais ndo reticulados
apresentam biomecanica pobre e rapida degradacdo e, por isso, sdo inadequados sem a

reticula(;éo 32,45,78,135,147

Por ser essencial a reticulagdo do PB, ajustes no tempo de fixacdo com GA podem ser
sugeridos para a reducdo da calcificacdo, além do uso de aminoacidos e outros métodos.
Tendo em vista ainda que os tempos ideais de tratamento do PB em GA aplicaveis
clinicamente para biopréteses cardiacas ndo sdo conhecidos, sdo necessarios estudos que
avaliem os efeitos da reducdo do tempo de tratamento em GA para aumentar o conhecimento
da reticulacdo do PB em GA e para propor protocolos que melhorem as propriedades
bioldgicas e mecénicas das bioproteses.
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5 MATERIAL E METODOS

Esta secdo detalha dos procedimentos metodoldgicos em oito itens.

5.1 DESENHO EXPERIMENTAL

As amostras teciduais de pericardio bovino com 1 cm?, fornecidas pela Braile Biomédica
(S&o José do Rio Preto — SP, Brasil), foram divididas em trés grupos, de acordo com o tempo
de fixacdo em GA e com a presenca ou nao de células no tecido. O grupo PB10d compreendeu
os tecidos celularizados e fixados com solugbes de GA por 10 dias. O grupo PB5d consistiu
em tecidos celularizados e fixados com GA durante 5 dias. O grupo PB5dAC abrangeu as
amostras teciduais acelulares fixadas com solucdo de GA por 5 dias (Tabela 1). As avaliagfes
das caracteristicas dos pericardios bovinos foram realizadas antes e depois de sua implantacao
em tecido subcutaneo de ratos para todos os grupos. Os testes mecanicos e de estabilidade
térmica foram realizados apenas na etapa pré-implantacdo, a caracterizacdo quimica foi
realizada apenas na etapa pos-implantacao e as avaliacbes morfoldgicas por ML e MEV, bem
como a analise do conteudo de calcio, foram realizadas nas etapas de pré e pos-implantacao
em tecido subcuténeo de ratos.

Tabela 1. Tipos de PB de acordo com o tempo de fixacdo em GA e a presenca
ou ndo de células.

Grupo Tempo de fixacio Células

PB10d 10 dias Sim

PB5d 5 dias Sim
PB5dAC 5 dias Né&o

Fonte: Elaboragdo da autora.

5.2 PREPARACAO TECIDUAL

A obtencédo do PB ocorreu em um frigorifico certificado, de forma imediata ao abate do
animal previamente examinado pelo Servico de Inspecéo Federal e com até 36 meses de idade.
O material seguiu armazenado em solucdo tamponada (pH 7,4) de cloreto de sddio e cloreto
de magnésio, mantido a uma temperatura de 2°C a 15°C sendo imediatamente transportado
para o laboratério da Braile Biomédica. O material bioldgico recebido é enxaguado em

solucdo salina, passa por um processo de remoc¢do da camada lipidica e de impurezas e, a
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seguir, sofre inspecdo quanto a homogeneicidade. Para fins de controle de qualidade, sdo
descartados possiveis infiltrados anormais, espessamentos, fenestracbes ou defeitos de
qualquer natureza. Apos a etapa de selecdo, é realizado o corte do material em fragmentos de
1lcm>.

A seguir, as amostras foram distribuidas aleatoriamente nos trés grupos experimentais
(PB10d, PB5d e PB5dAC). Todas as amostras foram imersas em solucdo de GA (Sigma
Chemical Company, St. Louis, USA), cujo tempo de permanéncia e concentracdo da solugédo
variou para cada tipo de processamento. Previamente a fixacdo com GA, as amostras do tipo
PB5dAC foram submetidas a um tratamento de descelularizagcdo, com solucdes de glicerol,
acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA), Triton X-100, azida sddica e etanol, conforme o
protocolo padronizado pela Braile Biomédica. Ap0s esse processo, 0s pericardios foram

tratados com GA, conforme descrito a seguir.

As amostras dos grupos PB5d e PB5dAC foram fixadas com solucdo de GA, pH 7,4 por
5 dias (duas trocas com solugdo de GA a 0,1% e uma ultima troca com solucdo de GA a 0,5%),
enquanto as amostras do grupo PB10d foram fixadas com solucdo de GA a 0,5%, pH 7,4, por
10 dias. A seguir, todos os materiais ap0os fixacdo com GA passaram por tratamento com
solucdo anticalcificante a base de acido glutamico e foram enxaguados com solucao de cloreto
de sodio 0,9%, em seguida armazenados em uma solucdo de GA a 0,2% e solucédo de etanol
1%, pH 7,4. As principais etapas de processamento do PB estdo demonstradas no fluxograma

a seguir (Figura 9).
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Figura 9. Fluxograma com as etapas do processamento tecidual das amostras dos trés grupos
experimentais.
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Fonte: Braile Biomédica Indistria Comércio e Representacgdes Ltda.
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5.3 CARACTERIZACAO DO MATERIAL

As propriedades térmicas e mecanicas das amostras foram avaliadas mediante testes
fisicos realizados no Laboratorio de Ensaios Fisicos da Braile Biomédica. A caracterizacao
fisica compreendeu a selecdo aleatoria de seis amostras pré-implantacéo dos grupos PB5d e
PB10d e trés amostras do grupo PB5dAC.

5.3.1 Teste de estabilidade térmica

O teste de estabilidade térmica avaliou a eficacia da substancia fixadora sobre os
componentes do pericardio bovino, em especial sobre as fibras coladgenas do tipo I, ao
mensurar a temperatura de encolhimento ou “Ts” (shrinkage temperature), determinada
em °C. A Ts é a temperatura necessaria para produzir um encurtamento do tecido estudado,
sendo diretamente proporcional a quantidade de ligaces cruzadas formadas entre o fixador e
as fibras colagenas, representando o ponto em que as proteinas teciduais sdo desnaturadas pelo
calor. Dessa forma, quanto mais bem fixada estiver uma amostra de pericardio bovino, maior
sera a sua estabilidade térmica, o que implicaria em uma maior Ts. O teste foi realizado em
amostras de pericardios com 2,00 cm x 0,8 cm, rejeitando-se aquelas que estivessem fora das
proporcOes desejadas. A Ts corresponde a temperatura na qual a amostra apresenta um
encolhimento igual ou superior a 20% em relacédo ao seu tamanho original, ao expd-la a uma

variacdo térmica de 1°C por minuto.

Em geral, o pericardio bovino fresco (ndo fixado) sofre retragdo em torno de 64°C,
enquanto o pericardio bovino fixado somente se deforma quando é submetido a temperaturas
mais elevadas. Uma amostra imersa em GA estard adequadamente fixada quando a sua Ts
estiver acima de 83°C, ou seja, as fibras colagenas do tipo | de sua MEC sé se deformam

guando submetidas a temperaturas acima de 83°C.

O ensaio foi realizado em equipamento validado e desenvolvido especialmente para esse
fim (Braile Biomédica, SP, Brasil). Construido em ago inox, o equipamento comporta um
sistema de aquecimento de &gua em banho-maria controlado eletronicamente, com
resisténcias de 1 Kw para o aquecimento necessario de 1°C por minuto com quatro
compartimentos, onde as amostras foram colocadas. Cada compartimento tem um sensor de
temperatura (pastilha sensora PT-100), um sensor hall, um termémetro calibrado para a faixa

entre 60 e 95°C, garras para fixacdo das amostras e display (Figura 10).
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Figura 10. Equipamento de teste de temperatura de encolhimento (Braile
Biomédica®).

Fonte: Braile Biomédica Industria Comércio e Representa¢des Ltda.

5.3.2 Testes mecanicos

O estudo das propriedades mecanicas dos materiais tratados com GA foi realizado com
0s corpos de prova em conformidade com ASTM-D-638 (Standard Test Method for Tensile
Properties of Plastics). O equipamento utilizado (Figura 11) foi 0 Q-TEST (MTS Systems
Corporation, nimero de série M206170/102398), equipado com medidor digital de forca
que opera a uma taxa de extensdo de 100 mm/min. As propriedades avaliadas foram
espessura (mm), resisténcia a tracdo (t, kgf/mm?), elongacio (¢%) e indice de tenacidade

(calculado pelo produto da tracéo pela elongacéo, dividido por dois).



63

Figura 11. Torre do dispositivo de tracdo modelo Qtest/1L, marca MTS, série
M206170/102398, com célula de carga de 1000 N (A) e garras para fixacdo dos corpos de
prova para os ensaios (B).

Fonte: Braile Biomédica IndUstria Comércio e Representacdes Ltda.

5.4 IMPLANTE SUBCUTANEO EM RATOS

Todos os procedimentos em animais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso dos
Animais (CEUA), do Instituto de Ciéncias da Saude (ICS), da Universidade Federal da Bahia
(UFBA), sob o protocolo n® 9262310518 (Anexo). Oitenta ratos da espécie Rattus norvegicus
da linhagem Wistar, machos, de trés a quatro semanas de idade, com massa corpérea entre 80
e 90 gramas, foram mantidos no Biotério de Experimentacdo do Laboratdrio de Neurociéncias
do Instituto de Ciéncias da Saude. Os ratos foram nutridos com racédo sélida peletizada (Nuvilab
CR- 1, Nuvital Agropecuaria Ltda.), hidratados ad libitum e em espaco climatizado, com ciclos
claro-escuro de 12:12h.
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Todos os animais receberam dois implantes subcutaneos de PB na sua regido dorsal lateral.
Alguns foram implantados com materiais dos grupos PB5d e PB10d, enquanto outros animais

o foram com os materiais dos grupos PB5d e PB5dAC (Tabela 2).

Tabela 2. Distribuicdo dos animais de acordo com o grupo experimental e o ponto biolégico.

Periodos/grupos PB5d/PB10d PB5d/PB5dAC Total
7 dias 10 - 10
14 dias 10 10 20
28 dias 10 10 20
60 dias 10 10 20
120 dias 10 - 10
Total 50 30 80

Fonte: Elaboragéo da autora.

Os animais foram anestesiados com injegdes intraperitoneais de solucdo contendo
cloridrato de quetamina (Dopalen®, Ceva Santé Animale), na propor¢do de 7,0 mg/100 g, e
cloridrato de xilazina (Anasedan®, Ceva Santé Animale), na proporcao de 0,8 mg/100 g. Ap6s
tricotomia e antissepsia com solucdo aquosa de polivinilpirolidona-iodo (PVPI topico),
realizaram-se duas incisdes lineares paravertebrais na pele da regido dorsal, abaixo da linha de
fixacdo do membro superior, em ambos os lados - direito e esquerdo de cada animal. As incisdes
tinham aproximadamente 1,5 cm de comprimento, eram paralelas entre si, afastadas em cerca
de 5,0 cm e aproximadamente equidistantes em relacdo ao longo do eixo da coluna vertebral.
Utilizou-se uma tesoura com ponta romba para divulséo do tecido da tela subcutanea subjacente
a pele (hipoderme), a fim de criar duas bolsas subcutaneas na area dorsal de cada rato (Figura
12). Apds duas lavagens de quinze minutos em agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, EUA), as amostras de PB com dimensdes de 1 cm? foram implantadas nas bolsas

subcutaneas e as suturas realizadas com fio de seda 4-0.
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Figura 12. Etapas do procedimento cirdrgico. Lavagem dos biomateriais (A), tricotomia (B), incisdes cutaneas
(C), divulséo para criacéo de bolsa subcutanea (D), implantagéo do biomaterial (E), e sutura (F).

Fonte: Elaboracdo da autora.
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Os materiais foram explantados de forma seriada, decorridos 7, 14, 28, 60 e 120 dias da
intervencdo cirdrgica. Os pontos biologicos foram determinados em conformidade com a ISO
10993 e a etapa cirdrgica consistiu em eutanasia com sobredosagem de uma solugdo com
cloridrato de quetamina (18 mg/100g) e cloridrato de xilazina (3 mg/100g), via intraperitoneal,
seguida da retirada dos materiais. O acesso aos implantes oorreu pela realizacdo de incisoes
bilaterais e paravertebrais de 4,0 cm e delicada disseccdo. Os implantes foram localizados por
inspecdo visual e palpacéo, sendo cuidadosamente removidos com pingas histoldgicas e pincas
cirugicas de disseccdo. Do numero total de explantes, metade foi destinada a avaliacdo

histoldgica e a outra metade submetida a dosagem de calcio (Figura 13).

Figura 13. Distribuicdo das amostras explantadas (n=10 para cada tempo bioldgico), de acordo com a
andlise submetida

?ﬁ?ﬁ?ﬁ?ﬁ@ ?v?v?ﬁ{\@
AL AL AL ALY
- - 1 0"
[] [ [] []
. ~ Microscopia |:| — Microscopia . Calcio |:| — Célcio
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Fonte: Elaboragéo da autora.

Nos explantes destinados a avaliacdo histologica, uma por¢ao marginal de tecido (minimo
de 2 mm de area adjacente) foi mantida para exame microscépico, enquanto nos explantes
destinados a avaliagdo quantitativa do teor de calcio, os tecidos organicos do hospedeiro
aderentes ao explante foram removidos da superficie, a fim de ndo interferir na mensuracéo
quantitativa de calcio nesse material. A seguir, todas as amostras foram lavadas em agua
ultrapura e armazenadas em frascos estéreis contendo solucéo fixadora de formaldeido a 4%,

tamponada em fosfato de soédio 0,1M (pH 7,2).
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5.5 ANALISE MICROSCOPICA (PRE E POS-IMPLANTACAO)

O estudo morfoldgico foi realizado em amostras pré e pos-implantacdo, por microscopia
de luz no Laboratério de Imunopatologia e Biologia Molecular do ICS/UFBA e por
microscopia eletronica de varredura, na Plataforma de Microscopia Eletronica da Fundagéo
Oswaldo Cruz (Fiocruz-BA).

5.5.1 Analise por microscopia de luz (ML)

As amostras fixadas em solucdo tamponada de formaldeido a 4% foram lavadas em
tampdo fosfato 0,05M por dez minutos, desidratadas em solu¢Ges com concentracao crescente
de etanol e diafanizadas. As amostras teciduais foram incluidas em parafina para permitir a
obtencg&o de seccdes transversais e longitudinais do PB com 4 um de espessura. Em seguida,
as laminas histoldgicas foram coradas por hematoxilina-eosina (HE), orceina, Von Kossa e
Tricomico de Masson.

As amostras representativas de cada grupo foram examinadas e fotografadas em sistema
digital de aquisicdo de imagem com microscopio Nikon Eclipse E-200 (Nikon Instruments
Inc., Melville, NY, USA) posicionado em objetiva de 40X, acoplado a uma camera Tucsen
TrueChrome Metrics (International Stemmer Imaging, Puchheim, Germany). O software
utilizado para captura e analise das imagens foi o TUCSON Tcapture (International Stemmer

Imaging, Puchheim, Germany).

Os resultados foram descritos com base na presenca, natureza e intensidade da
inflamacédo, fibrose, necrose, formacdo de capsula, neovascularizacdo e tipos celulares
inflamatdrios predominantes, em andlise semiquantitativa, adaptada a partir de Thampi e
colaboradores (2013).%¢ Os achados foram categorizados segundo graus de intensidade em
ausente (0), discreto (1), moderado (2) e severo (3), considerando-se como discreto todo
parametro que comprometia o espécime em no maximo 25%; moderado, até 50%; e intenso,
acima de 50% da lamina observada. A andlise foi realizada por dois avaliadores de forma

independente e as eventuais discrepancias foram discutidas até alcangar o consenso.
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5.5.2 Andlise por microscopia eletronica de varredura (MEV)

O estudo das amostras pré e pos-implantacdo em MEV observou a integridade tecidual e
as diferencas ultra estruturais existentes entre os materiais PB5d/PB10d e PB5d/PB5dAC. As
amostras pré-implantacdo, que estavam conservadas em solucdo de GA 0,2% e etanol 1%,
foram lavadas em tampéo cacodilato de sddio 0,1 M (pH 7,4), p6s-fixadas em solucdo de
tetroxido de 6smio a 1% tamponado com cacodilato de sodio 0,1M (pH 7,4) por 30 minutos,
novamente lavadas em tampao cacodilato de sddio a 0,1 M e desidratadas em uma série de
solugdes com concentracdo crescente de etanol. A secagem final das amostras foi realizada na
camara de ponto critico (Leica Geosystems, Switzerland). Por Gltimo, os espécimes foram
montados sobre stubs de aluminio, colocados no aparelho Bal-Tec SCD 050 (Liechtenstein)
para pulverizacéo superficial com ouro e examinados no microscopio eletrénico de varredura
JEOL JSM-6390LV (Jeol Ltd, Téquio, Japdo), operado em 10-15 kV.

5.6 CARACTERIZACAO QUIMICA (POS-IMPLANTACAO)

Alguns fragmentos de amostras aleatérias, explantadas de 120 dias dos grupos PB5d e
PB10d, foram encaminhados para a analise da composic¢ao quimica elementar semiquantitativa
por meio de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX) em detector (Thermo Fisher
Scientific™) devidamente calibrado e acoplado a microscopio eletrénico de varredura JEOL
JSM-6390LV (Jeol Ltd, Toquio, Japdo), utilizando energia de aceleracdo de elétrons de 15kV
e ponto de detecgdo no angulo de 35°. O preparo das amostras foi similar ao protocolo de
processamento dea amostras para MEV, excetuando-se as etapas de pos-fixacdo em tetroxido

de ésmio e metalizagdo em ouro.

5.7 ANALISE DO TEOR DE CALCIO (PRE E POS-IMPLANTACAO)

A avaliacdo quantitativa para deteccdo do teor de célcio tecidual foi realizada em amostras
pré e pos-implantacdo, no Laboratério de Quimica Analitica do Instituto de Quimica
(IQ/UFBA), por meio da Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP-OES).

A anélise em tempo zero foi realizada por amostragem aleatdria, a fim de confirmar se as

amostras de PB fixadas em GA estavam isentas de calcificacao antes da implantacéo in vivo.
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O grau de calcificacdo tecidual dos materiais explantados também foi quantificado para

comparagdo com as amostras iniciais da etapa pré-implantacao.

Para preparo das amostras, as massas foram pesadas, empregando uma balanca analitica
(modelo Toledo AB 204-05, Mettler-Toledo, Polaris Parkway, Columbus, EUA), e
transferidas para frascos de politetrafluoretileno. Em seguida, foram adicionados 1,0 mL de
HNO3s 65% destilado (mm™, Merck, Darmstadt, Alemanha), 1,0 mL de H202 (% m m?,
Merck, Darmstadt, Alemanha) e 4,0 mL de &gua deionizada. As soluc¢des foram preparadas
com agua deionizada com resistividade de 18,2 MQ cm, purificada em sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, EUA). Em seguida, os frascos foram fechados e submetidos a
aquecimento em um bloco digestor (modelo TEOO7-A, TECNAL, S&o Paulo-SP, Brasil), a
uma temperatura de 180 °C, por 120 minutos. Apds o periodo de digestdo das amostras, 0s
frascos foram abertos depois de total esfriamento, para ndo ocorrer perda e riscos de projecao
do material no momento de sua abertura. Em seguida, toda a solucdo foi pesada e transferida

para tubos de centrifuga (Falcon) e avolumados para 10,0 mL com &gua deionizada.

A anélise quimica foi realizada com um espectrometro de emissdo éptica com plasma
indutivamente acoplado (modelo E720, Agilent, Mulgrave, Australia), utilizando as condi¢des
operacionais padrao do fabricante para espectrometro, como, poténcia de radiofrequéncia de
1,2 kW e a vazdo de gas de nebulizacdo de 0,8 L min-1. O gas argbnio foi utilizado como gas
de nebulizacdo e geracdo do plasma com pureza minima de 99,9999% (White Martins, Sao
Paulo, Brasil). Um nebulizador pneumatico do tipo Sea Spray com uma camara de duplo passo
foi usado para introducdo da amostra. As concentracGes de célcio foram determinadas

utilizando o comprimento de onda em 317,933 nm.

5.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados pelo software “R” (versdo 4.1.2), onde se realizou analise
descritiva (mediana e quartis), com a finalidade de identificar as caracteristicas gerais e
especificas da amostra estudada. A normalidade da distribuigcdo dos dados foi verificada por
meio do teste de Shapiro-Wilk e analise de simetria e achatamento. Para identificar a
existéncia de diferengas significativas quanto as propriedades térmicas e mecanicas dos
materiais ndo implantados, utilizou-se o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
amostras independentes. Para identificar a existéncia de diferencas significativas nos

parametros estabelecidos apos a implantacdo entre os diferentes grupos, a cada tempo de
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sacrificio, utilizou-se o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon para dados emparelhados e entre
os diferentes tempos de sacrificio no mesmo material, o teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguindo pelo teste a posteriori de Dunn. O nivel de significancia estabelecido foi de
5%.
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6 RESULTADOS

Os resultados desta pesquisa estdo documentados sob a forma de dois artigos cientificos,

conforme indicacéo a seguir.

6.1 ARTIGO 1

Efeitos do tempo de fixacdo com glutaraldeido sobre as caracteristicas do pericardio
bovino e sua calcificagéo in vivo

Raisa Cavalcante Dourado*, Aparecida de Fatima Giglioti?, Gilberto Goissis?, Rennan Geovanny
Oliveira Araujo®, Isabela Cerqueira Barreto?, Marcio Cajazeira Aguiar®

!Laboratorio de Bioengenharia Tecidual e Biomateriais, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil
%Braile Biomédica Industria Comércio e Representagdes Ltda., Sdo José do Rio Preto, Brasil
3Laboratério de Quimica Analitica, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil
4Laboratdrio de Histotecnologia, Universidade Federal da Bahia, Salvador, Brasil

*Email: raisadourado@yahoo.com.br

Resumo

Introducdo: O pericardio bovino (PB) fixado em glutaraldeido (GA) é o material mais
utilizado para a fabricacdo de bioprdteses valvulares cardiacas. O tratamento com GA, ao
proporcionar a reticulacdo do colageno, garante uma adequada estabilidade biomecanica ao
tecido, porém é um dos principais fatores envolvidos na calcificacdo e deterioracdo do PB,
limitando a longevidade clinica das bioproteses. Objetivo: Avaliar os efeitos da reducéo do
tempo de fixacdo com GA sobre as propriedades fisicas do PB e calcificacdo in vivo do tecido
em um modelo de implantacdo subcutdnea em rato. Material e métodos: Os PBs foram
divididos em dois grupos: PB10d (fixados com GA por 10 dias) e PB5d (fixadas com GA por
5 dias). Ap6s a fixacdo, todas as amostras foram tratadas com acido glutamico para
neutralizacdo de grupos aldeidos residuais do GA no tecido e avaliadas por testes mecanicos
e de estabilidade térmica, além de caracterizadas histologicamente por microscopia de luz
(ML) e microscopia eletronica de varredura (MEV). Apés 7, 14, 28, 60 e 120 dias de
implantacdo, as amostras foram submetidas a nova avaliacdo histologica por ML e MEV, além
de analisadas quanto ao teor de calcio, por espectrometria de emissao ética com plasma
indutivamente acoplado (ICP-OES). Resultado: A reducdo do tempo de fixagdo em GA néo
alterou de forma significativa as propriedades fisicas do PB e resultou em efeitos benéficos
ao tecido, pois as amostras do grupo PB5d exibiram um padréo de matriz extracelular mais
organizada e uma resposta inflamatoria mais branda. Os valores de calcificacdo foram baixos
em ambos o0s grupos pelo efeito do acido glutamico, com um menor teor de célcio no grupo
PB5d. Concluséo: A fixacdo do PB em GA por 5 dias e o tratamento em acido glutamico
demonstraram um grande poder anticalcificante, adequada biocompatibilidade e boa
preservacdo das propriedades fisicas de tecidos PB, constituindo-se em uma opg¢do de
protocolo para o desenvolvimento de novas biopraéteses.

Descritores: pericardio bovino; calcificacdo; reticulacao; glutaraldeido; &cido glutamico.
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1 INTRODUCAO

H& uma crescente prevaléncia de valvopatias em todo o mundo, onde a demanda
devera atingir 850 mil intervencdes cirdrgicas até 2050.1 A substitui¢ao valvar cirdrgica tem
sido a principal opcdo terapéutica para o tratamento de pacientes sintoméaticos com valva
cardiaca estendtica ou regurgitante. As opcdes disponiveis para substitutos valvares sdo as
proteses mecéanicas e as proteses bioldgicas, estas denominadas de bioproteses valvulares
cardiacas (BVCs). As valvas mecéanicas apresentam grande resisténcia a degradagdo, mas o
alto potencial trombogénico requer terapia anticoagulante permanente.? Comparativamente,
as BVCs tém melhor biocompatibilidade e 6timo desempenho hemodinadmico, além de
dispensar terapia anticoagulante. As BVCs podem ser preparadas a partir de tecidos
xenogeénicos, como aqueles derivados de cuspides de valva adrtica porcina e de pericardio
bovino (PB) tratado com glutaraldeido (GA) para sua reticulacdo quimica e consequente
fixacéo tecidual 3*

O PB fixado em glutaraldeido (GAPB) é o material de escolha para a fabricacdo de
biopréteses valvulares. Folhetos desse material sdo montados em um anel periférico de
suporte, oferecendo geometria e perfis hemodinamicos semelhantes aos das valvas cardiacas
nativas.® No entanto, as BVCs preparadas com GAPB tém durabilidade limitada de 10 a 15
anos, devido a falhas de funcionamento dos folhetos de PB.1® Danos teciduais por fadiga
mecanica e calcificacdo distrofica sdo as principais causas dessa falha, onde o tratamento
com GA é conhecido por acelerar a calcifica¢do.®®

A calcificacdo se inicia com a deposicao de fosfatos de célcio sobre o implante, o que
causa um enrijecimento estrutural das BVCs, resultando em uma unido imperfeita entre as
cuspides durante o fechamento da bioprétese e em uma reducdo do seu desempenho
hemodinamico. Como consequéncia do seu mau funcionamento, surgem disfun¢des como
regurgitacdo, estenose e fraturas®, levando a necessidade de sua substituico cirdrgica. Em
alguns casos, essa cirurgia pode ser requerida em até 7 anos pos-implante, com cerca de 50%
dos casos de reoperacéo resultando em 6bito.'° Diante do exposto, as implicacdes clinicas da
calcificacdo sobre a durabilidade de biopréteses de PB tém estimulado uma extensa
investigacdo sobre o tema nos Gltimos anos.

A fim de prevenir ou retardar a calcificacdo do PB, muitas estratégias anticalcificacdo
tém sido desenvolvidas, como a diminui¢édo dos fosfolipidios teciduais por meio de técnicas
de descelularizacdo!>!?, adicdo de compostos a base de &cido hialurdnico® de
glicosaminoglicanos sulfatados®® e reducdo dos grupos de aldeidos residuais provenientes
do tratamento com o GA.®® Desafios ao desenvolvimento de novas estratégias
compreendem o fato de, muitas vezes, o pré-tratamento das biopréteses interferir nas suas
propriedades biomecénicas e, aléem disso, 0 mecanismo de calcificagdo é complexo,
multifatorial e pobremente entendido. As estratégias para diminuir os grupos de aldeidos
residuais disponiveis para a calcificagdo no PB incluem a reducéo do tempo de fixagdo com
GA e a neutralizacdo desses grupos funcionais por incubagdo do tecido em solugdes com
aminoacidos.

Sabe-se que a etapa de reticulagdo com GA é essencial para reduzir a antigenicidade e
melhorar a estabilidade biomecanica do tecido GAPB pos-implantagdo.>#® Contudo, o
tratamento com GA parece danificar a matriz extracelular (MEC) do GAPB, além de torna-
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lo citotoxico a células nativas do hospedeiro, o que dificulta a reendotelizagdo.?° De forma
promissora, hé estudos que mostram a preservacao de propriedades fisicas de PB submetidos
a curtos periodos de incubagio em GA.1%?123 Sendo assim, seria possivel supor que o tempo
de reticulacdo com GA dos PBs poderia ser reduzido para diminuir os efeitos indesejaveis
produzidos por esse reagente quimico, preservando as propriedades mecanicas necessarias
para 0 seu emprego na substituicdo de valvas cardiacas.

Embora os tratamentos atuais ndo evitem completamente a deposicdo de célcio nos
implantes de PB, eles podem aumentar a durabilidade das BVCs pos-implante. Uma forma
de maximizar a reducdo da calcificacdo pds-implante e aumentar a longevidade dos
xenoenxertos de PB seria associar diferentes estratégias anticalcificantes.!l1"1824 34 foi
demonstrado que a técnica de incubacdo do GAPB com aminoécidos € capaz de melhorar a
biocompatibilidade desse tecido e reduzir a sua calcifica¢do in vivo, em compara¢do com
materiais processados apenas com GA. A interacdo de aminoacidos com o PB fixado permite
a formacéo de ligacGes covalentes estaveis entre os grupamentos aminicos dos aminoacidos
e os aldeidos livres no tecido da bioprétese, de modo a inativar de modo permanente 0s
grupos aldeidos eletrofilicos disponiveis para ligagdo com os ions calcio.’®8 O efeito do
tratamento com aminoacido &cido glutdmico sobre o GAPB implantado in vivo ja foi
apontado por alguns estudos como uma estratégia anticalcificante eficaz®?® e que ndo
promove alteragBes indesejaveis nas propriedades térmicas e mecéanicas dos PBs
processados.” Esse resultados encorajam a utilizagdo dessa substancia no processamento de
PBs, a fim de maximizar o efeito anticalcificante obtido pela estratégia de reducéo do tempo
de fixacdo.

Considerando que os tempos ideais de tratamento do PB em GA, indicados para o
preparo de bioproteses valvulares cardiacas, ndo sdo conhecidos e que a combinacao de
multiplos tratamentos anticalcificantes pode ser uma estratégia promissora para aumentar a
durabilidade de BVCs, o presente trabalho investigou os efeitos da reducdo do tempo de
fixacdo com GA e do tratamento com acido glutdmico sobre as propriedades fisicas do PB
e, mediante um modelo de implantacdo em tecido subcutdneo de ratos, avaliou a
biocompatibilidade e a calcificacdo dos PBs.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacéo dos tecidos

As amostras teciduais de PB foram preparadas na empresa Braile Biomédica (Sao
Paulo — Brasil), obtidas de animais de até 36 meses em um frigorifico certificado,
armazenadas em uma solucao tamponada (pH 7,4) de cloreto de sodio e cloreto de magnésio
e mantidas a uma temperatura de 2°C a 15°C. Apos a dissecacdo, os PBs foram lavados em
solucdo salina, seccionados em fragmentos de 1 cm? e fixados.

As amostras foram distribuidas aleatoriamente em dois grupos experimentais de
acordo com o tempo de fixacdo em GA (Sigma Chemical Company, EUA). O grupo PB10d
compreendeu os tecidos fixados com solugdes a 0,5% de GA por 10 dias, enquanto o grupo
PB5d consistiu em tecidos fixados com GA durante 5 dias (solugéo a 0,1% por 2 dias +
solucéo a 0,5% por 3 dias). Apos a fixacao, todas as amostras foram imersas em uma solucéo
anticalcificante de acido glutdmico, lavados com solucéo a 0,9% de cloreto de sodio e depois
armazenadas em uma mistura de uma solucéo a 0,2% de GA e solucdo a 1% de etanol, pH
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2.2 Caracterizagdo dos materiais

Para caracterizacdo dos materiais, testes mecanicos e de estabilidade térmica foram
realizados na empresa Braile Biomédica (Sao Paulo, Brasil). Para o teste de estabilidade
térmica, foi empregado o método hidrotérmico com um extensémetro customizado, a fim de
avaliar o grau de reticulacdo das fibras colagenas no processo de preservacdo do pericardio.
As andlises foram realizadas tomando como pardmetro medidas de temperatura de
encolhimento ou “Ts” (shrinkage temperature), determinada em °C. A Ts corresponde a
temperatura na qual a amostra apresenta um encolhimento igual ou superior a 20% em
relacdo ao seu tamanho original. Os corpos de prova moldados medindo 2,0 cm x 0,8 cm
foram mantidos em extensdo constante ao longo do eixo em um sistema de banho-maria
controlado eletronicamente, com resisténcias de 1 Kw para o0 aquecimento necessario de 1°C
por minuto.

O estudo das propriedades mecéanicas dos materiais dos grupos PB5d/PB10d foi
realizado com corpos de prova moldados em conformidade com ASTM-D-638 (Standard
Test Method for Tensile Properties of Plastics). As propriedades avaliadas foram espessura
(mm), resisténcia a trago (t, kgf/mm?), alongamento na ruptura (¢%) e indice de tenacidade
(calculado pelo produto da tracéo pela elongacéo, dividido por dois). A espessura do tecido
foi medida em trés pontos usando um medidor de espessura (Mitutoyo, Japdo) e as
propriedades de tracdo foram avaliadas utilizando uma maquina de teste de tragdo Q-TEST
(MTS Systems Corporation) equipada com medidor digital de forca que opera a uma taxa de
extensdo de 100 mm/min. A resisténcia a tracdo, alongamento e tenacidade foram avaliados
a partir de parametros de referéncia aceitos para GAPB destinado a fabricacdo de proteses
valvulares bioldgicas.

2.3 Implantagéo subcuténea em ratos

Todos os procedimentos em animais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso
dos Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Bahia,
Brasil (protocolo n° 9262310518), onde essa etapa experimental foi realizada. Foram
utilizados 50 ratos da espécie Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos, com 3-4
semanas de idade e massa de 80-90 gramas, obtidos de uma coldnia de reproducéo local,
saudaveis e sem patdgenos estritos. Os animais foram mantidos em 24°C com um ciclo de
claro/escuro de 12/12h

Cada animal recebeu dois implantes subcutaneos de PB, sendo um em regi&o antero-
lateral dorsal esquerda (PB10d) e outro em regido antero-lateral dorsal direita (PB5d). A
anestesia foi realizada com uma combinacgdo de quetamina (7,0 mg/100g) e xilazina (0,8
mg/100 g), via intraperitoneal. Apos a tricotomia e antissepsia na regido dorsal de ambos 0s
lados, a pele do dorso foi aberta com duas incisdes separadas (cada uma de 1,5cm), paralelas
a coluna vertebral. Imediatamente antes da implantacdo, todas as amostras de tecido foram
lavadas em agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). As amostras de PB foram
implantadas em bolsas subcutaneas que foram posteriormente fechadas com fio de seda 4-0.

Os explantes seriados foram realizados apés 7, 14, 28, 60 e 120 dias (n=10 para cada
tempo bioldgico). Os animais foram sacrificados com sobredosagem de uma solucdo de
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quetamina (18 mg/100g) e xilazina (3 mg/100g), via intraperitoneal. O acesso aos materiais
implantados ocorreu pela realizacdo de incisbes bilaterais e paravertebrais, seguida de
delicada disseccdo. Do numero total de amostras explantadas do mesmo grupo, metade foi
destinada a avaliacdo histologica e a outra metade submetida a dosagem de célcio. Os
explantes destinados a avaliacéo histologica foram removidos, com preservacao de 2 mm de
tecido além da borda do implante. Todas as amostras foram lavadas em agua ultrapura e
armazenadas em solucdo a 10% de formalina tamponada (pH 7,2).

2.4 Avaliacao histoldgica (pre e pos implantacéo)

O estudo morfoldgico foi realizado em amostras pré e pos-implantagdo, por
microscopia de luz (ML) e por microscopia eletronica de varredura (MEV). As amostras
indicadas para ML foram fixadas em solucdo tamponada de formaldeido a 4%, lavados em
tampdo fosfato 0,05M por dez minutos, desidratadas em uma série crescente de etanol,
diafanizadas com xilol e incluidas em parafina de forma a obter sec¢bes semi-seriados de 4
pum, paralelas e transversais. Em seguida, as amostras foram coradas com hematoxilina-
eosina (HE), Tricémico de Masson, Orceina e Von Kossa.

As imagens foram capturadas com auxilio de um sistema digital de aquisicdo de
imagem contendo microscopio Nikon Eclipse E-200 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY,
USA) com magnificagido de 400X, acoplado a uma camera Tucsen TrueChrome Metrics
(International Stemmer Imaging, Puchheim, Germany). O software utilizado para captura e
analise das imagens foi 0o TUCSON Tcapture (International Stemmer Imaging, Puchheim,
Germany).

O estudo morfologico compreendeu a avaliacdo da organizacdo e integridade das
fibras colégenas e fibras elésticas e para a presenca de depositos calcificados. Os resultados
apo6s a implantacdo foram descritos com base na presenca, natureza e intensidade da
inflamacdo, fibrose, necrose, formacdo de cdapsula, neovascularizacdo e tipos celulares
inflamatorios predominantes, em anélise semiquantitativa adaptada a partir de Thampi et al.
(2013).2” Os achados foram categorizados segundo graus de intensidade em ausente (0),
discreto (1), moderado (2) e intenso (3), considerando-se como discreto todo parametro que
comprometia o espécime até 25%, moderado 26% até 50% e intenso > 51% da lamina
observada.

As amostras indicadas para MEV foram fixadas em uma solugdo contendo 2% de GA
e 2,5% de formaldeido (estudo morfologico) tamponada em tampdo cacodilato de sodio
0,1M, pH 7,4, lavadas em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,4), pds-fixadas em
solucéo de tetroxido de 6smio a 1% tamponado por 30 minutos, novamente lavadas em
cacodilato de sddio 0,1 M e desidratadas em uma série crescente de etanol. Apds secagem
em ponto critico (Leica Geosystems, Switzerland), os espécimes foram montados sobre stubs
de aluminio, colocados no aparelho Bal-Tec SCD 050 (Liechtenstein) para pulverizacdo
superficial com ouro e examinados em microscopio JEOL JSM-6390LV (Jeol Ltd, Japéo),
operando em 10-15 kV.

2.5 Quantificacdo do calcio (pre e pés-implantacéo)
O teor de calcio nos materiais explantados foi determinado por Espectrometria de
Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES). A analise em tempo zero
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foi também realizada para controle negativo, por amostragem aleatéria. Para preparo das
amostras, as massas foram pesadas em balanca analitica (Mettler-Toledo, EUA) e
transferidas para frascos de politetrafluoretileno. Em seguida, foram adicionados 1,0 mL de
HNO3 65% destilado (Merck, Alemanha), 1,0 mL de H202 (Merck, Alemanha) e 4,0 mL de
agua deionizada. As solucdes foram preparadas com agua deionizada com resistividade de
18,2 MQ cm-1, purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). Os frascos foram entao
fechados e submetidos a aquecimento em um bloco digestor (TECNAL, Brasil) a uma
temperatura de 180 °C, por um tempo de 120 minutos. Em seguida, toda a solugéo foi pesada
e transferida para tubos de centrifuga (Falcon) e avolumados para 10,0 mL com &gua
deionizada.

A analise quimica foi realizada com um Espectrometro de Emissdo Optica com Plasma
Indutivamente Acoplado (Agilent, Australia) utilizando as condi¢Ges operacionais padrédo
do fabricante para espectrdmetro como, poténcia de radiofrequéncia de 1,2 kW e a vazéo de
gas de nebulizacdo de 0,8 L min-1. O gas argobnio foi utilizado como gas de nebulizacédo e
geracdo do plasma com pureza minima de 99,9999% (White Martins, Brasil). Um
nebulizador pneumatico do tipo Sea Spray com uma camara de duplo passo foi usado para
introducdo da amostra. As concentracdes de calcio foram determinadas utilizando o
comprimento de onda em 317,933 nm.

A analise da composicéo quimica elementar semiquantitativa foi realizada apenas apds
implantacdo, por meio de espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDX) em detector
(Thermo Fisher Scientific™) calibrado e acoplado ao microscépio eletrdnico de varredura
JEOL JSM-6390LV (Jeol Ltd, Toquio, Japdo), com energia de aceleracdo de elétrons de
15kV e ponto de deteccdo no angulo de 35°. Utilizou-se fragmentos de amostras aleatdrias
explantadas de 120 dias dos grupos PB5d e PB10d, processados de forma similar a amostras
encaminhadas para MEV, excetuando-se as etapas de pds-fixacdo em tetroxido de 6smio e
metalizacdo em ouro.

2.6 Anélise estatistica

Todos os dados foram apresentados com mediana e quartis. Apos o teste de Shapiro-
Wilk para normalidade, os grupos foram comparados utilizando analises paramétricas de
Wilcoxon para dados emparelhados. Comparag6es entre tempos biologicos foram realizadas
utilizando teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn. A andlise estatistica
foi realizada com o software livre “R” (versdo 4.1.2). As diferencas estatisticas foram
consideradas significativas quando for p < 0,05.

3 RESULTADOS

3.1 Andlise histoldgica (pré-implantacéo)

A analise microscépica de PB5d e PB10d ndo implantados revelou uma matriz
vascularizada com muitos fibroblastos. Contudo, diferengas importantes foram observadas
no arranjo e estrutura das fibras colagenas e fibras elasticas entre os grupos. Na analise por
ML, as amostras do grupo PB5d exibiam uma matriz organizada, com fibras colagenas de
aspecto ondulado (Figura 1A, C) e fibras elasticas bem preservadas, com distribuicéo
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uniforme (Figura 1E). As amostras do grupo PB10d apresentavam comparativamente uma
malha de colageno mais eosinofila e desorganizada (Figura 1B), fibras colagenas menos
onduladas (Figura 1D) e fibras elasticas rompidas (Figura 1F). A andlise por Von Kossa néo
detectou presenca de calcificagdo em nenhuma amostra de ambos os grupos (Figura 1G, H).
O estudo ultraestrutural por MEV de ambos os materiais revelou uma maior integridade
estrutural das fibras colagenas em PB5d (Figura 2A, C), enquanto as amostras do grupo
PB10d mostravam a presenca de fibras colagenas mais retificadas e compactadas (Figura
2B, D).
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Figura 1 Fotomicrografias de PB pré-implantacdo dos grupos PB5d e PB10d. As amostras de PB5d mostram
uma matriz com feixes coldgenos organizados e fibras elésticas preservadas (A, C, E) e o grupo PB10d exibe
feixes coldgenos menos organizados e fibras elasticas fragmentadas distribuidas irregularmente pela matriz (B,
D, F). Coloragdes com Hematoxilina-Eosina, Tricrdbmio de Masson, Orceina e Von Kossa.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 2 Analise por MEV em amostras de PB pré-implantacéo dos grupos PB5d e PB10d. A e B: imagens da
superficie e C e D: espessura. Matriz coldgena organizada em camadas e com sua ondulacdo caracteristica
preservada nas amostras de PB5d (A,C) e em PB10d, a matriz colagena é mais compactada com perda da
ondulagdo (B,D).

PBSd PB10d

X250 10050

X250 100pm X250, 400pm "
Fonte: Dados da pesquisa.

3.2 Testes mecanicos e de estabilidade térmica
O estudo comparativo intergrupos indicou valores semelhantes para as propriedades
temperatura de encolhimento, resisténcia a tracdo, alongamento e tenacidade. Contudo, a

espessura das amostras de PB10d foi significativamente maior do que aquela das amostras
PB5d (p = 0,026) (Tabela 1).

Tabela 1 Propriedades térmicas e mecanicas de PB dos grupos PB5d e PB10d.

Parémetros Material
PB5d PB10d
Mediana gl-g3 Mediana gl-g3 p-valor

Temperatura de 86,80 86,0-90,13 86,60 85,85-89,00 0,937
encolhimento (°C)

Espessura (mm) 0,40 0,35-0,50 0,54 0,47-0,59 0,026
Resisténcia a tracdo 1,29 1,06-1,94 1,34 1,07-1,61 1,000
(kgf/mm?)

Alongamento (%) 53,05 48,4-68,25 63,10 56,70-84,03 0,093
indice de tenacidade 40,60 32,53-51,95 47,75 34,90-54,68 0,394

Fonte: Dados da pesquisa.



80

3.3 Andlise histoldgica (pés-implantacéo)

O estudo em ML mostrou uma resposta inflamatoria crénica mais branda e menor
formacéo de capsula nas amostras do grupo PB5d, para todos os tempos analisados. Imagens
ilustrativas dos periodos experimentais mostram aos 7 dias, alguns macrofagos as bordas do
material implantado em PB5d (Figura 3A), enquanto mais macréfagos foram observados nas
amostras do grupo PB10d, infiltrando profundamente o implante (Figura 3B). Aos 14 dias,
ambos 0s grupos mostravam areas de colageno degradado (Figura 3C), com uma
deterioracdo mais expressiva no grupo PB10d, coincidindo com um intenso infiltrado
inflamatério com células fagociticas (Figura 3D). Aos 28 dias, a neovascularizacao
progredia da periferia ao centro da matriz degradada de coldgeno nas amostras implantadas
de PB5d e PB10d (Figura 3E, F). Nos ultimos periodos, 0s vasos sanguineos eram mais
desenvolvidos, sendo mais frequentes nas amostras de PB5d (Figura 3E, G). Em 60 e 120
dias, as amostras de PB10d mostravam uma inflamacdo cronica moderada ou intensa,
presenca ainda marcante de macréfagos, algumas areas de necrose tecidual e presenca de
areas granulares, amorfas e basofilicas, compativeis com focos de calcificacdo distrofica
(Figura 3H, J), enquanto a maioria das amostras de PB5d exibiu uma matriz coldgena com
inflamacdo discreta, sem areas de necrose e raros focos de calcificacdo (Figura 31).
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Figura 3 Fotomicrografias de PB explantados dos grupos PB5d e PB10d apds 7, 14, 28, 60 e 120 dias de
implantacdo. Maior infiltrado inflamatério cronico é observado nas amostras de PB10d em todos 0s tempos
analisados, bem como maior formagdo de cépsula fibrosa (Cf) (D), éareas de desorganizacdo tecidual
compativeis com necrose (*) nos tempos mais tardios e multiplos focos de calcificacdo (ponta de seta) (H,J),
mais raros em PB5d (I). Vasos sanguineos (setas) estdo presentes em maior quantidade em PB5d. Coloracédo

com Hematoxilina-Eosina.

PB5d

28 dias

8

{

120 dias
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Aos 120 dias apds implantacéo, as amostras de PB5d exibiram uma malha colagénica
com preservacdo ligeiramente maior (Figura 4A) em relacdo as amostras de PB10d, que
apresentaram mais areas de fragmentacdo e reducdo de fibras colagenas, com perda da sua
ondulacdo caracteristica (Figura 4B). Uma reducdo progressiva na quantidade de fibras
elasticas foi observada para ambos os materiais em funcdo dos tempos analisados, estando
completamente ausentes no grupo PB10d, no ultimo periodo de analise. Aos 120 dias, 0
grupo PB5d mostrava fibras elasticas mais preservadas (Figura 4C), enquanto os explantes
de PB10d apresentavam fibras elasticas rompidas e acimulos focais dos seus fragmentos
(Figura 4D). O estudo da calcificagdo pela técnica de Von Kossa ndo detectou areas
calcificadas na maioria das amostras de PB5d (Figura 4E), mas mostrou a presenca de focos
de calcificagcdo em todas amostras do grupo PB10d nos tempos mais tardios (Figura 4F).

Figura 4 Fotomicrografias de PBs dos grupos PB5d e PB10d explantados ap6s 120 dias. Notar fibras colagenas
mais preservadas no grupo PB5d (A) enquanto o grupo PB10d mostra maior fragmentagdo (C, D). Fibras
elasticas aparecem fragmentadas no grupo PB5d (C) e estdo ausentes em PB10d (D). Depositos calcificados
(cor marrom escuro) sao raros no grupo PB5d (E), os quais séo extensos no grupo PB10d (F). Colorag6es com
Tricémico de Masson, Orceina e Von Kossa.

Tricomico de Masson

2
:Mf
=

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.4 Andlise semiquantitativa

Os resultados da avaliacdo semiquantitativa foram submetidos a analise estatistica,
complementando a analise histologica realizada nas amostras coradas com H&E, Tricromico
de Masson, Orceina e Von Kossa. Embora a analise histoldgica tenha mostrado uma
inflamacdo mais branda e um menor encapsulamento das amostras de PB5d, o estudo
semiquantitativo ndo indicou diferenca estatisticamente significante entre 0s grupos em
relacdo ao grau de inflamacéo e a formacdo de capsula. A comparacao do perfil das células
inflamatérias ndo demonstrou diferenca estatisticamente significante na quantidade de
leucocitos polimorfonucleares (PMNSs), linfocitos, plasmacitos, macrofagos e células
gigantes entre os grupos PB5d e PB10d.

Diferencas estatisticamente significantes foram observadas apenas em um mesmo
grupo, em funcado dos periodos analisados (Tabela 2). Destaca-se que houve uma expressiva
reducdo da inflamagéo nas amostras de PB5d aos 60 dias, a quantidade de PMNs decresceu
em ambos o0s grupos a partir dos 14 dias, assim como houve expressiva reducdo de células
gigantes aos 120 dias para PB5d e PB10d. Por fim, a quantidade de linfocitos aumentou de
forma significativa em PB5d aos 60 dias e para PB10, apenas os 120 dias.



Tabela 2 Resultados da avaliacdo semiquantitativa da resposta tecidual ao pericardio bovino dos grupos PB5d e PB10d, explantado ap6s 7, 14, 28, 60 e 120 dias

Tempo
Parémetros Tecido 7 diaS 14 diaS 28 diaS 60 diaS 120 diaS
Mediana ql-g3 Mediana gl1-g3 Mediana ql-g3 Mediana ql1-g3 Mediana q1-g3 p-valor

Inflamacao PB5d* 1,0 1,0-1,5 2,0 1,0-2,5 2,0~ 2,0-3,0 1,08 1,0-1,0 1,0 1,0-3,0 0,034
PB10d 1,0 1,0-2,0 1,0 1,0-3,0 2,0 1,0-2,0 3,0 1,5-3,0 2,0 1,0-3,0 0,443
p-valor 1,000 1,000 0,250 0,125 1,000

PMNs PB5d 2,04 1,0-2,5 0,08 0,0-0,0 0,08 0,0-0,0 0,08 0,0-0,0 0,0 0,0-2,0 0,002
PB10d 1,04 0,5-1,5 0,08 0,0-0,0 0,0 0,0-1,0 0,08 0,0-0,0 0,0 0,0-0,5 0,030
p-valor 0,500 1,000 1,000 1,000 0,750

Linfdcitos PB5d 1,04 1,0-1,0 2,0 2,0-2,5 3,0 1,5-3,0 3,08 3,0-3,0 3,0 1,0-3,0 0,012
PB10d 1,04 1,0-1,0 1,04 1,0-1,5 1,0 1,0-2,0 3,0 1,5-3,0 3,08 2,5-3,0 0,003
p-valor 1,000 0,063 0,125 0,500 0,500

Plasmdcitos PB5d 0,0 0,0-0,0 1,0 0,0-1,0 1,0 0,0-1,0 0,0 0,0-1,0 0,0 0,0-2,0 0,343
PB10d 1,0 0,0-1,5 0,0 0,0-0,0 0,0 0,0-2,0 0,0 0,0-0,5 0,0 0,0-0,0 0,130
p-valor 0,250 0,250 1,000 1,000 0,500

Macrdéfagos PB5d 2,0 2,0-3,0 3,0 2,5-3,0 3,0 2,5-3,0 3,0 2,5-3,0 2,0 2,0-3,0 0,406
PB10d 3,04 3,0-3,0 3,0 3,0-3,0 3,0 2,0-3,0 3,0 2,0-3,0 2,08 1,5-2,5 0,036
p-valor 0,250 1,000 1,000 1,000 0,500

Células gigantes PB5d 2,04 2,0-2,50 2,0 2,0-2,0 2,0 2,0-2,0 2,0 1,5-2,0 1,08 0,5-1,5 0,008
PB10d 2,04 2,0-2,0 2,0 1,5-2,0 2,0 1,0-2,0 2,0 1,5-2,0 1,08 0,5-1,0 0,011
p-valor 1,000 1,000 0,500 1,000 1,000

Céapsula PB5d 0,0 0,0-0,5 0,0 0,0-1,0 2,0 0,5-2,0 1,0 1,0-2,0 1,0 0,5-1,5 0,053
PB10d 0,0 0,0-2,5 1,0 0,0-1,0 1,0 0,5-2,0 2,0 0,5-2,0 2,0 0,5-2,0 0,600
p-valor 0,500 1,000 1,000 1,000 0,750

Fonte: Dados da pesquisa. Legenda:* Letras distintas indicam diferencas significativas pelo teste a posteriori de Dunn
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A andlise semiquantitativa da composicdo quimica elementar com EDX em amostras
explantadas aos 120 dias ndo identificou a presenca de calcio no explante do grupo PB5d, mas
evidenciou a presenca desse elemento em PB10d no percentual de 29,56% de peso da regido
analisada (Figura 5A, B). A combinacéo de calcio com os outros elementos detectados (sédio,
fésforo, enxofre) indicam a presenca provavel de depdsitos calcificados no tecido, sobretudo
na forma de fosfatos de calcio.

Figura 5 Anélise EDX dos pericérdios bovinos dos grupos PB5d e PB10d explantados apés 120 dias
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O resultado da andlise quimica elementar por ICP-OES mostrou um baixo indice de
calcificacdo nos explantes PB5d e PB10d. Os dados estdo apresentados no Grafico 1, com
valores de medianas, primeiro e terceiro quartis e expressos em g de Ca?*/mg de tecido seco.
Quando comparados, o teor de célcio do grupo PB5d foi significativamente maior aos 14 dias
(p=0,043), com 4,76 (0,15 - 31,82) versus 0,081 (0,06 - 0,14) em amostras de PB10d. No
entanto, aos 60 e 120 dias, a calcificacdo em PB5d foi significativamente menor (p=0,031),
com resultados em PB10d de 180,20 (172,73 - 204,50) versus 0,20 (0,14 - 0,53) em PB5d no
periodo de 60 dias; e aos 120 dias PB10d apresentou 196,63 (186,68 - 222,55) versus 0,3 (0,23
— 165,04) em PB5d. A distribuicdo do calcio nas amostras de PB5d ndo variou de forma
significativa entre os tempos analisados, enquanto que o PB10d mostrou uma diferenca
significativa (p=0,001), com aumento do teor de calcio entre 14 e 60 dias, 14 e 120 diase 7 e

120 dias.

Gréfico 1 Diagrama de box plot para teor de célcio em pug de Ca2+/mg de tecido seco de pericérdio bovino dos
grupos PB5d e PB10d, explantados ap6s 7, 14, 28, 60 e 120 dias, pelo método do ICP-OES
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Fonte: Dados da pesquisa.

4 DISCUSSAO
O presente estudo demonstrou que a reducdo do tempo de reticulagdo do PB com GA

influenciou positivamente as propriedades bioldgicas dos PBs implantados em tecido
subcutaneo de rato, sem afetar as propriedades fisicas importantes para a performance
hemodinamica de uma bioprotese valvular. Neste trabalho, o tempo de reticulacdo do PB em
GA foi reduzido de um protocolo comercialmente disponivel e validado de 10 para 5 dias,
com a hipotese de que uma menor exposicdo ao GA poderia reduzir a calcificacdo pos-
implante, aumentando a sobrevida clinica das biopréteses. Nas cirurgias cardiacas, observa-
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se uma predisposicdo de BVCs confeccionadas com GAPB para a degeneracdo estrutural e
calcificacdo distrofica, com consequente necessidade de nova substituicdo e aumento do
risco de Obito. 1610

Sabe-se que a reticulacdo do PB com GA melhora as propriedades mecanicas e
aumenta a resisténcia a degradacdo enzimatica das bioproteses pos-implantacio.?® Porém, a
melhoria de suas caracteristicas fisicas ndo parece relacionar-se necessariamente com o
aumento do tempo de fixacdo com GA.'1%%! Lee e colaboradores (2017), por exemplo,
observaram uma fixacdo adequada, quando o PB foi reticulado com uma solucéo a 0,5% de
GA por 20 minutos, obtendo um percentual de 94% de reticulagdes alcangadas em duas
semanas de tratamento.??2 Em outro trabalho, Hofferberth e colaboradores (2019)?® fixaram
espécimes de pericardio autélogo em solucgédo de 0,6% de GA por 10 minutos e encontraram
valores de estiramento satisfatorios para uso clinico.?®

No presente trabalho, foi demonstrado que o PB reticulado em soluc¢édo de 0,5% de GA
por 5 dias (PB5d) manteve propriedades fisicas equivalentes as do tecido PB,
convencionalmente tratado em GA por 10 dias (PB10d), pois a avaliagdo comparativa das
amostras pré-implantacdo ndo mostrou diferencas estatisticamente significantes nos
parametros temperatura de encolhimento (Ts), resisténcia a tracdo, alongamento e
tenacidade. Os PBs de ambos 0s grupos mostraram valores iguais quanto ao parametro Ts, 0
que indica que o grau de reticulacdo das amostras de PB10d pode ser alcangado com tempo
de incubacdo em GA reduzido para 5 dias.

Apenas a espessura diferiu entre os grupos. Contudo, esse achado ndo pode ser
atribuido aos tempos de exposi¢do ao GA empregados no estudo, uma vez que as diferencas
de espessuras de PB podem estar relacionadas as diferencas de porte dos animais doadores.
Um achado observado pdés-implantacdo foi que o0 grupo com maior espessura
coincidentemente mostrava uma maior formacdo de cépsula peri-implantar. De forma
similar, outros autores, ao compararem implantes com diferentes espessuras, notaram
capsulas fibrosas mais espessas em implantes com maior espessura.?® Embora a espessura do
implante seja um fator que influencie a resposta do organismo receptor ao material, a
dimensdo da capsula formada no implante subcutaneo de PB é irrelevante no sitio de
implantacdo das BVCs, onde os folhetos de PB ficardo em contato direto com o sangue e 0
encapsulamento ndo é esperado. Além disso, a disponibilidade de PB em diferentes
espessuras € importante para atender a necessidade de confeccdo de bioproteses de
dimensdes variadas.

A andlise morfologica em ML e MEV das amostras pré-implantacdo indicou uma
MEC mais organizada nos espécimes do grupo PB5d. Em contraste, as amostras fixadas
por 10 dias mostraram uma matriz colagena mais compactada, com perda parcial do aspecto
ondulado das fibras colagenas, muitas fibras e feixes de colageno desorganizados e mais
fibras elasticas colapsadas. As deformacdes observadas no grupo PB10d podem resultar de
uma exposicdo demasiada ao fixador.3® Os achados de deformacéo estrutural da matriz
foram também observados quando as amostras do grupo PB10 foram implantadas no tecido
subcuténeo de ratos, as quais exibiam fibras colagenas mal preservadas e fibras elasticas
colapsadas, muitas vezes ausentes no ultimo periodo de analise. Esses achados permitem
afirmar que o tecido PB reticulado em GA por 5 dias preservou a estrutura original do
tecido, o que pode contribuir para uma maior durabilidade das BVCs. De fato, a literatura



88

tem demonstrado que elementos alterados na MEC podem ser sitios de atracdo para o
calcio®, além de aumentarem a predisposicdo a falha das BVCs por fadiga mecanica.’!
Muitos estudos tém mostrado que a fadiga ocorre frequentemente em &reas com
deformacdes estruturais, independentemente da existéncia de calcificacdo. Nesse sentido,
a arquitetura e o conteudo das fibras de coldgeno sustentam a resposta mecénica e, portanto,
a resisténcia do tecido aos danos.®3132 Esses estudos sugerem que técnicas laboratoriais
visando & preservacdo da estrutura original do tecido PB podem aumentar a durabilidade
das BVCs, além de minimizar o risco de sua calcificag&o.

O padrdo inflamatdrio observado nos implantes de PB no presente estudo foi similar
aquele mostrado em outras investigagdes com implantes subcutaneos’3233  ademais,
diferencas intergrupos importantes foram notadas, ainda que o estudo semiquantitativo ndo
tenha mostrado diferencas estatisticamente significantes entre os grupos. A inflamacéao
inicial foi mais discreta nas amostras de PB5d, mantendo-se crbnica e progressivamente
mais leve nos ultimos periodos, enquanto as amostras de PB10d mostraram mais células
inflamatorias, com um pico aos 60 dias, muitas vezes, coincidindo com &reas de necrose e
de calcificacdo distrofica. A necrose observada no grupo PB10d pode refletir a morte de
células fagocitarias e o aprisionamento dos seus restos celulares na matriz do implante.
Além de serem elementos adicionais de inflamacéo, células necréticas constituem focos de
calcificacao pelo fato de perderem o controle do transporte transmembrana, resultando em
um influxo passivo de célcio para o citoplasma das células mortas.®* A calcificacdo pode
ocorrer também por meio de uma atracdo entre os ions calcio e fosfato e os fosfolipidios de
membrana dos residuos celulares aprisionados no tecido.3®

Em ambos os grupos, todas as amostras exibiram uma resposta celular relacionada a
uma reacdo de corpo estranho, com a presenca de células PMNs, macrofagos, células
gigantes, linfocitos e plasmdcitos, os quais variaram em funcdo do tempo. O estudo
comparativo intergrupo ndo mostrou diferenca estatisticamente significante no padréo de
células inflamatorias entre os grupos PB5d e PB10d. Em ambos os grupos, aos 7 dias, a
inflamacdo era aguda, com muitos neutréfilos, sendo convertida em uma inflamacao
crbnica nos tempos mais tardios, com a participacdo de células mononucleares, como
macréfagos, linfocitos e plasmaocitos. Nas amostras de PB10d, os linfocitos foram mais
tardios, enquanto células fagocitarias predominaram por mais tempo. A maior persisténcia
de macrofagos no interior do implante e de células gigantes de corpo estranho nas bordas
das amostras desse grupo pode ser justificada pela maior intensidade de fibras colagenas e
elasticas degradadas, previamente no interior desses implantes. Decorridos 120 dias da
implantacdo, ambos os grupos mostravam uma quantidade moderada de macrdofagos e
células gigantes durante a fase de inflamac&o crénica e de deposicdo de coladgeno, o que
pode indicar uma atividade imunomoduladora implicada no reparo tecidual.

O tipo de resposta do hospedeiro a um biomaterial implantado e o perfil fenotipico
dos macrofagos envolvidos influenciam a biocompatibilidade e o desfecho da remodelagéo,
nesse modelo de estudo.®® Os macrofagos pro-inflamatorios (M1) sdo tipicamente
encontrados em materiais sintéticos e estdo associados a uma resposta menos favoravel,
proliferativa e citotdxica, caracterizada por fibrose e por producdo de tecido cicatricial
intenso, achados histologicos ndo observados no presente estudo. Em contraste,
biomateriais derivados de material biol6gico, como o PB, estdo relacionados com a
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presenca de macrofagos com fendtipo M2, relacionados com atividades anti-inflamatorias,
regulacdo imune e remodelagio tecidual.®®3” Ainda que o estudo n&o tenha realizado a
fenotipagem dos macréfagos, acreditamos que o0s macréfagos observados sejam
provavelmente do tipo M2, uma vez que o reparo foi favoravel em todas amostras
implantadas.

Ha relatos de que a reticulacdo quimica da MEC pode impactar negativamente sobre
a resposta de remodelacdo mediada pelo hospedeiro.?°32 No presente estudo, com modelo
de implantacdo subcutdnea, com base nos achados de repovoamento -celular,
neovascularizacdo, deposicdo de coldgeno e lipossubstituicdo, o material GAPB demonstra
ndo ser inerte in vivo, pois em ambos 0s grupos o tratamento com GA permitiu
repovoamento celular e reparo pelo organismo receptor. Os achados de neovasculariza¢ao
nos implantes dos dois grupos demonstraram que os materiais implantados ndo impediram
o reparo tecidual. Na comparacéo entre os dois materiais, 0S NOV0S vasos sanguineos eram
mais abundantes nas amostras de PB5d em compara¢do com PB10d, o que indica uma
remodelacdo mais favoravel nas amostras reticuladas por 5 dias.*® Muitas areas com pouca
neovascularizagdo do grupo PB10d relacionava-se com a presenca de focos de calcificagédo
distréfica, indicando uma possivel relacdo entre os dois fenbmenos. Uma pobre
vascularizacao poderia resultar em um baixo influxo de macrofagos e, por consequéncia,
uma acdo insuficiente na eliminacdo de células degeneradas e seus remanescentes, que
atuam como focos de calcificacdo precoce.®

Um aspecto importante para a validacdo de um protocolo para confeccdo de
bioproteses € o estudo da calcificacdo in vivo do PB. Surpreendentemente, a analise por
ICP-OES mostrou valores baixos de calcificagdo nos grupos PB5d e PB10d, quando
comparados com aqueles de outros estudos que realizaram tratamentos similares com
GA.283% O baixo teor de célcio em ambos os grupos pode ser atribuido & origem dos tecidos,
ao pH das solucGes empregadas no processamento que impediu a alteracdo da carga
eletrostatica das moléculas de coladgeno e, sobretudo, a inativacdo dos aldeidos livres
derivados do GA com &cido glutamico, por meio da formacao de ligacdes covalentes entre
0s grupos aminos desse aminoéacido, com os aldeidos residuais no tecido.!’?>% Esse
conjunto de fatores comuns ao processamento dos dois materiais explica a baixa
calcificacdo de ambos os grupos. Por outro lado, os resultados distintos quanto a
calcificacdo intergrupos pode ser atribuido aos diferentes tempos de fixacdo em GA. A
analise da calcificagdo por ML, EDX e ICP-OES indicou um menor contetdo de calcio nas
amostras PB5d implantadas no tecido subcutédneo de ratos, em comparagdo aquelas do
grupo PB10. Foi observado portanto, que a reducdo do tempo de fixacdo em GA pode
maximizar o efeito anticalcificante obtido pelo tratamento com acido glutdmico. Estudo
recente observou uma concentragdo de 3,1 pg Ca?*/mg nas amostras reticuladas com GA
por 10 dias, tratadas com acido glutamico e implantadas em tecido subcutaneo de rato por
60 dias.!’” Sob condicdes experimentais muito proximas, o presente estudo observou uma
concentracdo de 0,2 pg Ca?*/mg nas amostras de PB tratadas em GA por 5 dias e acido
glutamico. Com base nesses achados, pode-se sugerir que a combinacdo de técnicas
anticalcificantes pode ser uma estratégia promissora na minimizacao da calcificacdo do PB.

Embora a reticulacdo polimérica do PB seja uma etapa importante, o pré-tratamento
com GA ¢é considerado um importante fator para a calcificacdo das bioproteses
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implantadas.®® Alguns trabalhos tém demonstrado uma relagdo direta entre o grau de
calcificacdo e o tempo de exposi¢do ao GA, de forma que um maior tempo de reticulacdo
pode aumentar a quantidade de grupos aldeidos residuais, 0s quais podem alterar os
mecanismos relacionados com a calcificacdo e a reendotelizacdo, ambos envolvidos na
degeneracéo de bioproteses valvulares cardiacas. "4

A calcificacéo ectopica em tecido subcutaneo ¢ uma medida indireta da intensidade
da calcificagdo da BVC po6s-implante, que pode aumentar a rigidez dos folhetos de PB e
prejudicar o funcionamento adequado da protese por estenose, refluxo ou regurgitagdo.
Diversos fatores podem influenciar a calcificacdo de bioproteses de PB, como idade do
animal doador, origem do pericardio (porcino ou bovino), tipo de valva substituida,
desenho da prétese (stent ou stentless), estrutura valvular e os tratamentos anticalcificantes
empregados.*®*? Ainda que nenhum tratamento prévio no PB previna completamente a
calcificacdo in vivo das biopréteses, o0 método de tratamento do PB proposto ndo promoveu
alteracOes das caracteristicas térmicas e mecéanicas e mostrou uma importante reducdo na
sua calcificacdo, quando comparado ao grupo de PB, fixado por maior tempo, e
biocompatibilidade ap6s implantacdo em tecido subcutaneo de rato, indicando que esse
protocolo pode contribuir para o aumento da durabilidade das biopréteses cardiacas
confeccionadas a partir do PB.

Considerando a complexidade dos mecanismos envolvidos na calcificagdo das
bioproteses tratadas com GA e as limitages que impedem a extrapolacdo dos achados
observados em um modelo animal, em resposta a um biomaterial para pacientes humanos,
mais estudos com um maior periodo de andlise e combinacdo de outras estratégias
anticalcificantes sao necessarios, a fim de se obter mais informacgdes sobre a sua aplicacdo
clinica.

5 CONCLUSOES

A reducéo do tempo de fixacdo do PB em GA desencadeou uma resposta inflamatoria
discreta e taxas minimas de calcificacdo do material implantado, sem alterar as
propriedades fisicas importantes para a confec¢do de bioproteses valvulares. A observacao
de pequenos focos de calcificacdo em algumas amostras do material reticulado por 5 dias
indica que o protocolo de processamento proposto nao impediu completamente a deposi¢ao
de calcio no interior do PB, mas se constitui em uma estratégia promissora que, quando
associada a outras estratégias anticalcificantes, pode otimizar os protocolos ja existentes.
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Resumo

Introducdo: A descelularizacdo € um método alternativo de processamento de tecidos
bioldgicos capaz de reduzir a antigenicidade e aumentar a resisténcia tecidual a calcificagéo,
mas ainda nao é usual no preparo de tecidos de pericardio bovino (PB) destinados ao uso em
bioproteses valvulares cardiacas (BVCs). Além disso, faltam estudos que investiguem o efeito
da combinacdo da técnica de descelularizacdo com outras estratégias anticalcificantes
Objetivo: Caracterizar as propriedades do PB acelular fixado com glutaraldeido (GA) por cinco
dias e avaliar o efeito da descelularizacdo para evitar a calcificacdo de PBs in vivo. Material e
métodos: Os tecidos de PB foram divididos em dois grupos: PB5d (amostras fixadas com GA
por 5 dias) e PB5dAC (amostras acelulares e fixadas com GA por cinco dias). Apés a fixacao,
todas as amostras foram submetidas a um tratamento anticalcificante com &cido glutdmico. Os
PBs passaram por caracterizacao fisica, por testes mecanicos e de estabilidade térmica, além de
avaliacdo histologica por microscopia de luz (ML) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Apos a implantacdo em tecido subcutaneo de ratos, os PBs foram submetidos a nova
avaliacdo por ML e MEV e analisados para o teor de célcio por Espectrometria de Emisséo
Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-OES). Resultados: O tratamento de
descelularizagcdo modificou a organizacdo da matriz extracelular dos PBs, mas ndo promoveu
alteracOes indesejaveis nas propriedades fisicas teciduais. A reagdo inflamatoria foi similar
entre PB5d e PB5dAC e os valores de calcificacdo foram baixos em ambos 0s grupos, com um
menor conteddo de calcio em PB5dAC. Conclusdo: O tratamento combinado de
descelularizacdo, fixagdo com GA por cinco dias e pos-tratamento com acido glutamico
diminuiu a calcificagdo e a inflamacdo do PB em um modelo de implantacdo subcutanea em
rato, sem alterar as propriedades fisicas e bioldgicas importantes para a confecgdo de
biopréteses valvulares.

Descritores: bioproteses; calcificagdo; pericardio bovino; glutaraldeido; descelularizacéo.

1. INTRODUCAO

As bioproteses valvulares cardiacas (BVCs) de pericardio bovino (PB) fixado em
glutaraldeido (GA) tém sido amplamente utilizadas como substitutos valvares em pacientes
com doenca valvar cardiaca. Apesar de suas vantagens, a degeneracao estrutural associada a
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calcificagdo distroéfica do PB é um inconveniente comum no periodo entre 10 e 15 anos pés-
implantagio.! Embora os mecanismos envolvidos na calcificagio pos-implantagio sejam pouco
compreendidos, muitos estudos indicam que as principais causas da calcificacdo sdo a retencdo
sdo células mortas e detritos celulares nas bioproteses de PB?, além da presenca de residuos
citotoxicos oriundos da fixagdo com o GA.3

Alguns estudos recentes tém destacado a influéncia de células desvitalizadas e detritos
celulares como sitios de nucleagdo mineral em BVCs.*® O mecanismo envolve a ligagio de
fosfatos derivados dos fosfolipidios de membranas celulares com fons de Ca?* do meio
extracelular, havendo a formacéo inicial de espécies de fosfato de célcio cristalino. A partir dai,
ocorre 0 crescimento e expansdo de mais cristais, com consequente formacdo de agregados
cristalinos de hidroxiapatita.”® Com base no exposto, uma estratégia sugerida para evitar a
calcificacdo observada nas biopréteses de PB seria a remocéo dos fosfolipidios de membrana,
com disponibilidade para ligacdo com o ions de célcio. 1sso pode ser alcancado por meio da
descelularizagdo do PB que compde as bioproteses.>1011

A descelularizacao é uma técnica de engenharia de tecidos que visa a remogéo de material
celular e nuclear, com potencial para reduzir a calcificacdo do PB e aumentar a longevidade das
BVCs, além de remover a antigenicidade residual e diminuir o risco de rejeicdo. O processo de
descelularizacdo emprega usualmente métodos bioldgicos e quimicos e muitos protocolos tém
sido desenvolvidos com diferentes substancias quimicas, concentracdes e tempos de
exposicdo.'? Os agentes quimicos mais utilizados s3o os detergentes idnicos (Triton X-100),
ndo idnicos (desoxicolato de sodio, dodecilsulfato de sddio - SDS) e agentes enzimaticos
bioldgicos (DNase, RNase, tripsina).t*4

O uso clinico bem-sucedido do pericérdio para aplicacdes cardiovasculares depende da
preservacao das suas propriedades mecanicas, como resisténcia a tragdo, modulo de elasticidade
e resisténcia a fratura. Assim, uma técnica de descelularizacdo ideal deve remover o material
celular com minimos danos a matriz extracelular (MEC), pois a arquitetura e o contetdo das
fibras colagenas e elasticas dos folhetos teciduais de PB sdo responsaveis por sustentar a
resposta mecanica das BVCs.>® Contudo, alguns tratamentos de descelularizacdo falham em
preservar a estrutura original do PB. Ainda que alguns trabalhos tenham demonstrado um bom
efeito anticalcificante, aliado a preservacdo da estrutura colagénica original do PB%10:1216.7
sabe-se que nenhum tratamento de descelularizacdo é capaz de eliminar completamente as
células do tecido xenogénico, sem provocar algum desarranjo na MEC do tecido
processado.>*111819 Assim, estudos adicionais in vivo sd0 necessarios para determinar se a
descelularizagdo produziria materiais mais biocompativeis, com propriedades anticalcificantes
e biomecanicas superiores as BVCs comercialmente disponiveis.

A descelularizacdo de PBs destinados ao uso em BVCs ainda ndo € usual, mas tem sido
investigada e proposta como uma etapa adicional do processamento quimico do PB,
previamente a sua fixacd0.>?%?2 Vale ressaltar que a fixacdo tecidual é essencial para a
preservacdo do PB pos-implante, pois protege o tecido da resposta inflamatdria que leva a
degradacéo tecidual. >21-2® Entre os agentes fixadores, 0 GA ¢é o mais utilizado, embora tenha
sido apontado como causa de calcificacdo devido a permanéncia de grupos aldeidos residuais
provenientes da reticulagio incompleta das proteinas teciduais pelo GA.8%* Algumas estratégias
podem diminuir os grupos aldeidos livres de GA por reducdo do tempo de fixacao dos tecidos
de PB%? ¢ 0 pds-tratamento com incubagdo desse material em solugdes de aminoacidos como
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a taurina, acido glutamico e glicina.?®3!

A utilizacdo de aminoacidos visa inativar de modo permanente os grupos aldeidos livres
teciduais provenientes do GA e que, pelo seu carater eletrofilico, permanecem expostos a
ligacdo com ions célcio. A incubacdo com aminoacidos estabelece ligacdes quimicas estaveis
com a carbonila dos grupos aldeidos, tornando esses grupos indisponiveis a nucleagédo
mineral.?® Por conta desse efeito, estudos com diferentes aminoécidos ja demonstraram que
esse procedimento reduz a calcificagdo de biopréteses, em comparacdo com materiais
processados apenas com GA.%%83! Dentre os aminoacidos disponiveis, o acido glutdmico néo
tem sido amplamente relatado na literatura para preparo de PBs destinados a fabricacdo de
biopréteses, mas alguns estudos mostraram sua alta eficacia anticalcificante em modelos de
implantacio subcutinea em rato.?8=°

Considerando a complexidade dos mecanismos envolvidos na calcificagdo das
biopréteses tratadas com GA, a combinacao de estratégias anticalcificantes tem sido apontada
como uma estratégia promissora, a fim de maximizar seus efeitos sobre a calcificagdo e a
durabilidade do PB.>?3303132 Contudo, ndo existem protocolos padronizados na literatura e
novos estudos devem ser realizados para testar a eficacia das associagbes de técnicas
anticalcificantes.

Este trabalho explorou a associacdo de trés técnicas anticalcificantes no processamento
laboratorial de PBs destinados a BVCs, por meio da avaliacdo do efeito da descelularizacdo em
um protocolo anticalcificante composto por fixacdo em GA por tempo reduzido em relacao a
um protocolo comercial validado® e pdés-tratamento com &cido glutdmico. O método de
descelularizacdo empregado foi a base de surfactantes neutro (Triton X-100) e anidnico (SDS)
e um agente quelante (&cido etilenodiamino tetra-acético - EDTA). Os tecidos descelularizados
foram caracterizados histologicamente e avaliados quanto as suas propriedades térmicas e
mecanicas, a fim de verificar se o PB acelular proposto pelo estudo apresentaria caracteristicas
biomecanicas adequadas para a construcao de BV Cs. Além disso, a resposta bioldgica e o efeito
anticalcificante in vivo foram avaliados em um modelo de implantacdo em tecido subcutaneo
de rato.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Preparacéo dos tecidos

As amostras teciduais de PB de animais de até 36 meses foram preparadas na Braile
Biomédica (Sao Paulo — Brasil), obtidas a partir de um frigorifico certificado e armazenadas
em uma solucdo tamponada (pH 7,4) de cloreto de sodio e cloreto de magnésio e mantidas a
uma temperatura de 2°C a 15°C. Ap0s a dissecacédo, os PBs foram lavados em solucéo salina,
seccionados em fragmentos de 1 cm? e distribuidos aleatoriamente em dois grupos
experimentais.

As amostras do grupo PB5dAC foram submetidas previamente a fixacdo, a um tratamento
de descelularizagdo com solucdes de glicerol, EDTA, Triton X-100, azida sddica e etanol,
conforme o protocolo padronizado. Apos esse processo, os tecidos foram fixados sob o mesmo
protocolo empregado para amostras do grupo PB5d. A fixagdo das amostras de ambos os grupos
(PB5d e PB5dAC) ocorreu com incubacdo em solucdo de GA (Sigma Chemical Company,
EUA), pH 7,4, por cinco dias (duas trocas com solucao de GA a 0,1% e uma Gltima troca com
solucdo de GA a 0,5%). Apoés a fixacdo, todas as amostras foram imersas em uma solucéo
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anticalcificante de acido glutdmico, lavados com solucdo a 0,9% de cloreto de sddio e depois
armazenadas em uma mistura de uma solucéo a 0,2% de GA e solucédo a 1% de etanol, pH 7,4.

2.2 Caracterizagdo dos materiais

O teste de estabilidade térmica foi realizado através do método hidrotérmico com um
extensdmetro customizado, a fim de avaliar o grau de fixac&o (reticulacdo) das fibras colagenas
no processo de preservacdo do PB. As analises foram realizadas tomando como parametro
medidas de temperatura de encolhimento ou “Ts” (shrinkage temperature), determinada em °C.
A Ts corresponde a temperatura na qual a amostra apresenta um encolhimento igual ou superior
a 20% em relacdo ao seu tamanho original. Os corpos de prova moldados, medindo 2,0 cm X
0,8 cm, foram mantidos em extensdo constante ao longo do eixo em um sistema de banho-
maria, controlado eletronicamente, com resisténcias de 1 Kw para o aguecimento necessario de
1°C por minuto.

O estudo das propriedades mecénicas dos materiais dos grupos PB5d/PB5dAC foi
realizado com corpos de prova moldados em conformidade com ASTM-D-638 (Standard Test
Method for Tensile Properties of Plastics). As propriedades avaliadas foram espessura (mm),
resisténcia a tragdo (1, kgf/mm?2), alongamento na ruptura (¢%) e indice de tenacidade
(calculado pelo produto da tragdo pela elongacéo, dividido por dois). A espessura do tecido foi
medida em trés pontos, usando um medidor de espessura (Mitutoyo, Japdo) e as propriedades
de tracdo foram avaliadas utilizando uma méaquina de teste de tracdo Q-TEST (MTS Systems
Corporation), equipada com medidor digital de forca que opera a uma taxa de extensao de 100
mm/min. A resisténcia a tracdo, o alongamento e a tenacidade foram avaliados a partir de
parametros de referéncia aceitos para PBs reticulados em GA (GAPBS), destinados a fabricacdo
de BVCs.

2.3 Implantacdo subcutanea em ratos

Todos os procedimentos em animais foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso dos
Animais (CEUA), do Instituto de Ciéncias da Saude, da Universidade Federal da Bahia, Brasil,
local de realizagdo do experimento, sob protocolo n® 9262310518. Foram utilizados 30 ratos da
especie Rattus norvegicus da linhagem Wistar, machos, com 3-4 semanas de idade e massa de
80-90 gramas, obtidos de uma coldnia de reproducéo local, saudaveis e sem patdgenos estritos.
Os animais foram mantidos em 24°C, com um ciclo de claro/escuro de 12/12h

Cada animal recebeu dois implantes subcutaneos de PB, sendo um em regido antero-lateral
dorsal esquerda (PB5d) e outro, em regido antero-lateral dorsal direita (PB5dAC). A anestesia
foi realizada com uma combinacdo de queetamina (7,0 mg/100g) e xilazina (0,8 mg/100 g), via
intraperitoneal. Apds a tricotomia e antissepsia na regido dorsal de ambos os lados, a pele do
dorso foi aberta com duas incisfes separadas (cada uma de 1,5cm), paralelas a coluna vertebral.
Imediatamente antes da implantacao, todas as amostras de tecido foram bem enxaguadas em
agua purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). As amostras de PB foram implantadas
em bolsas subcutaneas que foram posteriormente fechadas com fio de seda 4-0.

Os explantes seriados foram realizados apos 14, 28 e 60 dias (n=10 para cada tempo
bioldgico). Os animais foram sacrificados com sobredosagem de uma solugéo de quetamina (18
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mg/100g) e xilazina (3 mg/100g), via intraperitoneal. O acesso aos materiais implantados
ocorreu pela realizacdo de incisdes bilaterais e paravertebrais, seguida de delicada disseccao. Do
numero total de amostras explantadas do mesmo grupo, metade foi destinada a avaliacdo
histoldgica e a outra metade, submetida a dosagem de célcio. Os explantes destinados a avaliacdo
histolégica foram removidos, com preservacdo de 2 mm de tecido além da borda do implante.
Todas as amostras foram lavadas em &gua ultrapura e armazenadas em solucdo tamponada de
formaldeido a 4% (pH 7,2).

2.4 Avaliacao histoldgica (preé e pos implantacao)

O estudo morfoldgico foi realizado em amostras pré e pos-implantacdo, por microscopia
de luz (ML) e por microscopia eletrénica de varredura (MEV). As amostras indicadas para ML
foram fixadas em solucdo fixadora de formaldeido a 4%, lavadas em tampéo fosfato 0,05M por
dez minutos, desidratadas em uma série crescente de etanol, diafanizadas com xilol e incluidas
em parafina de forma a obter sec¢fes semi-seriadas de 4 um, paralelas e transversais. Em
seguida, as amostras foram coradas com hematoxilina-eosina (HE), TricOmico de Masson,
Orceina e Von Kossa.

As seccOes coradas foram analisadas por dois patologistas de forma independente e as
eventuais discrepancias foram discutidas até alcancar o consenso. As imagens foram capturadas
com auxilio de um sistema digital de aquisicdo de imagem, contendo microscépio Nikon
Eclipse E-200 (Nikon Instruments Inc., Melville, NY, USA) com magnificacdo de 400X,
acoplado a uma camera Tucsen TrueChrome Metrics (International Stemmer Imaging,
Puchheim, Germany). O software utilizado para captura e analise das imagens foi o TUCSON
Tcapture (International Stemmer Imaging, Puchheim, Germany).

O estudo morfolégico compreendeu a avaliacdo da organizacao e integridade das fibras
colagenas e fibras elasticas e para a presenca de depositos calcificados. Os resultados foram
descritos com base na presenca, natureza e intensidade da inflamacdo, fibrose, necrose,
formacdo de cépsula, neovascularizacdo e tipos celulares inflamatérios predominantes,
conforme analise semiquantitativa adaptada de Thampi e colaboradores. (2013).3® Os achados
foram categorizados em graus de intensidade: ausente (0), discreto (1), moderado (2) e intenso
(3), considerando-se como discreto todo parametro que comprometia o espécime em até 25%,
moderado de 26 até 50% e intenso > 51% da Iamina observada.

As amostras indicadas para MEV foram fixadas em uma solugéo contendo 2% de GA e
2,5% de formaldeido (estudo morfoldgico), tamponada em tampé&o cacodilato de sédio 0,1M,
pH 7,4, lavadas em tampdo cacodilato de sodio 0,1 M (pH 7,4), pés-fixadas em solucdo de
tetréxido de 6smio a 1% tamponado por 30 minutos, novamente lavadas em cacodilato de sddio
0,1 M e desidratadas em uma série crescente de etanol. Apds secagem em ponto critico (Leica
Geosystems, Switzerland), os espécimes foram montados sobre stubs de aluminio, colocados
no aparelho Bal-Tec SCD 050 (Liechtenstein) para pulverizacdo superficial com ouro e
examinados em microscopio JEOL JSM-6390LV (Jeol Ltd, Japdo), operando em 10-15 kV.

2.5 Quantificacdo do calcio (preé e pés-implantacéo)

O teor de calcio nos materiais explantados foi determinado com avaliacdo quantitativa
por meio da Espectrometria de Emissdo Optica por Plasma Acoplado Indutivamente (ICP-
OES). A analise em tempo zero foi também realizada para controle negativo, por amostragem
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aleatoria. Para preparo das amostras, as massas foram pesadas em balanca analitica (Mettler-
Toledo, EUA) e transferidas para frascos de politetrafluoretileno. Em seguida, foram
adicionados 1,0 mL de HNO3 65% destilado (Merck, Alemanha), 1,0 mL de H202 (Merck,
Alemanha) e 4,0 mL de agua deionizada. As solucdes foram preparadas com agua deionizada
com resistividade de 18,2 MQ cm-1, purificada em sistema Milli-Q (Millipore, EUA). Em
sequida, os frascos foram fechados e submetidos a aquecimento em um bloco digestor
(TECNAL, Brasil) a uma temperatura de 180 °C, por um tempo de 120 minutos. Em seguida,
toda a solucdo foi pesada e transferida para tubos de centrifuga (Falcon) e avolumados para
10,0 mL com agua deionizada.

A anélise quimica foi realizada com um espectrometro de emissdo éptica com plasma
indutivamente acoplado (Agilent, Australia), utilizando as condi¢fes operacionais padrdo do
fabricante para espectrdmetro, como poténcia de radiofrequéncia de 1,2 kW e vazéo de gés de
nebulizacdo de 0,8 L min-1. O gas argobnio foi utilizado como gas de nebulizacdo e geracdo do
plasma, com pureza minima de 99,9999% (White Martins, Brasil). Um nebulizador pneumatico
do tipo Sea Spray, com uma camara de duplo passo, foi usado para introducdo da amostra. As
concentracOes de célcio foram determinadas, utilizando o comprimento de onda em 317,933
nm.

2.6 Analise estatistica

Todos os dados sao apresentados com mediana e quartis. Apds o teste de Shapiro-Wilk
para normalidade, os grupos foram comparados utilizando analises paramétricas de Wilcoxon
para dados emparelhados. Comparacdes entre tempos bioldgicos foram realizadas utilizando
teste de Kruskal-Wallis, seguido pelo teste post-hoc de Dunn. A anélise estatistica foi realizada
com o software livre “R” (versdo 4.1.2).

3. RESULTADOS

3.1 Analise histologica (pré-implantacéo)

A anélise morfoldgica por ML e por MEV de PB5d e PB5dAC nédo implantados revelou
importantes diferencas entre os grupos. As imagens de MEV demonstram uma matriz fibrosa
mais organizada e com manutenc¢édo do aspecto ondulado das fibras colagenas, em amostras do
grupo PB5d (Figura 1A), em contraste com as amostras do grupo PB5dAC (Figura B). Em ML,
as amostras pré-implantacdo do grupo PB5d apresentaram um padréo tecidual celularizado,
com predominio de fibroblastos (Figura 2A), arranjo organizado de fibras colagenas (Figura
2C), além de fibras elasticas preservadas (Figura 2E). Em comparacdo, a analise de amostras
de PB5dAC demonstrou auséncia de residuos celulares (Figura 2B), fibras colagenas
fragmentadas, formando feixes mais espacados e sem orientagéo definida (Figura 2D), e muitas
fibras elasticas rompidas (Figura 2F).
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Figura 1. Microscopia eletronica de varredura de PB pré-implantacéo dos grupos PB5d e PB5dAC. A
matriz coladgena aparece organizada em camadas e com sua ondulagdo caracteristica preservadas nas
amostras de PB5d (A). Em PB5dAC, a matriz colagena é mais compactada com perda da ondulacéo (B).

PBSdAC

e [T S
Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 2. Pericardio bovino pré-implantacdo: PB5d (A, C e E) e PB5dAC (B, D e F). As amostras de
PB5d exibem matriz celularizada (A) e em PB5dAC séo acelulares (B), as fibras colagenas sdo mais
preservadas no grupo PB5d (C) e mais espagadas em PB5dAC (D) e as fibras elésticas aparecem
preservadas em PB5d (E) e fragmentadas em maior quantidade em PB5dAC (F). N&o foram detectados
depositos calcificados em PB5d (G) e em PB5dAC (H). Coloragdes com Hematoxilina-Eosina,
Tricrdmico de Masson, Orceina e VVon Kossa.

Fonte: Dados da pesquisa.
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3.2 Testes mecénicos e de estabilidade térmica

O estudo comparativo entre os grupos PB5d e PB5dAC indicou valores semelhantes para
as propriedades temperatura de encolhimento, resisténcia a tracdo, alongamento e indice de
tenacidade. Contudo, uma diferenca estatisticamente significante foi observada quando a
espessura das amostras foi comparada, havendo uma menor espessura nas amostras de PB5d (p
=0,048) (Tabela 1).

Tabela 1. Propriedades mecénicas e térmicas de PB dos grupos PB5d e PB5dAC.

Material
Parametros PB 5d PB5dAC
Mediana ql-g3 Mediana gl-g3 p-valor
Temperatura de encolhimento (°c) 86,80 86,20-89,90 85,70 84,75-86,15 0,167
Espessura (mm) 0,40 0,37-0,48 0,60 0,56-0,74 0,048
Resisténcia a tragdo (kgf/mm?) 1,29 1,16-1,67 1,20 1,13-1,25 0,714
Alongamento (%) 53,05 49,30-64,70 58,20 56,10-60,35 0,714
indice de tenacidade 40,60 37,50-46,60 35,10 32,85-36,30 0,167

Fonte: Dados da pesquisa.

3.3 Andlise histoldgica (pés-implantacéo)

Em amostras de PB5d, foi observada uma maior formacdo de vasos sanguineos,
especialmente nas areas de degradacdo do colageno (Figura 3A). Em comparagdo ao grupo
PB5d, as amostras do grupo PB5dAC explantadas ap6s 60 dias mostravam uma resposta
inflamatdria ligeiramente maior, coincidindo com areas de fagocitose ativa e uma capsula
fibrosa mais desenvolvida (Figura 3B). As amostras de PB5d apresentaram uma matriz
composta por fibras e feixes colagenos bem preservados (Figura 3C), enquanto a matriz do
grupo PB5dAC exibia uma maior deposi¢édo de colageno, fibras coldgenas mais fragmentadas
e com perda de sua ondulacdo caracteristica (Figura 3D). O estudo histoldégico comparativo
intergrupos mostrou ainda uma reducdo progressiva na quantidade de fibras elasticas, em
funcdo dos tempos analisados para ambos 0s materiais, com uma maior preservacao em PB5d
(Figura 3E), enquanto os explantes de PB5dAC apresentaram fibras elasticas rompidas, muitas
vezes com acumulos de focais dos seus fragmentos, 0s quais estavam praticamente ausentes no
ultimo periodo de analise (Figura 3F). O estudo histoldgico pela técnica de Von Kossa mostrou
a presenca de focos de calcificagdo em algumas amostras do grupo PB5d aos 28 e 60 dias
(Figura 3G), mas ndo detectou areas calcificadas nas amostras do grupo PB5SdAC em nenhum
periodo analisado (Figura 3H).
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Figura 3 Pericardio bovino pos-implantagdo: PB5d e PB5dAC explantados apds 60 dias (Hematoxilina-
Eosina, Tricomico de Masson, Orceina e Von Kossa).

PB5d PBSdAC

Hematoxilina-Eosina

Tricomico de Masson

b
g
g

Fonte: Dados da pesquisa.

3.4 Andlise semiquantitativa

Os resultados da avaliagdo semiquantitativa foram submetidos a andlise estatistica,
complementando a analise histoldgica realizada. O estudo de células inflamatorias indicou
predominio de macr6fagos em ambos 0s grupos e para todos os tempos analisados. Aos 14 dias,
a inflamacéo era crénica, com auséncia de neutréfilos e, a partir desse periodo, houve um gradual
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aumento de linfécitos. Nos tempos mais tardios, amostras dos dois grupos mostravam
predominancia de células fagocitarias. A comparacdo estatistica intergrupos demonstrou uma
uniformidade na quantidade de linfdcitos, plasmocitos, macrofagos e células gigantes nas
amostras explantadas. Também ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos
em relacdo ao grau de inflamacdo e a formacdo de cépsula. Diferencgas estatisticamente
significantes foram observadas apenas em um mesmo grupo em funcdo dos periodos analisados
(Tabela 2).

Tabela 2. Resultados da avaliagdo semiquantitativa da resposta tecidual ao pericardio bovino dos
grupos PB5d e PB5dAC, explantado apds 14, 28 e 60 dias (n = 5 animais/periodo de implantacgéo).

Tempo
Parémetros Material Sl 28 dias 60 dias
Mediana ql1-g3 Mediana ql1-q3 Mediana ql-g3 p-valor

Inflamacao* PB 5d 2,0 1,0-2,5 2,04 2,0-3,0 1,08 1,0-1,0 0,014
PB5dAC 2,0 1,0-2,0 1,0 1,0-2,0 2,0 1,5-2,0 0,459

p-valor 1,000 0,250 0,125
Linfdcitos PB 5d 2,0 2,0-2,5 3,0 1,5-3,0 3,0 3,0-3,0 0,070
PB5dAC 1,0 1,0-1,0 1,0 1,0-1,5 2,0 1,0-2,5 0,099

p-valor 0,063 0,125 0,125
Plasmacitos PB 5d 1,0 0,0-1,0 1,0 0,0-1,0 0,0 0,0-1,0 0,627
PB5dAC 0,0 0,0-0,0 0,0 0,0-0,5 0,0 0,0-1,0 0,311

p-valor 0,250 0,500 1,000
Macrdéfagos* PB 5d 3,0 2,5-3,0 3,0 2,5-3,0 3,0 2,5-3,0 1,000
PB5dAC 3,04 3,0-3,0 2,08 2,0-2,0 3,0 3,0-3,0 0,001

p-valor 1,000 0,125 1,000
Células gigantes PB 5d 2,0 2,0-2,0 2,0 2,0-2,0 2,0 1,5-2,0 0,368
PB5dAC 2,0 1,5-2,0 1,0 1,0-2,0 1,0 1,0-1,5 0,174

p-valor 1,000 0,250 0,250
Capsula PB 5d 0,0 0,0-1,0 2,0 0,5-2,0 1,0 1,0-2,0 0,130
PB5dAC 2,0 1,5-2,0 1,0 0,0-2,0 2,0 0,5-2,0 0,350

p-valor 0,125 0,750 1,000

Fonte: Dados da pesquisa.
Legenda: * Letras distintas indicam diferengas significativas pelo teste a posteriori de Dunn

3.5 Andlise da calcificagéo

O resultado da andlise quimica elementar por ICP-OES mostrou um baixo indice de
calcificagdo nos explantes PB5d e PB5dAC. Os dados estdo apresentados no Grafico 1, com
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valores de medianas, primeiro e terceiro quartis e expressos em pg de Ca?*/mg de tecido seco.
Aos 14 dias, o teor de célcio do grupo PB5d foi significativamente maior (p=0,043) em
comparacdo com amostras de PB5dAC, com 4,76 (0,15 — 31,82) versus 0,14 (0,09 - 0,17),
respectivamente. Aos 28 dias, foi observada uma maior quantidade de amostras calcificadas em
PB5d, com grande variacdo no indice de célcio entre os explantes do grupo (0,13-93,60) em
contraste ao grupo PB5dAC, que apresentou valores menores (0,11-0,87), embora a comparacéo
de medianas ndo tenha demonstrado diferenca estatisticamente significante (0,26 versus 0,15).
No periodo de 60 dias, o conteudo de célcio foi muito baixo nas amostras de PB5d e PB5dAC,
com valores semelhantes entre os grupos: 0,20 em PB5d (0,13-0,53) e 0,19 em PB5dAC (0,14-
0,39).

Grafico 1 Diagrama de box plot para teor de célcio em pg de Ca2+/mg de tecido seco de pericardio
bovino dos grupos PB5d e PB5dAC, explantados apés 14, 28 e 60 dias, pelo método ICP-OES.
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Fonte: Dados da pesquisa.
4. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou o efeito da descelularizacdo em um protocolo de tratamento de
PBs para evitar a calcificagdo de BVCs. Para isso, utilizou-se o efeito combinado da
descelularizacao prévia do PB, com outras duas estratégias anticalcificantes comprovadas por
estudos anteriores: reducdo do tempo de reticulagio em GAZ>? e o pos-tratamento com
aminoacidos.>!:3%31 Resultados preliminares mostraram que a reducéo do tempo de fixac&o do
PB em GA pode ser um método promissor para reducdo da calcificagdo distrofica em implantes
subcutédneos de ratos, sem afetar as propriedades mecanicas do tecido antes da sua
implantacd0.2>2” Quanto ao uso de aminodcidos, estudos prévios demonstraram a reducéo de
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grupos aldeidos residuais com afinidade ao calcio através da reagdo do PB com grupamentos
aminicos, apos incubagcdo em aminoécidos, como o acido glutdmico.?®% Dessa forma, todas as
amostras de PB utilizadas neste trabalho foram reticuladas em solucdo de GA por cinco dias e
passaram por incubagdo em acido glutdmico para inativacéo de aldeidos residuais. Para compor
0 grupo teste (PB5dAC), as amostras passaram por um tratamento prévio de descelularizacdo
com surfactantes.

Visando avaliar o impacto do protocolo de descelularizagdo sobre as propriedades fisicas
do tecido, a presente investigacdo realizou testes mecénicos e de estabilidade térmica de
amostras dos grupos PB5dAC e PB5d, antes de sua implantagdo, além de uma anélise
histologica por ML e MEV. A avaliacdo comparativa das amostras pré-implantacdo nao
mostrou diferencas estatisticamente significantes entre os grupos, quanto aos parametros
temperatura de encolhimento, resisténcia a tracdo, alongamento e tenacidade. Apenas o
parametro espessura diferiu entre 0s grupos, havendo uma menor espessura nas amostras de
PB5d. Este achado ndo pode ser atribuido aos diferentes protocolos empregados no estudo,
visto que ha naturalmente uma grande variabilidade na espessura do PB, mesmo quando a coleta
é feita em animais com idades semelhantes. Um achado curioso foi que as amostras do grupo
com maior espessura mostravam uma cépsula peri-implantar mais desenvolvida, em
comparacdo com aquelas do grupo PB5d. Outros autores, ao compararem implantes com
diferentes espessuras, também observaram capsulas fibrosas mais desenvolvidas em implantes
com maior espessura.3*%

E importante ressaltar que, embora a espessura do implante seja um fator que influencie
a resposta de corpo estranho no organismo receptor, o estudo das dimensdes da capsula em
trabalhos experimentais com PB em tecido subcutdneo é pouco relevante, uma vez que 0s
folhetos de PB empregados na substituicdo clinica de valvas cardiacas tém contato com o
sangue e, portanto, ndo ha formacdo de capsula. Além disso, a disponibilidade de PB em
diferentes espessuras seria importante para atender a necessidade de confeccdo de biopréteses
de variadas dimensdes.

Ainda que alteracbes mecanicas importantes ndo tenham sido detectadas pelos testes
mecanicos, a analise morfoldgica por ML e MEV das amostras pré-implantacdo do PB acelular
mostrou alteragdes marcantes na estrutura de sua MEC, como a perda do padrdo ondulado das
fibras colagenas e fragmentacéo das fibras elasticas. Para utilizar plenamente os beneficios do
PB, as técnicas de processamento laboratorial desse tecido devem manter o arcabouco tecidual
0 mais proximo possivel da sua estrutura original.1”?* No entanto, a presenca de alteracoes
morfolégicas na matriz colagénica e em fibras eléstica € um achado comum em tecidos
xenogénicos submetidos a diferentes tratamentos de descelularizagéo.>!+*°

Decorridos 14, 28 e 60 dias de sua implantagdo em tecido subcutédneo de ratos, 0s
explantes acelularizados (PB5dAC) apresentaram o mesmo padrdo de desorganizacdo da matriz
de coldgeno e de elastina observado nas amostras pré-implantacdo, ou seja, presenca de fibras
elasticas colapsadas e, muitas vezes, ausentes, quando examinadas em ML e MEV. Em
comparagéo, o grupo PB5d mostrava uma matriz com fibras colagenas e fibras elasticas mais
preservadas, indicando que a descelularizacdo proposta pelo estudo pode alterar a estrutura do
colageno e a elastina dos implantes, com potencial efeito de alterar o comportamento
biomecanico da BVC em longo prazo. O conteldo e a arquitetura das fibras de colageno séo
responsaveis por sustentar a resposta mecanica das BVCs® e, sabidamente, elementos alterados
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na MEC podem aumentar a predisposi¢do a falha das BV Cs por fadiga mecénica, independente
de calcificagdo?%37 e, além disso, representam sitios de atraco para o calcio.b Assim, técnicas
de processamento que visem a preservacdo da estrutura original do tecido PB podem aumentar
a durabilidade das BVCs, além de minimizar o risco de sua calcificacao.

As alteracdes morfoldgicas observadas nas amostras acelularizadas deste estudo podem
estar relacionadas com o processamento. No presente estudo ndo se verificou prejuizo a
propriedade de resisténcia a tracao, no entanto, Heuschkel (2018), ao empregar uma substancia
surfactante para promover a descelularizagdo de implantes, observou vestigios do detergente
utilizado no tecido, mesmo apds sucessivas etapas de lavagem, o que poderia explicar 0s seus
achados de perda de resisténcia a tracdo e de aumento da protedlise das fibras elasticas
observados em sua investigaco.*®

Uma técnica ideal de descelularizacdo para as bioproteses cardiacas deve remover 0s
detritos celulares, preservar as propriedades mecanicas (resisténcia a tracao, elasticidade e
resisténcia a fratura), a estrutura e a carga eletrostatica da matriz colagénica, pois mudancas nas
interacOes eletrostaticas entre as moléculas de colageno modificam o arranjo de fibrilas
colagenas, com impacto sobre a estrutura tecidual. A manutencdo do ponto isoelétrico do
colageno (6,5-8,0) é importante para ndo favorecer a deposicao de ions de calcio e de fosfato,
como ocorre em matrizes de colageno com caracteristicas anidnicas.*

A descelularizacdo do PB pode ser alcancada por meio de varios métodos. Em geral, 0s
protocolos realizam uma extracdo parcial ou completa dos fosfolipidios acidos que formam as
membranas lipoproteicas de células e de organelas citoplasmaticas, apds a lavagem dos
implantes em diferentes agentes quimicos. Os agentes mais utilizados sdo etanol, éteres,
surfactantes anidnicos como dodecil sulfato de sédio (SDS), surfactantes ndo ibnicos como
Triton X-100, tripsina, derivados do éacido amido oleico, acido desoxicdlico e 4&cido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA).1%2930 No presente estudo, utilizou-se um protocolo de
descelularizagcdo que empregou solugdes de glicerol, EDTA, surfactantes iénicos (SDS) e
neutro (Triton X-100), sem alterar a carga eletrostatica da molécula de colageno tipo | e
preservando seu ponto isoelétrico em torno de 7,00.

Em particular, protocolos baseados em detergentes SDS e Triton X-100 combinados ja
foram considerados adequados para a descelularizacdo de tecidos, proporcionando boa
preservacdo da MEC, um comportamento biomecénico adequado; apresenta tambem
suscetibilidade reduzida a calcificagdo do tecido, além de oferecer a vantagem adicional de
eliminar antigenos associados as células, responsaveis pela imunogenicidade de BVCs, apesar
de seu tratamento quimico com GA.* No presente estudo, a efetividade do protocolo de
descelularizacdo foi confirmada pela auséncia de nucleos e demais restos celulares ao exame
histolégico. O tratamento causou alteragdes morfoldgicas na sua MEC, mas ndo interferiu nas
propriedades térmicas e mecénicas do tecido pré-implantagdo. De forma similar, diferentes
protocolos de descelularizacéo de pericardio suino e bovino ja foram descritos como métodos
eficazes para preservar as propriedades estruturais e biomecanicas do tecido.101218.19

Alteracdes no padrdo da MEC do PB acelular observados in vitro ndo necessariamente se
traduzem em algum sinal de falha mecanica da valva apos implantagdo.>'! Porém, para que a
tecnologia utilizada neste trabalho possa ser empregada com sucesso no futuro, anélises pré-
clinicas de bioproteses preparadas sob essa técnica sdo necessarias para maior validacéo.
Mudancas de quantidade e alinhamento do colageno podem ser toleradas especialmente pelo



108

desenvolvimento de técnicas que permitam o repovoamento de células hospedeiras e
remodelac&o tecidual para se adaptar ao ambiente fisioldgico.”*° No trabalho de Wong (2016),
com matrizes de pericardio bovino acelular, houve repovoamento celular completo, evidéncia
de renovacéo de colageno e neovascularizagio dentro de 42 dias apds a implantaco.*

Ha relatos de que a reticulacdo quimica da MEC pode ter efeitos prejudiciais
consideraveis sobre a resposta de remodelacdo mediada pelo hospedeiro.”?* Em nosso estudo,
com base nos achados de repovoamento celular, neovascularizacdo e deposicéo de colageno em
ambos os grupos, confirmou-se que o biomaterial GAPB n&o é inerte in vivo, pois em ambos
0S grupos o tratamento com GA néo impediu o reparo e remodelamento celular do receptor em
sitio de implantacdo subcutanea. A regeneracao tecidual em torno do material implantado pode
ser comprometida por fibrose extensa e por neovascularizagdo limitada. Portanto, o estudo da
neovascularizagdo € um aspecto importante para avaliar a biocompatilidade de biomateriais e
sua permanéncia na &rea doadora. No presente estudo, os achados sugestivos de
neovascularizagdo foram observados nos implantes de ambos o0s grupos e em todos os periodos
analisados, sendo mais comum nas amostras de PB5d, o que poderia indicar um reparo menos
favoravel das amostras acelularizadas.*?

A biocompatibilidade pode ser definida como a capacidade de um biomaterial, quando
implantado, induzir uma resposta apropriada do hospedeiro. A avaliacdo da biocompatibilidade
¢ uma medida da magnitude e duracdo das altera¢bes adversas como infeccdo, inflamacéo e
fibrose, as quais podem influenciar a resposta do hospedeiro. Portanto, uma resposta
inflamatdria controlada é esperada em um implante com boa biocompatibilidade. Sendo assim,
0 presente estudo avaliou a resposta inflamatéria nas amostras implantadas em tecido
subcutaneo de ratos, a fim de avaliar a influéncia da técnica de descelularizacdo sobre a
biocompatibilidade do BP.

O estudo histolégico das amostras PB5d e PB5dAC mostrou um padréo inflamatdrio
similar ao observado em outros estudos com implantes subcutaneos.®%** A analise comparativa
intergrupos mostrou um inflamacdo ligeiramente mais intensa nas amostras de PB5dAC
explantadas apds 60 dias, devido as areas mais difusas de fagocitose ativa, ainda que o estudo
semiquantitativo ndo tenha demonstrado diferenca estatisticamente significante entre os grupos
em relacdo a severidade e ao padrdo de células inflamatdrias. A avaliacdo semiquantitativa
indicou diferenca estatisticamente significante no padrdo de celulas inflamatorias entre os
tempos de analise, apenas dentro de um mesmo grupo. Em ambos os grupos, a inflamagéo
estava concentrada as bordas do tecido implantado, associada a uma reacao de corpo estranho,
com presenca de macrofagos, células gigantes, linfocitos e plasmocitos. Aos 14 dias, a
inflamacdo era cronica, com auséncia de neutrofilos e, a partir desse periodo, houve um gradual
aumento de linfécitos. Em tempos mais tardios, amostras dos dois grupos mostravam
predominancia de células fagocitarias. A presenga de macrofagos no interior do implante e
células gigantes de corpo estranho nas bordas € justificada provavelmente pela existéncia prévia
de fibras colagenas e elasticas degradadas no interior dos implantes.

O processo de descelularizagéo visa reduzir a calcificacdo do tecido ap6s sua implantacéo,
fendmeno que enrijece os folhetos de PB e prejudica o funcionamento adequado da bioprotese.
O estudo da calcificacdo ectdpica do PB em subcutdneo de animais é uma medida indireta da
calcificacio de proteses valvulares feitas com esse material.®> A andlise histoldgica pela técnica
de Von Kossa dos tecidos explantados mostrou focos discretos ou moderados de calcificagcao
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nas amostras tratadas apenas com GA, e &cido glutdmico em explantes obtidos aos 28 e 60 dias,
enguanto nenhuma calcificacdo aparente foi observada em amostras do grupo PB5dAC. Tais
achados foram confirmados pela analise quimica elementar (ICP-OES), a qual observou um
baixo teor de célcio nas amostras de ambos 0s grupos e um teor de calcio significativamente
mais baixo no grupo submetido ao novo tratamento anticalcificante (descelularizacdo,
reticulacdo em GA por 5 dias e acido glutdmico).

Um estudo recente observou por ICP-OES uma concentracdo de 3,1 ug Ca®*/mg nas
amostras reticuladas com GA a 0,5% por 10 dias, tratadas com acido glutdmico e explantadas
de tecido subcutaneo de ratos apds 60 dias.*® Sob condicGes experimentais muito proximas, o
presente estudo observou uma concentracdo de 0,19 pg Ca2+/mg nas amostras de PB acelular,
tratadas em GA a 0,5% por cinco dias e acido glutamico e explantadas aos 60 dias. A expressiva
reducdo da calcificacdo no grupo PB5dAC pode ser explicada pela reducdo do tempo de
reticulacdo e pela remocédo dos componentes celulares, com afinidade ao célcio pela técnica de
descelularizacéo, fatores que estdo relacionados a calcificagdo precoce das BVCs.*® Contudo,
outros fatores relacionados com esse processo também séo relatados, a exemplo de evidéncias
de deposicdo de célcio em amostras de colageno tipo | e elastina, em preparaces de PB
acelular. Esses componentes servem como substratos para nuclea¢do mineral para formacéo de
hidroxiapatita.** No entanto, a contribuicéo da calcificacdo das fibras de colageno e de elastina
provavelmente seja minima, enquanto que o papel das células e residuos celulares assume uma
maior importancia.*644

Em BVCs de PB comercialmente disponiveis, existe uma correlacdo significativa entre
os niveis de fosfolipidios teciduais e o conteido de calcio, de forma que os processamentos
teciduais que visam a reducdo de fosfolipidios, pela remocdo de células e detritos de suas
membranas, sdo bem sucedidos na reducdo da calcificagio /.>1°?22 No entanto, nenhum
tratamento de descelularizacéo tem sido capaz de evitar completamente a calcificacdo. Ainda
que os restos celulares do implante sejam completamente removidos, as células do individuo
receptor podem se infiltrar e ficar aprisionadas na matriz do implante.* Em virtude do ambiente
citotoxico estabelecido pela fixacdo prévia em GA, essas células morrem, convertendo-se em
detritos celulares com afinidade para os cristais de calcio. Outros fatores podem influenciar na
calcificacao de bioproteses de PB, como idade do animal doador, posicionamento e adaptacédo
da BVC no leito receptor, desenho da prétese (stent ou stentless), estrutura valvular, origem do
pericardio (porcino ou bovino) e combinag&o de estratégias anticalcificantes.*

Considerando a complexidade dos mecanismos envolvidos na calcificacdo das
biopréteses tratadas com GA, a combinacdo de varias estratégias anticalcificantes poderia
maximizar seus efeitos sobre os implantes, aumentando a longevidade do xenoenxerto de
PB.52330-32 No presente estudo, procedeu-se & combinagio de trés estratégias anticalcificantes:
(1) descelularizagdo; (2) fixacdo em GA por cinco dias e (3) pos-tratamento com &cido
glutamico, que demonstrou ser eficaz na reducdo da calcificacdo de amostras de PB implantadas
em tecido subcutdneo de rato, sem alterar as caracteristicas biomecanicas; e a
biocompatibilidade dos implantes.
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5 CONCLUSOES

A técnica de descelularizacdo, associada a reticulacdo com GA por cinco dias, e 0
tratamento com &cido glutdmico foram capazes de reduzir as taxas de calcificacdo a valores
minimos, em amostras implantadas em tecido subcutaneo de rato. O protocolo proposto pelo
estudo causou alteracbes na MEC dos tecidos tratados, mas ndo interferiu nas propriedades
térmicas e mecanicas pré-implantacdo. Essa técnica combinou tratamentos anticalcificantes
que agem em diferentes causas de calcificagdo, consistindo em uma estratégia promissora
para otimizacao de protocolos j& existentes por meio de um possivel efeito sinérgico entre
as técnicas anticalcificantes. Para validar essa hipOtese e ampliar a compreensdao dos
mecanismos de calcificacdo de biopréteses, sdo necessarios outros estudos utilizando
implantacdo de biopréteses cardiacas.
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7 DISCUSSAO

O desenvolvimento de novas biopréteses valvulares cardiacas com maior durabilidade
e maior resisténcia a calcificacdo pos-implante, em relacdo aquelas atualmente disponiveis,
despertou o interesse para a presente pesquisa. As principais estratégias para minimizar o
processo de calcificacdo tardia das BVCs sdo voltadas para o processamento quimico dos
folhetos teciduais de PB que compbe esses dispositivos. O pos-tratamento do PB em
aminoacidos para a inativacdo dos aldeidos residuais de GA no tecido ja é utilizado, enquanto
as técnicas de fixacdo do PB com GA por periodos reduzidos e a descelularizacéo prévia do
tecido carecem de maior investigacdo para sua aplicacdo clinica. Nesse sentido, mais estudos
voltados para a avaliacdo das propriedades fisicas e biologicas dos tecidos processados sdo
necessarios, visando a comparacdo com PBs ja certificados ao uso em BVCs. Além disso,
faltam estudos que investiguem o efeito da combinacgdo das técnicas anticalcificantes citadas.
Por conta do aspecto multifatorial da calcificacdo, alguns autores tém sugerido a combinacédo
de estratégias anticalcificantes como solucdo para maximizar a longevidade de xenoenxertos
de pericardio bovino.1023.24.3245

Uma estratégia para reduzir o grau de calcificacdo, sem comprometer a estabilidade do
material, seria ajustar cuidadosamente o tempo de fixagdo com GA.**-?! Adotamos neste estudo
uma reducdo do tempo de fixacdo do PB com GA, utilizando um protocolo de tratamento de 5
dias, em comparacdo a um protocolo certificado que emprega 10 dias. As amostras de tecido
PB fixadas pelo menor tempo apresentaram teor de célcio reduzido p6s implantacao, resultado
similar encontrado por outros autores com o mesmo modelo de implantacdo em tecido
subcutaneo de ratos — ou seja, uma positiva correlacdo entre o grau de calcificacdo nos explantes
de PB e tempo de exposicdo prévia ao agente fixador.'*>® No trabalho de Liao e colaboradores
(1995), amostras de PB ndo fixados também foram testadas e praticamente ndo sofreram
calcificagdo in vivo. No entanto, os tecidos que foram implantados “frescos” induziram resposta
inflamatoria severa, diretamente relacionada com a degradacdo do colageno néo reticulado.
Esses resultados demonstram a importancia da etapa de fixagéo tecidual para evitar o processo
de digestdo enzimatica no organismo receptor, mas os autores ressaltam que a fixacdo do PB
deve ser realizada por uma curta duragéo, a fim de evitar a calcificagdo em bioproteses feitas

com esse material.*®

A reducdo do tempo de incubagdo do PB em GA representa uma otimizacdo dos

protocolos estabelecidos e minimiza a calcificacdo tecidual pds implantagdo, provavelmente
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pela eliminacéo ou reducéo de grupos aldeidos livres ou formas polimerizadas residuais de GA
nos tecidos processados.'®967155 Apds a implantagdo, os grupos aldeidos representam sitios
importantes para deposi¢cdo de calcio porque as moleculas de GA residuais no tecido séo de
grande polaridade e capazes de atrair ions calcio. Além disso, a liberagdo gradual do GA, a
partir das rupturas de ligagdes de GA polimérico, tem um conhecido efeito citotoxico local que

predispde a superficie do tecido implantado da BVC a calcificagdo.5”1%°

Diferentes estudos com base em medidas de temperatura de encolhimento, um
parametro que avalia o grau de reticulacdo tecidual, afirmam que tempos prolongados de
imersdo em GA nao sdo necessarios a reticulacdo do tecido e que uma fixacdo adequada do PB
pode ser alcangcada com menores tempos de incubacdo em GA. Lee e colaboradores (2017)
mostraram que o tempo de fixacdo significante para manutencédo da estabilidade do tecido séo
os primeiros 20 minutos, que produzem 94% do total de ligacGes cruzadas obtidas em duas
semanas de tratamento.?’ Em outro trabalho, Hofferberth e colaboradores (2019)* fixaram
espécimes de pericérdio autélogo por 10 minutos em solucdo de 0,6% de GA e encontraram
valores de estiramento satisfatorios para uso clinico.?! Estudo prévio realizado por outro autor
sugere que 15 minutos de fixacdo no GA poderia fazer 80% do total das ligaces cruzadas
alcancadas em duas semanas de tratamento para a mesma concentracio utilizada.’® Esses
achados confirmaram os resultados de Woodroof colaboradores (1978), de que a reagédo de
reticulacdo ocorre de maneira rapida e se mostra quase completa ap6s uma hora em tecidos

fixados com solugBes de GA, em baixas concentracdes, entre 0,1 e 5%.

Para reduzir ainda mais a influéncia dos residuos de aldeidos na calcificacdo do PB,
todas as amostras de PB utilizadas neste trabalho, apds a fixacéo, foram submetidas a um pos-
tratamento com o aminoacido acido glutamico. A utilizacdo de aminoacidos esté associada a
reducdo da calcificacdo porque pode inativar de modo permanente os grupos aldeidos livres
teciduais provenientes do GA e que, pelo seu carater eletrofilico, estavam expostos a ligacao
com ions célcio. A incubacdo com aminoacidos estabelece ligacGes quimicas estaveis com a
carbonila dos grupos aldeidos, tornando esses grupos indisponiveis a nucleagio mineral.* Por
conta desse efeito, estudos com diferentes aminoacidos ja demonstraram que esse procedimento
reduz a calcificagdo de bioproteses, em compara¢do com materiais processados apenas com
GA.1223.243067.125 Dentre os aminoacidos disponiveis, o acido glutdmico para neutralizagéo de
grupos aldeidos livres em GAPBs, destinados a fabricacdo de biopréteses, ndo tem sido
amplamente relatado na literatura, mas alguns estudos sob protocolo semelhante com a presente

pesquisa mostraram alta eficacia anticalcificante do acido glutdmico em tecidos GAPB
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implantados em subcutaneo de ratos?>%, sem alterar as propriedades fisicas do tecido tratado

por esse método.??

E importante que os estudos sobre diferentes métodos anticalcificantes, além de
explorarem a calcificacdo pos-implante, também analisem as propriedades fisicas dos tecidos,
que s@o altamente dependentes das condi¢Oes de processamento e tém efeitos diretos no
desenvolvimento de novas BVCs. Sabidamente, um protocolo étimo de tratamento do tecido
PB reticulado por GA é aquele capaz de induzir um minimo de calcifica¢do, enquanto assegura
a sua estabilidade mecanica, dois aspectos que influenciam na durabilidade das biopréteses apds
a sua implantacdo em humanos. Nesse sentido, 0 presente trabalho mostrou que a reducéo do
tempo de fixacdo do PB com GA e o pds tratamento com &cido glutamico, além de resultar em
reducdo da calcificacdo, maior biocompatibilidade e preservacdo da MEC tecidual, ndo alterou
de forma significativa as propriedades fisicas do tecido em comparacdo aos respectivos
controles. Por conta das vantagens oferecidas, os resultados demonstrados podem incentivar a
aplicacdo desse protocolo (GA por 5 dias + &cido glutdmico) para o preparo de PBs na

fabricacdo de novas biopréteses cardiacas.

Convém ressaltar que, até 0 momento, nenhum tratamento prévio evita completamente
a calcificacdo das bioproteses em condicOes clinicas.!! Adicionalmente, outros métodos
anticalcificantes descritos na literatura podem ser combinados e resultar em um efeito sinérgico
vantajoso a reducdo da calcificacdo, 0 que consequentemente aumentaria o0 grau de
biocompatibilidade e durabilidade das BV Cs.102:243245 A descelularizacio de PB, previamente
a sua fixacdo com GA, foi outra estratégia utilizada neste estudo. Em valvas cardiacas de PB
comercialmente disponiveis, existe uma correlacdo significativa entre os niveis de fosfolipidios
teciduais e o conteudo de calcio, de forma que os processamentos teciduais que visam a reducéo
de fosfolipidios pela remocéo de células e detritos de suas membranas séo bem sucedidos na
reducdo da calcificagdo in vivo.*323345147 A descelularizagdo é uma técnica de engenharia de
tecidos que visa a remoc¢ado de material celular e nuclear e pode ser realizada por meio de varios
métodos fisicos, quimicos e enzimaticos. Os agentes mais utilizados séo etanol, éteres,
surfactantes anidnicos, como dodecil sulfato de sodio (SDS), surfactantes ndo i6nicos como
Triton X-100, tripsina, derivados do é&cido amido oleico, acido desoxicélico e acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA).81271%7 O protocolo de descelularizagdo, desenvolvido
para este estudo, empregou uma solucdo a base de glicerol, etanol, surfactantes neutro (Triton
X-100) e anidnico (SDS) e um agente quelante (&cido etilenodiamino tetra-acético - EDTA)

gue ndo altera a carga eletrostatica da molécula de colageno tipo I, preservando seu ponto
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isoelétrico em torno de 7,00. Isso € importante porque mudangas nas interagdes eletrostaticas
entre as moléculas de colageno modificam a estrutura de fibrilas colagenas, com impacto sobre
a estrutura tecidual. A manutencéo do ponto isoelétrico do colageno é importante também para
ndo favorecer a deposicdo de ions de calcio e de fosfato, como ocorre em matrizes de colageno

com caracteristica anidnica.42144

Protocolos baseados em detergentes SDS e Triton X-100 combinados j& foram
considerados adequados para a descelularizacdo de tecidos, proporcionando boa preservacao
da MEC, comportamento biomecanico adequado e suscetibilidade reduzida a calcificacdo do
tecido?’®1"1, além de oferecer a vantagem adicional de eliminar antigenos associados as células,
que sdo responsaveis pela imunogenicidade de biopréteses valvulares, apesar de seu tratamento
quimico com GA.1"2 No presente estudo, a efetividade do protocolo de descelulariza¢io com
esses agentes foi confirmada pela auséncia de nucleos e demais restos celulares ao exame
histolégico. O tratamento ndo interferiu nas propriedades térmicas e mecénicas do tecido pré-
implantacdo, mas causou altera¢des na sua MEC. Vérios autores também observaram alteragdes
no padrdo da MEC do PB acelular submetidos a diferentes protocolos e afirmam que, de forma
geral, ainda que existam muitas substancias disponiveis para descelularizacdo, nenhuma delas
é capaz de eliminar completamente as células do tecido xenogénico sem provocar algum grau
de desarranjo na estrutura de colageno e elastina original 40110143144 Egsas alteragBes néo
necessariamente se traduzem em algum sinal de falha mecéanica da valva ap6s sua
implantacdo.3242 Porém, para que a tecnologia utilizada neste trabalho possa ser empregada
com sucesso no futuro, analises pré-clinicas de biopréteses preparadas sob essa técnica sdo

necessarias para maior validagao.

Por outro lado, constatamos que a técnica de descelularizacdo proposta foi capaz de
maximizar o efeito anticalcificante obtido pela fixagdo com GA por cinco dias e a neutralizacao
com é&cido glutdmico. A andlise quantitativa por ICP-OES mostrou valores baixos de
calcificagdo em ambos 0s grupos e um teor de célcio significativamente mais baixo no grupo
submetido ao novo tratamento anticalcificante (descelularizagéo + reticulagdo em GA por cinco
dias + 4cido glutdmico). Estudo recente observou uma concentracio de 3,1 ug Ca?*/mg nas
amostras reticuladas com GA a 0,5% por 10 dias, tratadas com acido glutamico e explantadas
de tecido subcutaneo de ratos ap6s 60 dias.® Sob condigdes experimentais muito proximas, o
presente estudo observou uma concentragao de 0,2 ug Ca2+/mg nas amostras de PB acelular,
tratadas em GA a 0,5% por cinco dias e acido glutdmico. A expressiva reducédo da calcificagcdo

nesse grupo pode ser explicada pela reducdo do tempo de reticulagdo e pela remogéo dos
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componentes celulares, com afinidade ao célcio pela técnica de descelularizacdo, fatores
relacionados a calcificagdo precoce das proteses valvulares.*5111° Com base nesses achados,
pode-se sugerir que a combinacdo de técnicas anticalcificantes pode ser uma estratégia

promissora na minimizagao da calcificacdo do PB.
LimitacOes do estudo

O modelo de implantacdo subcutdnea em ratos utilizado no presente estudo é bem
aceito”121%! e geralmente prediz uma resposta de calcificagdo semelhante a observada em
espécimes clinicos.'®* No entanto, esse modelo ndo submete o material a fluxo sanguineo
continuo, pressao ou estresse mecanico dinamico, fatores que poderiam influenciar na
calcificacdo do material.}”® Sendo assim, os resultados aqui obtidos servem como ponto de
partida para a selecéo de novos materiais para bioproteses cardiovasculares, mas a metodologia
apresentada ndo substitui os ensaios pré-clinicos com modelos de implantac&o intracardiaca em

animais de grande porte.

Diante dos promissores resultados encontrados nesta pesquisa, novos estudos que
abranjam avaliacBes histomorfoldgica e histomorfométrica, assim como outros métodos de
caracterizacgdo fisico-quimica e imaginoldgicas, necessitam ser realizados com a finalidade de

subsidiar futuras aplicagdes clinicas.
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8 CONCLUSAO

A reducéo do tempo de fixacdo do PB em GA diminuiu a inflamacéo e a calcificacdo do
material implantado, sem alterar as propriedades fisicas importantes para a confec¢do de
bioproteses valvulares. A observacdo de pequenos focos de calcificagdo em algumas
amostras do material reticulado por cinco dias indica que o protocolo de processamento
proposto ndo impediu completamente a deposicdo de célcio sobre o pericardio bovino, mas
se constitui em uma estratégia promissora que, quando associada a outras estratégias
anticalcificantes, pode otimizar os protocolos ja existentes.

A combinacdo da descelularizacdo do PB, sua fixacdo com GA por 5 dias e o poés
tratamento com &cido glutamico foi capaz de reduzir as taxas de calcificacdo das amostras
implantadas no tecido subcutaneo de ratos. Ainda que tenham sido observadas distorgdes
morfoldgicas na MEC das amostras tratadas com a técnica laboratorial de descelularizacéo,
esse tratamento ndo afetou as propriedades térmicas e mecanicas do tecido. Diante do
exposto, esse protocolo pode ser uma estratégia promissora para otimizacgdo de protocolos ja
existentes por um possivel efeito sinérgico entre as técnicas anticalcificantes. Para validar
essa hipGtese e ampliar a compreensdo dos mecanismos de calcificagdo de bioproteses, séo

necessarios outros estudos utilizando implantacao de bioproteses cardiacas.
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dos efeitos nos tecidos com a presenga do pericardio bovinog (PB) com os que ndo receberam o PB. Diante do exposto, emito
parecer favardvel. Em tempo lembramaos que na reunido plendria de setembro de 2019 este projeto passou para a coordenacdo do
Professor Dr. Marcio Cajazeira Aguiar, em consequéncia ao afastamento, por motivo de saide, da Professora Dra. Fabiana Paim
Rosa. Ma oportunidade solicitamos ao nova coordenador atualizagde do cronegrama de atividades para renovagdo da vigéncia
deste projeto. .

Dr. Marcos Baorges Ribeiro Dra. Deboraci Brito Prates
Coordenador da Comiss3o de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comiss3o de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde)  Universidade Federal da Bahia (Instituto de Ciéncias da Sadde)

135



Instituto de Ciéncias da Saude
Programa de Pds-graduacéo
Processos Interativos dos Orgdos e Sistemas
Avenida Reitor Miguel Calmon s/n - Vale do Canela. CEP: 40110-100
Salvador, Bahia, Brasil

http://www.ppgorgsistem.ics.ufba.br




