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Resumo

Objetivo: Avaliar, comparativamente, o comportamento de
homoenxertos valvares criopreservados e de heteroenxertos
descelularizados implantados na via de saida do ventriculo
direito de carneiros jovens, assim como relatar a experiéncia
clinica inicial com homoenxertos descelularizados em
pacientes submetidos a operacio de Ross.

Método: No grupo A, foram implantados quatro
homoenxertos pulmonares criopreservados e no Grupo B,
quatro heteroenxertos porcinos valvares descelularizados com
acido deoxicélico. Em cada grupo, dois animais foram
sacrificados no 3° més e dois no 5° més de pdés-operatério. As
pecas foram avaliadas macroscopicamente e por radiografias,
além de exame microscopico com coloracdes HE, Tricromico
de Mallory e Sirius Red. A experiéncia clinica com quatro
pacientes submetidos & operacio de Ross com emprego de
homoenxertos valvares descelularizados é relatada.

Resultados: Todos os animais sobreviveram. Os
ecocardiogramas demonstraram boa func¢fo valvar nos dois
grupos. Embora as cuspides valvares em ambos os grupos
tivessem aspecto macroscépico normal, a mensuraciio de calcio
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e o estudo radiolégico demonstraram inicio de calcifica¢ao
focal nos homoenxertos criopreservados, mas niao nos
heteroenxertos descelularizados. Esses achados foram
confirmados por exames microscopicos. Os homoenxertos
criopreservados demonstraram perda de sua celularidade,
enquanto que os heteroenxertos descelularizados
demonstraram repopulacio progressiva da matriz coligena
com fibroblastos, assim como reendoteliza¢cdo. Os quatro
pacientes operados tiveram evolucio pos-operatéria imediata
satisfatoria, com funcio normal dos homoenxertos.

Conclusoes: Heteroenxertos valvares descelularizados
foram progressivamente repopulados por células autégenas
e exibiram minima tendéncia a calcificacio no modelo
estudado. Esses resultados sugerem que homoenxertos
descelularizados possam ter alguma capacidade regenerativa
e com isso ter durabilidade superior aos homoenxertos
criopreservados convencionais.

Descritores: Homoenxertos valvares. Engenharia Tissular.
Valvas cardiacas, cirurgia.
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Abstract

Objective: To make a comparative evaluation of the
behaviour of cryopreserved homografts and deccelularized
porcine heterografts implanted in the right ventricular
outflow tract of juvenile sheep as well as to report the initial
clinical experience with deccelularized pulmonary
homografts in patients submitted to the Ross procedure.

Method: In group A, four cryopreserved homografts were
implanted and group B consisted of four heterografts
deccelularized with deoxicolic acid. In each group, two animals
were sacrificed at 90 days and the other two at 150 days. The
explants were evaluated macroscopically, and radiologically,
besides histological examination with HE, Gomori and Sirius
Red staining,. We also report our initial clinical experience
with deccelularized pulmonary homografts in four patients
submitted to the Ross procedure.

Results: All the animals survived. By echo all the implanted
valves had normal function. Although the cusps had normal

INTRODUCAO

Homoenxertos valvares criopreservados vém sendo
utilizados na correcao de diversas valvopatias e cardiopatias
congénitas complexas com resultados funcionais bastante
satisfatorios. Em decorréncia de seu desempenho
hemodindmico fisioldgico, da incidéncia praticamente nula
de tromboembolismo ¢ da alta resisténcia a infecgoes, ¢é
considerado o enxerto de escolha em diversas situagoes
clinicas[1].

Embora sua durabilidade seja superior a de outros
substitutos valvares bioldgicos, os homoenxertos também
estdo sujeitos a degeneragdo progressiva, especialmente
em criancas e adultos jovens. Por esse motivo, diversos
autores recomendam a operacao de Ross para a substitui¢do
da valva aortica em pacientes dessa faixa etaria [2].

Os mecanismos de calcificagdo e degeneracdo em
substitutos valvares bioldgicos sdo complexos,
multifatoriais e ainda ndo completamente compreendidos.
Dentre eles, a controversa “acao deletéria” do glutaraldeido,
a presenca de restos celulares que podem servir como foco
inicial de calcificacdo ¢ a menor flexibilidade das fibras
colagenas induzida pelas ligacdes cruzadas, criam condi¢des
que facilitariam o processo de calcificac¢ao [3]. Além disso, a
antigenicidade do tecido induz a ativacdo e aderéncia de
macroéfagos, os quais, quando estimulados, podem adquirir
um fendtipo de osteoblasto (depositores de calcio) [4,5].

O implante de homoenxertos valvares desencadeia
resposta imunologica no hospedeiro, com ativagao de
linfécitos T e produgao de anticorpos do sistema HLA contra
antigenos de histocompatibilidade do tipo I e II, os quais

appearance in both groups, calcium content was higher in
the cryopreserved valves and radiologically there were traces
of calcification in the cryopreserved valves but none in the
deccelularized valves. Cryopreserved homografts lost their
cellularity while deccelularized heterografts were
progressivelly repopulated by fibroblasts and were partially
reendothelized. Four patients submitted to a Ross operation
with deccelularized homografts had a good clinical outcome
with normal function in their right sided homografts.

Conclusions: Deccelularized heterografts were
progressivelly repopulated by autologous cells and exhibted
minimal tendency to calcification in this model. These results
suggest that deccelularized heterografts may have some
regenerative capacity and thus potencially greater durability
than conventional cryopreserved homografts.

Descriptors: Homografts. Tissue Engineering. Heart valve,
surgery.

estdo localizados fundamentalmente nos fibroblastos e nas
células endoteliais desses enxertos [6-8]. Embora WELTERS
et al. [9] tenham sugerido que a intensidade dessa reacdo
aumenta a probabilidade de disfuncdo do enxerto, a
correlacdo entre a resposta imunologica e os resultados
tardios ndo pode ser demonstrada nos diversos estudos da
literatura. Curiosamente, os melhores resultados tardios
foram obtidos com homoenxertos homovitais e
criopreservados, justamente aqueles com maior potencial
imunolégico [1,2].

Pesquisas mais recentes visam, por meio da engenharia
de tecidos, desenvolver valvas que incorporem células
autdlogas capazes de fazer o reparo e remodelamento da
matriz extracelular, apresentando, dessa forma, capacidade
regenerativa e de crescimento, com potencial para maior
durabilidade [10-18].

O Laboratdrio de Engenharia de Tecidos da PUC-PR, em
parceria com a Universidade Humboldt de Berlim,
desenvolveu metodologia capaz de descelularizar homo e
heteroenxertos valvares, mantendo a matriz colagena
extracelular intacta. Enxertos assim tratados seriam inertes e
capazes de serem repovoados por células autdgenas apos
o seu implante [10].

O objetivo desse trabalho foi de avaliar,
comparativamente, o comportamento funcional de
homoenxertos criopreservados e heteroenxertos valvares
descelularizados, implantados na via de saida do ventriculo
direito de carneiros jovens. Adicionalmente, relatar a
experiéncia clinica inicial com o emprego de homoenxertos
valvares descelularizados em pacientes submetidos a
operacao de Ross.
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METODO

Preparo dos Homoenxertos Criopreservados

Homoenxertos pulmonares ovinos foram obtidos de
carneiros jovens da raca Suffolk com idades variando entre
4 a 6 meses.

Ap6s esterilizagdo em solug@o nutriente com antibidticos
(Solugao de RPMI com Frademicina 120pg/ml, Cefoxitina
240pg/ml, Vancomicina 50pg/ml e Polimixina B 100pg/ml) por
48h, foram congelados a —1°C /min em freezer
computadorizado marca Planer Cryoseries III e depois
estocados na fase de vapor de nitrogénio liquido a —150°C
até a data do implante.

Preparo dos Heteroenxertos Porcinos Decelularizados

Heteroenxertos pulmonares porcinos foram esterilizados
em solucdo nutriente com antibioticos (Solucao de RPMI
com Penicilina 100U/ml, Estreptomicina 100mg/ml e
Anfotericina B 250ng/ml) por pelo menos sete dias. Em
seguida, foram submetidos a decelularizagdo através de
método patenteado pela Universidade Humboldt de Berlim,
que inclui o uso de acido deoxicélico e etanol. Foram entao
mantidos em solucdo fisiologica salina até o momento do
implante [12,16].

Técnica Operatoria

Em todos os animais foram obedecidos os critérios de
cuidados animais elaborados pelo Comité de Etica de
Pesquisas da PUC-PR.

Foram operados oito animais com idade variando de 3 a
6 meses e peso de 25 a 40kg. Em quatro animais foram
implantados homoenxertos criopreservados (Grupo A) e nos
outros quatro, heteroenxertos descelularizados (Grupo B).

Os animais ficaram em jejum por 48 a 72 horas antes da
operagdo, sendo pré-medicados com Diazepan 0,5 mg/kg e
Butorfanol 0,4 mg/kg. A anestesia foi induzida com Ketamina
5 mg/kg e Halotano 3,5% por mascara e mantida com
Halotano 1,5% e Propofol 0,8 mg/kg, sendo ventilados em
respirador Oxigel 1700 para manter o pCO, entre 35 — 45
mmHg. Durante a operagao, foi realizado controle do tracado
eletrocardiografico, de pressdo arterial invasiva, da oximetria
de pulso e capnografia, além de analise gasométrica seriada.

As operagdes foram feitas com toracotomia lateral
esquerda no 3° ou 4° espago intercostal, sendo o pericardio
aberto verticalmente para exposi¢do do coracdo. Apds
anticoagulacao sistémica com heparina 250U/kg, foi iniciada
a circulacdo extracorporea com canulacao da aorta toracica
descendente ¢ canulacdo venosa unica no atrio direito.
Foram utilizados oxigenadores de membrana pediatricos
Braile Biomédica, com fluxo sistémico de 2,5 1/min/m? de
superficie corporea, em normotermia.

O tronco da artéria pulmonar foi dissecado e liberado
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das estruturas vizinhas, sendo seccionado transversalmente
logo acima do plano valvar. A valva pulmonar nativa foi
ressecada totalmente e, em seguida, implantados os enxertos
com suturas continuas de polipropileno 4-0 proximal e
distalmente.

Apo6s o término das anastomoses, foi descontinuada a
CEC, ndo se revertendo a heparina. Feita a revisdo da
hemostasia, o toérax foi fechado por planos, mantendo-se
um dreno toracico na cavidade pleural sob aspiracao
continua até o momento da extubagao do animal.

A profilaxia antibiotica foi feita com Ceftiofur 3mg/kg e
Gentamicina 3mg/kg endovenosa, iniciando-se 6 horas antes
da operacgao até o 5° dia de pds-operatorio. Os animais foram
mantidos em observagdo na Fazenda Experimental da PUC-
Pr até o momento do abate e explante do enxerto.

Em cada grupo, dois animais foram sacrificados com 90
dias de evolugao e os outros dois com 150 dias.

Controle Ecocardiografico

Todos os animais foram submetidos a controle
ecocardiografico aos 30 e 90 dias de pos-operatério, e
aqueles sacrificados aos 150 dias realizaram mais um controle
antes do sacrificio.

Os exames foram realizados em aparelho de
ultrassonografia Hewllett-Packard Sonos 5500, procurando-
se visualizar os enxertos pulmonares em diversas projecdes,
determinando-se a fungao hemodinamica dos enxertos pela
medida dos gradientes transvalvares e quantificando-se a
insuficiéncia quando existente. Foram também observadas
a consisténcia e a espessura das cuspides e da parede dos
enxertos, procurando-se sinais de calcificacao.

Analise Macroscopica

Para o explante, os animais foram anestesiados de acordo
com a técnica ja descrita, sacrificados com injecao
endovenosa de KCI 19,1% e exsangiiinados. Apos
toracotomia esquerda no 3° espaco intercostal e dissec¢ao
das aderéncias pericardicas, os enxertos foram avaliados
macroscopicamente e obtida documentacao fotografica com
camera digital modelo Sony Ciber Shot 32. Especial atencao
foi prestada para a presenca de calcio na parede e/ou ctspide
valvar, retracdo das cuspides, fenestragcdes e presenga de
trombos ou vegetacdes.

Analise Radiolégica

Os enxertos foram avaliados radiologicamente em
mamografo tipo Mammomat C3 da Siemens, para a detecgao
e andlise da presenca e distribuicao da calcificacao.

Estudos Histoldgicos
Para a analise microscopica, um segmento da parede
arterial do enxerto contendo uma das ctspides foi fixado em
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formaldeido 10%, sendo em seguida preparados os blocos
de parafina e realizados os cortes de 4um de acordo com as
técnicas convencionais. Foram entdo corados com
Hematoxilina—Eosina, Tricromico de Gomori, € Sirius-Red
para a andlise de fibras colagenas sob luz polarizada.

Medic¢ao do Calcio

Para a medicdo do célcio foram separados segmentos da
parede do conduto e uma das ctspides valvares, os quais
foram digeridos com 4cido nitrico 25% por 4 horasa 70°C e
depois imersos em solugdo de acido cloridrico 0,2N. A
medicao do calcio foi feita em espectrofotdmetro de absorgao
atomica Perkin Elmer 4100 com comprimento de onda de
4227 nm.

Experiéncia Clinica Inicial

De 16/1/2003 a 19/3/2003, quatro pacientes submetidos
a operacao de Ross tiveram a via de saida do ventriculo
direito reconstruida com homoenxertos valvares
descelularizados. Dois pacientes eram do sexo masculino e
dois do feminino, com idades de 12 a 30 anos. O diagnostico
foi de estenose aodrtica em dois casos e insuficiéncia nos
outros dois. Em duas ocasides a etiologia foi reumadtica e
nas outras duas foi congénita. As operagdes foram realizadas
com técnicas previamente descritas.

Analise Estatistica

Os resultados referentes a medi¢do de calcio foram
comparados empregando-se o teste t de Student, sendo
considerados significativos quando o valor de p foi menor
do que 0,05.

RESULTADOS

Por controle histolégico pode-se constatar que os
homoenxertos valvares criopreservados mantiveram sua
estrutura trilaminar intacta com celularidade preservada,
inclusive da camada endotelial. Ja as cuspides dos
heteroenxertos valvares descelularizados ficaram com
auséncia completa dos elementos celulares, mas com
adequada preservag@o da sua matriz extracelular (Figura 1).

Todos os carneiros sobreviveram a operagao e nao houve
mortalidade tardia.

Por ocasido dos explantes, pudemos constatar que as
aderéncias pericardicas em torno dos heteroenxertos
descelularizados eram menos intensas do que nos
homoenxertos criopreservados. O aspecto macroscopico
externo dos condutos foi basicamente semelhante nos dois
grupos, ndo havendo areas de calcificagdo significativa.
Subjetivamente, entretanto, os condutos dos heteroenxertos
descelularizados tinham consisténcia normal, em contraste
com os condutos dos homoenxertos criopreservados que

pareciam mais endurecidos. As cuspides valvares estavam
finas e translicidas, sem nenhum sinal de espessamento,
retracdo e/ou calcificagdo, com aspecto macroscopico normal
nos dois grupos, a excecdo de um homoenxerto
criopreservado com 150 dias de evolucao que apresentava
calcificacdo visivel na regido comissural.

Fig. 1 - Fotomicrografia de heteroenxerto descelularizado.
Observamos a matriz colagena intacta, com estrutura trilaminar
presente, notando-se aumento do espaco entre as fibras colagenas.
Coloragdo HE, aumento de 40X.

Da mesma forma, os exames ecocardiograficos
demonstraram auséncia de gradientes transvalvares
significativos em todos os exames realizados, sem o
aparecimento de insuficiéncia valvar em ambos os grupos.
Nao foram detectados sinais de espessamento e/ou
calcificagdo nos exames realizados.

Ao estudo radioldgico, entretanto, foi possivel detectar
areas de calcificacdo nas linhas de sutura proximal e distal,
em ambos os grupos. Pequenos focos de calcificacdo
puderam ser detectados em dois homoenxertos valvares
criopreservados, mas nunca nos heteroenxertos
descelularizados (Figura 2).

Esse processo inicial de calcificagdo pode também ser
demonstrado pela quantificagdo de calcio, conforme descrito
nas Tabelas 1 e 2.

Embora o nimero da amostra seja bastante reduzido para
uma analise estatistica conclusiva, o valor de p pelo teste
de Student foi de 0,02, o que sugere menor tendéncia de
calcificacdo das cuspides valvares no grupo dos
heteroenxertos decelularizados.

Ja para as paredes dos condutos, ndo se observou
nenhuma diferenga significativa entre os grupos, sendo o
valor de pigual a 0,38.

O estudo histologico demonstrou que os homoenxertos
criopreservados sofreram perda gradativa das células
fibroblasticas, transformando-se em uma matriz acelular. Em
algumas ocasides pudemos encontrar sinais de degeneracao
mucodide dessa matriz. Curiosamente, a camada endotelial
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sempre se manteve preservada, mesmo em enxertos com
cinco meses de evolugdo.

Fig. 2 - Analise radioldgica dos explantes. A. Homoenxerto
criopreservado com 5 meses de evolugdo. Observa-se pontos de
calcificac@o na parede do enxerto na regido comissural, além de
calcificagdo nas linhas de sutura proximal e distal;. B. Homoenxerto
criopreservado com 5 meses de evolucdo. Pode-se observar pontos
discretos de calcificagdo proximos a base de uma das ctispides. C.
Heteroenxerto decelularizado com 5 meses de evolugao. Auséncia
completa de calcificagdo.

Tabela 1. Medicdo de calcio das cuspides valvares

Grupo A(Crio) Grupo B(Descel)
Cuspide 1 (90) 1,44 1,37
Cuspide 2 (90) 1,50 0,90
Cuspide 3(150) 1,38 0,95
Cuspide 4(150) 1,57 1,02
Média +DP 1,47+0,08 1,06+0,21

Tabela 2. Medicao de calcio nas paredes dos condutos

Grupo A(Crio) Grupo B(Descel)
Conduto 1 (90) 0,99 0,78
Conduto 2 (90) 0,49 126
Conduto 3(150) 1,18 0,38
Conduto 4(150) 0,74 0,57
Média £DP 0,85+0,30 0,74+0,37

A Figura 3 ilustra alguns aspectos histologicos
encontrados em homoenxertos criopreservados.

Em contraste, heteroenxertos descelularizados
apresentaram uma reacao linfoplasmocitaria inicial, seguida
de repopulagdo gradativa da matriz acelular. Células
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fibroblasticas migraram da base da cuspide em diregéo as
porc¢des mais distais, de forma que apds 5 meses, pelo menos
50% da superficie das cispides estavam repovoadas tanto
por fibroblastos como por células endoteliais.
Prolongamentos eosinofilicos saindo das caudas de
fibroblastos foram muito sugestivos de que essas células
sdo funcionais na produgdo de pro-colageno.
Diferentemente dos homoenxertos criopreservados, a matriz
extracelular manteve seu aspecto trilaminar habitual. Em
algumas ocasides, pode-se visualizar ilhas de fibroblastos e
células endoteliais nas por¢des mais distais das cuspides, o
que sugere um repovoamento celular a partir da corrente
sangiiinea. Os aspectos histologicos dos heteroenxertos
descelularizados estdo ilustrados na Figura 4.

Fig. 3 - Analise histologica de homoenxerto criopreservado
explantado com 5 meses de evolugdo. A. Fotomicrografia
demonstrando ctspide valvar com perda quase completa da
celularidade. Coloragdo HE 20X. B. Perda total dos fibroblastos,
porém com camada endotelial bem preservada na regido média da
cuspide. C. Margem livre da ctspide demonstrando auséncia de
células endoteliais e discreta camada pseudointimal.
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Fig. 4 - Analise histologica de heteroenxerto descelularizado
explantado com 5 meses de evolugdo. A. Fotomicrografia
demonstrando migragdo de fibroblastos na matriz, ja invadindo
pelo menos 50% da ctspide valvar. Notar a preservacao da estrutura
trilaminar da matriz colagena. Coloragdo HE 20X. B, C e D.
Mesma lamina com aumentos progressivamente maiores.

Os quatro pacientes operados tiveram evolugao clinica
satisfatoria. Um deles teve que ser reoperado por hemorragia
no pos-operatorio imediato, por sangramento na linha de
sutura distal do homoenxerto pulmonar, tendo o restante da
evolucao sido normal. Os ecocardiogramas de controle antes
da alta hospitalar demonstraram fun¢ao hemodinidmica
normal dos homoenxertos implantados, com gradientes de
pico sempre abaixo de 10mmHg e sem insuficiéncia valvar.

COMENTARIOS

E imperativo que o uso clinico de qualquer novo tipo de
substituto valvar seja precedido de extensa avaliacdo
experimental in vitro e in vivo. Dentre os diversos modelos
animais, ¢ bem estabelecido que o implante de proteses em
carneiros jovens fornece importantes informagdes ndo
somente sobre o seu desempenho hemodinidmico, mas também
sobre o comportamento bioldgico de diferentes tecidos
quando na circulagfo sangiiinea. Na via de saida do ventriculo
direito de carneiros jovens, as proteses biologicas tendem a
degenerar e calcificar rapidamente, permitindo fazer inferéncias
sobre eventuais resultados clinicos em humanos [19-22].

Os dados aqui apresentados fazem parte do protocolo
de desenvolvimento de nova metodologia de preparo de
homoenxertos valvares, que consiste na redugdo da
antigenicidade tecidual pela eliminagdo das células
endoteliais e fibroblasticas das ctspides e da parede arterial
do conduto [10].

Homoenxertos valvares sdo utilizados para a correcdo
de diversas cardiopatias ha mais de 40 anos. Nesse tempo,
diversos métodos de preservacdo e estocagem foram
utilizados, incluindo o uso de solugdes nutrientes com
antibioticos, liofilizagdo, B-irradiacdo, 6xido de etileno,
congelamento seco, criopreservagdo e até o emprego de
homoenxertos ditos homovitais. Apesar das ultimas duas
técnicas terem apresentado os melhores resultados, as
alteragdes degenerativas tardias ainda sdo responsaveis pela
durabilidade limitada desses enxertos, especialmente em
criangas e adultos jovens [1,2].

Embora homoenxertos criopreservados e homovitais
apresentem graus variados de viabilidade de células
endoteliais e de fibroblastos antes do implante, a anélise de
enxertos explantados de seres humanos demonstrou que
tanto as cuspides valvares como as paredes dos condutos
se transformaram, num prazo de algumas semanas ou meses,
em matrizes colagenas acelulares. Dessa forma, ndo possuem
capacidade regenerativa, ficando sujeitas a degenerag@o
progressiva [23].

Do ponto de vista hemodindmico, os dois grupos aqui
estudados tiveram comportamentos semelhantes, com
gradientes sempre menores que 12mmHg e sem insuficiéncia
valvar nos periodos de observagdo. Esses dados confirmam
a excelente estabilidade do colageno maduro ndo fixado e
justificam porque os homoenxertos criopreservados
convencionais ainda sdo considerados o “padrio-ouro” dos
substitutos valvares [1,2,11,13].

Ao contrario dos heteroenxertos fixados em
glutaraldeido, que calcificam rapidamente em carneiros
jovens, os enxertos aqui estudados ndo demonstraram
calcificagdo significativa até 150 dias de observacao, o que
estd de acordo com os estudos de JONAS et al. [24].

No presente estudo, pudemos observar que tanto as
cuspides valvares como as paredes dos condutos dos
homoenxertos criopreservados apresentaram perda
gradativa de sua celularidade e inicio de degeneracdo
mucoide da matriz extracelular. Em alguns casos, entretanto,
algumas ilhas de fibroblastos ainda estavam presentes,
mesmo nos explantes mais tardios. Ao contrario do ocorre
em seres humanos, pudemos constatar a presenca multifocal
da camada de células endoteliais, mesmo em explantes com
cinco meses de evolugdo. Se esse endotélio tem origem nas
células do doador ou se foi uma reendotelizagdo pelo
receptor, ndo pode ser respondido neste estudo. Esses
dados confirmam os achados de JONAS et al. [24], que
observaram camada endotelial integra e auséncia completa
de fibroblastos em homoenxertos frescos e criopreservados
implantados em carneiros por periodos de até nove meses
de evolucio.

O mecanismo fisiopatoloégico da morte celular nos
homoenxertos ainda ndo ¢ completamente compreendido.
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RAMOS et al. [25] fizeram analise histologica comparativa
dos explantes de homoenxertos adrticos com o de valvas
aorticas de coragdes transplantados, e demonstraram que
todos os homoenxertos estavam acelulares e hialinizados,
enquanto que as valvas dos coragdes transplantados
mantiveram sua estrutura histolégica praticamente intacta,
com presenga de endotélio de forma multifocal e
apresentando apenas discreta diminui¢ao dos fibroblastos
perto das margens livres das cuspides. O estudo do perfil
genético das células demonstrou que os fibroblastos
presentes tinham origem tanto do doador como do receptor.
Esses achados sugerem, pelo menos em parte, que a
destrui¢do celular nos homoenxertos foi causada por reagao
imunoloégica, e que o tratamento imunossupressor nos
coragdes transplantados foi efetivo na preservagao dessas
células. Entretanto, a possibilidade de que os procedimentos
empregados no preparo dos homoenxertos tenham alterado
a matriz extracelular das cuspides de forma que as mesmas
tivessem perdido as condi¢des adequadas para a adesdo e
proliferacdo celular ndo pode ser excluida.

Embora acredite-se que a nutri¢do das cuspides valvares
se faga por embebicao, WEIND et al. [26] demonstraram que
as cuspides valvares possuem irrigacao sangiiinea propria.
Assim sendo, a eventual isquemia tecidual nos
homoenxertos valvares pode estar implicada na perda de
viabilidade celular.

Outra hipotese sugere que os efeitos deletérios dos
diversos métodos de preservacdo e estocagem possam
induzir a alteragdes teciduais que culminariam com a morte
celular. Esse mecanismo ndo pode ser comprovado, visto
que RAMOS et al. [25] demonstraram que, ao contrario dos
homoenxertos, auto-enxertos adrticos criopreservados
mantiveram sua viabilidade celular praticamente integra apos
o implante, sendo a hiperplasia intimal a Unica alteragao
histolégica detectavel.

Mais recentemente, a engenharia de tecidos tem se
mostrado promissora para o desenvolvimento de variados
tipos de enxertos. Especificamente no campo das proteses
valvares cardiacas, procura-se obter uma matriz que possa
ser repopulada in vitro ou in vivo por células autégenas, o
que resultaria numa prétese valvar com capacidade
regenerativa e de crescimento, sendo, portanto, um enxerto
mais fisiologico e duravel[13].

Embora muitos pesquisadores concentrem sua atengao
para o desenvolvimento de uma matriz totalmente sintética
e biodegradavel, o emprego de matrizes naturais como as
valvas porcinas ou os homoenxertos nos parece mais
apropriado, visto se tratar de uma matriz “natural”. Diversos
tratamentos quimicos capazes de decelularizar as cuspides
valvares e as paredes arteriais dos condutos t€ém sido
propostos, incluindo o uso de detergentes, solu¢des hipo e
hipertonicas, enzimas como a RNAse e DNAse, etanol e o
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acido deoxicolico [11-18].

ELKINS etal. [11,13] demonstraram que heteroenxertos
porcinos decelularizados, quando implantados em carneiros
jovens, tiveram desempenho hemodinamico normal por
periodos de até 11 meses de evolugdo, nao se observando
calcificacdo nem retragdo tecidual. A analise histologica
seqiiencial dos enxertos demonstrou que logo apos o
implante observou-se uma reagao inflamatoria evidenciada
pela invasdo tecidual fundamentalmente por macréfagos e
granulécitos, sendo pequeno o numero de linfocitos.
Subseqiientemente, a matriz foi invadida por células
intersticiais do tipo fibroblastos e miofibroblastos, os quais
migraram da base da cuspide em direcdo a margem livre.
Ap6s um ano de evolucdo, aproximadamente 80% da cuspide
foi repovoada e, por estudo imunohistoquimico, pode-se
observar a produgdo de pro-colageno do tipo I, sugerindo a
funcionalidade dessas células. Curiosamente, ndo foi
observada reendotelizagdo dos enxertos.

DOHMEN et al. [12,15] estudaram heteroenxertos
pulmonares porcinos decelularizados e reendotelizados in
vitro, aos quais chamaram de autoxenoenxertos pulmonares.
Quando implantados em carneiros jovens, esses enxertos
também demonstraram desempenho hemodindmico normal,
sem calcificagdo e sem crescimento de pannus dentro do
conduto. Da mesma forma, foi observado o repovoamento
parcial das cuspides valvares por fibroblastos, além da
presenca de camada endotelial integra cobrindo ambas as
superficies das cuspides. Em virtude disso, os autores
recomendam a endotelizagdo in vitro antes do implante para
assegurar uma repopulacdo mais fisioldgica dos enxertos.

No presente estudo, utilizamos a metodologia de
descelularizagdo proposta por DOHMEN et al. [10],
entretanto, sem fazer a endotelizacdo in vitro. Da mesma
forma que os estudos anteriormente citados, pudemos
observar o repovoamento gradativo das cuspides valvares,
que se iniciava na base das cuspides em direcdo a sua
margem livre. Essas células parecem ser oriundas do
miocardio subjacente ou de vasos neoformados na regido
do implante. Além disso, em dois enxertos pudemos observar
ilhas de novos fibroblastos perto da margem livre das
cuspides, indicando que células sangiiineas possam
colaborar no repovoamento celular. Aos 150 dias de
evolugdo, aproximadamente 50% da superficie estava
invadida por fibroblastos, semelhante ao observado por
ELKINS et al. [11,13]. Ao contrario desses autores,
entretanto, pudemos observar que nossos enxertos também
foram parcialmente reendotelizados, especialmente nos
enxertos de maior tempo de seguimento. Talvez a
metodologia de decelularizagdo possa explicar essa
diferenca.

Em pesquisas ja iniciadas em nossos laboratdrios,
questionamos sobre a necessidade, vantagens e
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factibilidade de se endotelizar in vitro os enxertos antes do
implante. Do ponto de vista funcional, a existéncia de uma
camada endotelial integra e completa desde o inicio seria
bastante desejavel. Adicionalmente, sabe-se que células
endoteliais tém a capacidade de migrar para o interior da
matriz e se transformar em células intersticiais fibroblasticas,
o que facilitaria o repovoamento do enxerto. Por outro lado,
a semeadura in vitro das células endoteliais € um processo
bem mais complexo e oneroso, com implicagdes dbvias na
rotina diaria [10,12,16].

Embora nao tenhamos feito estudos imunohistoquimicos,
as imagens histoldgicas sugerem a produ¢do de colageno
préximo aos fibroblastos. Além disso, diferentemente dos
homoenxertos criopreservados, a matriz coldgena nos
pareceu mais intacta, sem sinais de degeneracao mucoide.

Ainda em sua fase inicial, a experiéncia clinica com
enxertos decelularizados tem sido satisfatoria. ELKINS et
al. [27] reportaram, recentemente, experiéncia
multiinstitucional com mais de 1000 casos de homo e
heteroenxertos decelularizados, tanto em posicao aortica
como pulmonar, ja no 4° ano de evolucdo. Por sua vez,
DOHMEN et al. [28] implantaram 70 homo e heteroenxertos
decelularizados na via de saida do ventriculo direito em
pacientes submetidos a operagao de Ross e em cardiopatias
congénitas complexas, com trés anos de evolugao clinica.

Nosso protocolo inicial envolve o uso exclusivo de
homoenxertos valvares decelularizados na via de saida do
ventriculo direito. Nossa preferéncia por homoenxertos deve-
se ao fato de existirem diferencas significativas interespécies
na qualidade e quantidade da matriz extracelular. Tendo em
vista a importancia da interdependéncia matriz extracelular
— células para que as condigdes de crescimento e
funcionalidade celular sejam 6timas — o uso de homoenxertos
valvares nos parece, no momento, mais apropriado.

Os quatro pacientes operados tiveram evolugdo clinica
normal, com dados preliminares de exame clinico e
ecocardiograficos bastante satisfatorios. Por certo somente
com a observacgdo clinica prolongada conclusdes mais
definitivas poderao ser alcancadas.

CONCLUSOES

Heteroenxertos descelularizados implantados na via de
saida do ventriculo direito de carneiros jovens tiveram
desempenho hemodindmico satisfatdrio por periodos de até
cinco meses de evolucgao.

Os explantes mostraram que as cuspides estavam bem
preservadas, sem sinais de degeneragdo e/ou calcificagdo.
Microscopicamente pode-se observar a repopulacgao
gradativa da matriz extracelular por fibroblastos e células
endoteliais.

Espera-se que hetero ou homoenxertos valvares

descelularizados apresentem maior durabilidade tardia
quando comparados aos homoenxertos convencionais. Sem
davida, a possibilidade de implante de valvas realmente
viaveis, com capacidade regenerativa, representa um grande
avanco na terapéutica cirurgica das valvopatias, sendo de
grande impacto nos resultados.

A experiéncia clinica inicial com homoenxertos
descelularizados ja foi iniciada, sendo os resultados
preliminares satisfatorios.
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