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Resumo

Objetivo: O revestimento endotelial in vitro das
bioproteses com células do hospedeiro parece ter acao
protetora contra a calcificacdo, trombose, inflamacio e o
desgaste mecéinico. O objetivo deste estudo é analisar o
potencial para endotelizag¢io in vivo com um processo
alternativo de preservacio tecidual (L-Hydro™).

Meétodo: A preservacio L-Hydro consiste na extracio
controlada de substincias antigénicas pela acdo do
polietilenoglicol e na incorporacio de um agente
antiinflamatério e antitrombodtico. Para testar a re-
endotelizacio in vivo, foram implantadas em posi¢io mitral
de ovelhas jovens sete préteses porcinas L-Hydro (grupo teste)
e trés convencionais preservadas com glutaraldeido (GA -
grupo controle). Estas proteses foram explantadas com 150
dias apés avaliacdo ecocardiografica e angiografica. A
avaliacio histologica consistiu em microscopia de varredura
e transmissdo, e imuno-histoquimica (von Willebrand) para
detecciio da presenca e viabilidade das células endoteliais,
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respectivamente. Utilizou-se o teste-t nio pareado para
analise estatistica.

Resultados: Niao houve diferenca hemodinamica
significativa nos dois grupos (p>0.05). Entretanto, a
microscopia mostrou no grupo teste um revestimento
endotelial quase completo formado por células confluentes,
vidveis com expressao do fator vW, as quais encontravam-se
em contato direto com a matriz colagénica subjacente. No
grupo controle (GA), as superficies valvulares estavam
recobertas por fibrina, macréfagos, calcio, material
trombético e células endoteliais esparsas com expressao fraca
do fator vW, e com pouco contato direto com o coligeno.

Conclusées: Estes dados indicam que o processo L-Hydro™
permite endotelizacio espontinea com boa adesividade
celular 2 matriz colagénica, o que favoreceria maior
durabilidade as biopréteses porcinas.

Descritores: Bioprotese. Protese das valvas cardiacas.
Glutaral.
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Abstract

Objective: A protective layer of endothelial cells (EC) of
host origin on the entire surface of bioprosthetic heart valves
has never been reported. Current commercial bioprosthetic
heart valves are commonly preserved in glutaraldehyde (GA)
and are cytotoxic to host cells preventing spontaneous
endothelialization. The aim of this study is to demonstrate
the potential for in vivo endothelialization of heart valves
treated by the L.-Hydro™ preservation process.

Method: L-Hydro™ preservation process consists of mild
extraction of antigenic substances by the action of
polyethyleneglycol and incorporation of an anti-inflammatory
and a anti-thrombotic agent. Seven stented porcine valves
treated by the L-Hydro™ process and three GA-fixed porcine
valves were implanted in the mitral position of juvenile sheep.
The valves were evaluated by echocardiography and
angiography prior to sacrifice at five months. Recovered valves
were also histologically and histo-chemically evaluated.

INTRODUCAO

Ao longo dos anos, tem-se demonstrado que a
incapacidade das proteses valvulares em reconstituir um
tecido cardiaco viavel parece ser o fator determinante
principal da trombogenicidade, inflamagao e durabilidade
tardia limitada[1].

Diante deste cenario, a preservagdo da estrutura ¢ da
fun¢fo natural dos tecidos ganhou importancia tornando-
se um dos maiores objetivos na pesquisa e no
desenvolvimento dos novos substitutos valvares [2].

Estudos anteriores demonstram que a extragao celular e
a remocdo de debris celulares de dentro das cuspides
valvares reduzem substancialmente a antigenicidade,
prescindindo da fixagao com glutaraldeido (GA) [3,4]. Além
disso, a manutencdo da integridade da matriz pode ser
assegurada pela possibilidade de re-endotelizagdo por
células de hospedeiro[5-8].

Na literatura nao ha relatos de endotelizagdo espontanea
completa dos folhetos valvulares, apds o seu implante, com
a utilizagdo dos métodos usuais de preservacao tecidual.

No presente estudo foi testado o potencial para re-
endotelizagdo in vivo das proteses valvulares porcinas
montadas em suporte e tratadas por um novo processo nao
aldeidico de preservagio tecidual, cujo principal agente de
estabilizacdo tecidual € o polietilenoglicol.

METODO

Preparacio das proteses

As valvas porcinas foram obtidas de um abatedouro
aprovado pelo Ministério da Agricultura e Vigilancia
Sanitaria. Ap6s serem montadas em suporte, as proteses
receberam o tratamento de preservacdo pelo processo L-

Results: There were no hemodynamic differences between
the groups. However, scanning and transmission electron
microscopy showed a nearly complete coverage of EC on the
surfaces of all leaflets in the L-Hydro™ treated valves. The
EC were in direct contact with the underlying collagen layer
and expressed von Willebrand-related antigens (vW). The
surfaces of the GA-treated valves were covered by fibrin
deposition, macrophages, calcium and thrombotic material.
Only sparse EC were observed and contact of the EC where
the underlying tissue was incomplete.

Conclusion: These data indicate that L-Hydro™ treated
porcine valve tissues are capable of inducing spontaneous
endothelialization with evidence of strong cell attachment
of the new endothelium to the collagen matrix.

Descriptors: Bioprosthesis. Heart valve prosthesis.
Glutaral.

Hydro (Philogenesis Inc., Monrovia, EUA), o qual
consistiu em trés etapas distintas descritas abaixo em linhas
gerais, resguardando-se o sigilo das formulag¢des especificas
em cumprimento a regulamentagdo das patentes
internacionais, cujo dominio € exclusivo do inventor até a
sua divulgacao publica.

1*Etapa: extracdo dos antigenos porcinos e
mascaramento dos antigenos remanescentes sob oxidacdo
quimica controlada pelo uso do &cido polietilenoglicol;

2*Etapa: incorporagdo ao tecido valvar de um agente
antiinflamatério n#o-ester6ide e de um agente
antitrombotico;

3*Etapa: esterilizacdo de tecido em fase aquosa de
perdxido de hidrogénio (H,0,).

Concluido o processo de preservagio, as proteses foram
estocadas em solugdo de etanol a 50% até a sua utilizagdo.

Implantes em animais

Os experimentos em animais foram realizados mediante
aprovagdo da Comissio Cientifica e de Etica da Faculdade
de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e seguindo-se
as normas da American Association for Accreditation of
Laboratory Animal Care [9].

A amostra consistiu de 10 ovinos da raca Santa Inés de
4 a 6 meses de idade e com peso entre 25 e 35 kg.

Os animais foram divididos em 2 grupos:

1) Grupo Teste: sete animais que receberam implante
de bioprotese porcina nao-aldeidica (L-Hydro).

2) Grupo Controle: trés animais que receberam implante
de bioproétese porcina convencional preservada em GA.

As proteses tinham didmetro de 25mm e foram
implantadas em posi¢ao mitral através de toracotomia lateral
esquerda no 4° espaco intercostal, utilizando-se circulagao
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extracorporea (CEC) com parada andxica hipotérmica
induzida por fibrilagcdo ventricular. O ato operatorio foi
concluido com a drenagem pleural e o fechamento da
cavidade por planos. Os animais foram mantidos vivos por
150 dias.

Desempenho hemodindmico

O desempenho hemodinamico foi comparado nos dois
grupos pelo ecodopplercardiograma bidimensional,
utilizando-se um ecocardiografo ATL Ultramark 6 (Philips,
Drachten, Netherlands). Pela ecocardiografia determinou-
se o gradiente transvalvar médio, a rea valvar, a mobilidade
e competéncia dos folhetos e o grau de regurgitagdo valvar.

A avaliagdo hemodinamica foi completada com uma
angiografia por ocasido do sacrificio. Foi realizado um
cateterismo cardiaco direito e esquerdo através da veia
jugular e cardtida direita utilizando-se um cateter de Swan-
Ganz e um Pig-Tail, respectivamente (Baxter Healthcare
Corporation, Irvine, USA). Foi obtido o registro do
ventriculograma e das pressdes venosa central, arterial
sistémica e pulmonar, e do débito cardiaco por termodiluicao.

Avaliacio radiolégica

Ap6s o explante das valvulas, foi realizada a pesquisa
de focos de calcificagdo macroscopica nos folhetos
valvulares pela técnica de mamografia, utilizando-se um
mamografo Senographe DMR (GE, Buc, France).

Avaliac¢ao histolégica e imunohistoquimica

As proéteses explantadas foram fixadas em histo-choice
(Amresco Inc, Solon, USA) e cortadas em fragmentos que
incluiam a base, a por¢ao média e borda livre dos folhetos, os
quais foram embebidos em parafina, seccionados em
espécimes de 4 micrometros e corados com hematoxilina-
eosina (HE) e von Koosa. As 1aminas foram examinadas com
microscopio optico Olympus CBA (Olympus, Tokyo, Japan).

A ultra-estrutura valvar foi analisada pela técnica de
microscopia eletronica de transmissdo, utilizando-se um
microscopio eletronico EM 301 (Philips, Drachten,
Netherlands).

A pesquisa de repopularizagao endotelial foi realizada
pela técnica de microscopia eletronica de varredura, na qual
os espécimes foram desidratados com acetona até o ponto
critico de didéxido de carbono, cobertos com ouro €
examinados no Stereoscam 240 (Cambridge Instruments,
Cambridge, UK).

A pesquisa da atividade celular endotelial foi realizada
pela coloragdo imuno-histoquimica para o fator VIII (Factor
von Willerand Policlonal Dako, Grostrup, Denmark).

Estatistica
Os dados quantitativos foram expressos como média e
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erro-padrao da média. Comparagdes entre os grupos foram
feitas com teste-t de student ndo-pareado. Os dados
qualitativos foram descritos através de freqiiéncias
absolutas e relativas, comparadas entre os grupos pelo teste
exato de Fischer. A significancia estatistica foi estabelecida
emp<0,05.

O processamento dos dados e a analise estatistica foram
realizados utilizando-se o GraphPad InStat 3.0 for Windows
95 (GraphPad Software, San Diego, USA).

As suposicdes de distribui¢do normal e variancias iguais
foram testadas.

RESULTADOS

Avaliacao ecocardiografica e hemodinamica

Na ecocardiografia bidimensional, as proteses
encontravam-se normofuncionantes com auséncia de
regurgitagdo detectavel pelo Doppler, exceto em 1 controle
no qual havia redu¢@o na mobilidade dos folhetos secundaria
a extensa calcificagao.

Nao houve diferenca estatistica (p> 0.05) quando
comparados os dois grupos quanto aos gradientes
transvalvares, area valvar, pressdes pulmonar e sistémica e
o débito cardiaco (Tabela 1).

Tabela 1. Médias e erros-padrao das medidas ecocardiograficas e
hemodinamicas nos 2 grupos.

Variavel Teste Controle P

Gradiente pico (mmHg) 6+1,30
Gradiente médio (mmHg) 3+ 1,04

43+0,88 0,40
233+0,33 0,65

Area valvar (cm?) 25+034 1,66+033 0,17
PAM (mmHg) 88,9+9,75 85+11,38 0,82
PAP (mmHg) 23,8+237 413+8,20 0,12
PCP (mmHg) 12,8+ 1,74 348+7,90 0,06
DC (I/min) 5+0,70 52+0,85 0,82

cm? = centimetros quadrados; DC = débito cardiaco; mmHg = milimetro
de mercurio; p = nivel descritivo do teste-t de student nio-pareado
para variaveis diferentes; PAP = pressdo arterial pulmonar; PAM =
pressdo arterial média; PCP = pressdo capilar pulmonar

Macroscopia

As valvulas do grupo teste ndo mostraram evidéncia de
endocardite, trombose, hematomas, abrasdes e/ou lesdes
estruturais. Em apenas um caso observou-se pequeno rasgo
comissural. Nos trés controles havia trombos organizados
na superficie atrial com extensa area de calcificagdo e
enrijecimento dos folhetos. Nao evidenciados na valvula teste.

Avaliacio radiologica
Nao houve calcificacdo detectavel pela técnica
mamografica nas valvulas preservadas pelo processo L-
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Hydro™. Nas trés valvulas-controle (GA) havia focos de
calcificagdo.

Microscopia optica

A coloraggo pela HE mostrou uma camada de células
endoteliais confluentes revestindo 70% da superficie dos
folhetos das valvulas ndo-aldeidicas (L-Hydro), as quais
encontravam-se em contato direto com a matriz de colageno
subjacente. Ndo foram vistas células endoteliais recobrindo as
bordas livres dos folhetos (Figura 1). No grupo controle (GA),
o revestimento endotelial ficou restrito apenas a base dos
folhetos, e em algumas areas ndo houve contato direto com o
colageno devido a interposicdo de fibrina, células
mononucleares, célcio e material trombotico (Figura 2). A
coloragdo por von Kossa confirmou a calcificagdo neste grupo.
Esta coloraggo foi negativa nas valvulas do grupo teste.

Fig. 1 — Microscopia optica da valvula ndo-aldeidica (L-Hydro).
Coloragao por HE. A superficie valvular esta recoberta por células
endoteliais e fibroblastos estdo incorporados na matriz valvar
(magnificagdo da objetiva, 10x)

Fig. 2 — Microscopia optica da valvula convencional (GA).
Coloragao por HE. Nota-se auséncia de re-celularizagio da superficie
e da matriz (magnificacdo da objetiva, 10x)

Microscopia de varredura

As valvulas tratadas pelo processo L-Hydro mostraram
revestimento celular confluente com a morfologia tipica de
endotélio (células losangulares) - Figura 3.

As valvulas tratadas pelo GA mostraram areas extensas
formadas por fibrilas de colageno desnudo, e células
endoteliais esparsas presentes somente na base dos folhetos

(Figura 4).

Fig. 3 —Microscopia eletronica de varredura da valvula ndo-aldeidica
(L-Hydro). Camada de células endoteliais confluentes (magnificagdo
1500 x)

Fig. 4—Microscopia eletronica de varredura da valvula convencional
(GA). Auséncia de células endoteliais. Colageno desnudo
(magnificagdo 2500x)

Microscopia eletronica de transmissiao

No grupo teste (L-Hydro) observou-se recelularizagio
do colageno por fibroblastos viaveis, os quais ndo foram
evidenciados no grupo controle (Figura 5).
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Fig. 5 — Microscopia eletronica de transmissdo da valvula ndo-
aldeidica (L-Hydro). Fibroblastos viaveis incorporados a matriz
do colageno (magnificagdo 28000x)

Imuno-histoquimica

A expressdo do fator VIII (vW) confirmou os achados
da coloragdo pela HE no grupo teste (L-Hydro),
demonstrando que o revestimento celular era composto por
células endoteliais viaveis (Figura 6).

Fig. 6 — Coloragao imuno-histoquimica da valvula nao-aldeidica
(L-Hydro). Expressdo da viabilidade endotelial pelo fator VIII
policlonal (magnificagdo da objetiva, 20x)
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Houve uma expressdo fraca do fator VIII no grupo
controle.

Os achados histologicos apos 150 dias de implante
encontram-se resumidos na Tabela 2.

Tabela2. Freqiiéncias absolutas e relativas dos achados
histologicos apos 150 dias do implante valvular.

Variavel Categoria Teste Controle P

Re-endotelizagio  Sim 7(100,0%)  0(0,0%) 0,008
Nio 0(0,0%)  3(100,0%)

Trombose Sim 0(0,0%)  3(100,0%) 0,008
Nio  7(100,0%)  0(0,0%)

Calcificagdo Sim 1(14,3%)  3(100,0%) 0,033
Nio 6(25,7%)  0(0,0%)

p = nivel descritivo do teste exato de Fisher

COMENTARIOS

A principal desvantagem das biopréteses
heterdlogas ¢ a durabilidade limitada devido a
degeneracdo tecidual, a qual tem sido apontada, pelo
menos em parte, como o resultado de uma reagio
imunogénica ao tecido xenogénico, mediada pela acdo
citotoxica do glutaraldeido [10].

O glutaraldeido reduz o relaxamento e aumenta a
dureza dos folhetos valvares, levando a um
funcionamento mecanico anormal das proteses
valvulares, o qual tem como conseqiiéncia danos
teciduais localizados que predispdem a
trombogenicidade [11-13]. Atualmente, acredita-se que
o desenvolvimento de uma camada de células endoteliais
tenha agdo protetora contra estes danos teciduais,
assegurando-lhes maior resisténcia e durabilidade
[14,15].

Entretanto, o crescimento endotelial somente ¢
possivel se os folhetos valvares forem processados
utilizando-se um método atdéxico de preservacéo
tecidual, uma vez que, os aldeidos mantém-se toxicos
as células endoteliais em concentragdes tdo baixas
quanto trés partes por milhdo, impedindo que as valvulas
bioldgicas convencionais adquiram revestimento
endotelial [16].

ISHIHARA et al. [17] demonstraram que apenas 23%
das valvulas biologicas explantadas no periodo de 12 a
60 meses apresentavam algum revestimento endotelial,
porém restrito a base dos folhetos.

Esta incapacidade de repopularizagdo endotelial dos
folhetos valvulares predispde-os a insudacdo por
proteinas e sais o qué, ulteriormente, leva a
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calcificacao[18].

Estudos na literatura tém demonstrado que a re-
celulariza¢do da superficie e da matriz do coldgeno com
células endoteliais autolégas pode conferir potencial
para regeneracdo e crescimento do tecido valvar,
transformando-o numa estrutura viva[5,6,8,12,14]. Em
estudo clinico preliminar recente com prétese pulmonar
porcina obtida por engenharia de tecido para a
reconstrucdo da via de saida do ventriculo direito,
DOHMEN et al. [19] também sugerem o beneficio
potencial da endotelizagdo valvular in vitro quando se
utiliza uma matriz ndo-aldeidica.

No presente estudo, as valvulas com preservacgao
nao-aldeidica mostraram-se mais resistentes a trombose,
a calcificacdo, a inflamagao e ao desgaste mecanico. A
calcificacao foi mais evidente no grupo tratado pelo GA,
a qual foi responsavel pela redugdo na mobilidade dos
folhetos cuja repercussdo hemodindmica foi traduzida
pela elevagdo, embora ndo significativa, das pressoes
pulmonar média e capilar pulmonar. Este achado ¢
consistente com o estudo de SCHOEN et al. [20], os
quais utilizaram-se do mesmo modelo experimental
(ovinos) com tempo de exposi¢do semelhante (150 dias).

A re-endotelizagdo ndo foi observada no grupo
controle (GA), exceto por “pannus” na base dos
folhetos, com pouco contato com a matriz do coldgeno
subjacente e sem expressao de viabilidade do fator VIII.
Ao contrario, no grupo teste (L-Hydro) as valvulas
mostraram potencial para endotelizacdo espontanea com
excelente adesividade e viabilidade celular semelhantes
aos descritos para as valvas tratadas por decelularizag¢ao
enzimatica ou por foto-oxidacao [21].

A endotelizacdo observada no presente estudo foi
favorecida pela preservagdo L-Hydro™ cujo principal
agente de estabilizacdo tecidual ¢ o polietilenoglicol
(PEG), o qual é produzido pela polimerizacdo catalitica
heterogénea a partir de monoémeros de 6xido de etileno,
e tem como propriedades: a solubilidade em agua,
cetonas, glicerol e etanol; entretanto, ¢ menos
higroscopico e resiste melhor a decomposicdo do que
estes dois ultimos compostos. A sua toxidez ¢ bastante
reduzida por ser quimicamente inerte; € a sua excreg¢ao,
quando em contato com a circulagdo sanguinea, se faz
completamente pelo rim sem ser metabolizado, o que
assegura a sua aplicacdo clinica como veiculo para
dissolver farmacos pouco soliiveis em agua, como a
reserpina e a nitrofurantoina, ou aqueles facilmente
hidrolisaveis, como os barbituratos alcalinos [22].

A toxidez reduzida do PEG foi demonstrada por
WICOMB et al. [23], os quais relataram que com a
administracdo aguda em animais de doses elevadas,
atingindo 16 g/kg durante 12 a 16 horas, ndo foram

detectados efeitos adversos, e que a administracdo
cronica foi igualmente indcua.

O PEG mostrou-se eficaz em varios estudos
experimentais in vitro quando adicionado a solugdo de
preservacdo miocardica, garantindo a viabilidade
funcional do 6rgdo por tempo mais prolongado (até 24
horas) do que aquele preconizado como uso das
solucdes cardioplégicas convencionais como a de “Saint
Thomas” e da “University of Wisconsin” que ¢ de quatro
a seis horas. Esta capacidade de preservacdo mais
prolongada deve-se a acdo osmotica do PEG que
estabiliza a membrana tornando-a menos permeavel ao
soluto extracelular e, conseqiientemente, prevenindo o
edema celular [24].

E também atribuida ao PEG a propriedade
imunossupressora na qual estd fundamentada a
preservacao L-Hydro™ utilizada neste estudo. Tem sido
demonstrado que antigenos que se combinam com o
PEG manifestam redu¢do da antigenicidade; como foi
relatado no estudo de COLLINS et al.[25], no qual
observou-se uma redugdo de 30% na incidéncia de
rejei¢do no grupo de receptores de transplante cardiaco
nos quais os 6rgaos dos doadores foram preservados
com uma solucdo contendo PEG a 5%. Em estudo
subseqiiente realizado por TOKUNAGA et al.[26] foi
demonstrado o aumento estatisticamente significante
na sobrevivéncia (11,9 versus 9,6 dias) com transplante
hepatico de ratos cujos o6rgdos foram previamente
irrigados com solucdo de PEG de alto peso molecular
(20.000 daltons). Para aqueles autores, esta agdo
imunossupressora decorre da ligagdo do PEG com os
lipidios da membrana celular dos antigenos, formando
complexos reversiveis, os quais alteram ou mascaram a
superficie celular destes antigenos de maneira analoga
aquela descrita para a combinagdo quimica especifica
com os alérgenos; ou seja, interfere com a ativagao dos
macrofagos e, conseqiientemente, com a ativacdo das
células T—Helper, induzindo ao estado de tolerancia aos
antigenos do doador, cuja imunogenicidade torna-se
reduzida. De modo semelhante, na preservac¢do L-
Hydro™ os antigenos porcinos sdo extraidos e os
remanescentes sdo mascarados mediante a oxidagao
quimica controlada com o uso do PEG.

O presente estudo, assim como outros que utilizam
o mesmo modelo animal, na avaliagdo de novas
tecnologias para fixacdo/estabilizacdo de tecidos, tém
como limitacdo a impossibilidade de reproduzir o efeito
da doenca cardiaca e o perfil de coagulagdo comparavel
ao dos seres humanos [7,12,19]. Entretanto, a
endotelizagdo como mecanismo para minimizar ou
retardar a degeneragdo estrutural se mostrou como uma
possibilidade real, desde que o tecido valvar possa ser
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preservado por um agente com as caracteristicas do PEG,
tornando-o propicio a recelularizacdo por células do
hospedeiro em virtude da sua baixa toxicidade, da sua
capacidade de atenuar os xeno-antigenos porcinos e de
manter preservada a arquitetura histolégica valvar. Estas
propriedades podem garantir maior desempenho e
durabilidade as proteses biologicas. Contudo, somente
um ensaio clinico com seguimento tardio podera validar
as premissas deste estudo.

CONCLUSOES

Os resultados indicam que:

1. O processo L-Hydro (ndo-aldeidico) permite a
endotelizagdo espontdnea com evidéncia de uma boa
adesividade do novo endotélio a matriz do colageno;

2. A posssibilidade de melhora no desempenho e
na durabilidade das bioproéteses valvulares cardiacas
mediante a re-endotelizacdo com células do hospedeiro
¢ Dbastante promissora porque previniria a
trombogenicidade e a degeneragdo estrutural.
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