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Resumo

Objetivo: Avaliar a descelularizacdo com SDS como
tratamento anticalcificante em pericardio bovino fixado em
glutaraldeido.

Métodos: Pecas de 0,5 chiforam implantadas em modelo
subcutaneo de 18 ratos por até 90 dias. Foram formados
quatro grupos: grupo GDA: pericardio fixado em
glutaraldeido 0,5% (GDA), grupo GDA-GL: pericardio fixado
em GDA + &cido glutdmico (GL) 0,2%, grupo D-GDA:
pericardio descelularizado (D) com SDS 0,1% e fixado em
GDA e grupo D-GDA-GL.: pericéardio descelularizado + GDA
+ &cido glutdmico 0,2%. Cada animal recebeu enxertos dos
quatro grupos. Os explantes foram realizados com 45 e 90
dias. As avaliagdes foram: analise histolégica com as
colora¢gdes hematoxilina-eosina e alizarina-red, analise
morfométrica e quantificacdo de célcio por espectrometria
de absor¢éo atdbmica.

Resultados: O padrdo de infiltrado inflamatério foi o

1. Mestre em cirurgia; Cirurgido cardiaco da Santa Casa de
Misericordia de Curitiba, Curitiba, PR, Brasil.

2. Mestre em Ciécias da Saude; Especialista em Cultivo Celular do
Nuicleo de Enxertos Cardiovasculares, Curitiba, PR, Brasil.

3. Bioilogo; Especialista em Cultivo Celular do Nuicleo de Enxertos
Cardiovasculares, Curitiba, PR, Brasil.

4. Livre Docente; Chefe do Servigo de Cirurgia Cardiaca da Santa
Casa de Curitiba e Hospital Ecoville, Curitiba, PR, Brasil.

5. PhD em Patologia; Meidica patologista do Laboratoério de
Patologia Experimental do CCBS PUCPR, Curitiba, PR, Brasil.

6. Cirurgia Cardiaca da Santa Casa de Misericordia de Curitiba

mesmo nos quatro grupos, sendo mais intenso nos grupos
GDA e GDA-GL aos 45 dias, ficando mais evidente aos 90
dias. O conteudo de célcio aos 45 dias foi de 32,52 + 3,19 pg/
mg no grupo GDA; 22,12 + 3,87 pg/mg no grupo GDA-GL;
1,06 £ 0,38 pg/mg no grupo D-GDA e 3,99 + 5,78 pg/mg no
grupo D-GDA-GL (P< 0,001)Aos 90 dias, foi de 65,91 + 24,67
pg/mg no grupo GDA; 38,37 £ 13,79 pg/mg no grupo GDA-
GL; 1,24 + 0,99 pg/mg no grupo D-GDA e 30,54 + 8,21 pg/mg
no grupo D-GDA-GL (P< 0,001). O grupo D-GDA foi 0 Unico
gue ndo apresentou progressao da calcificacdo de 45 para 90
dias (P=0,314).

Conclusio: A descelularizacdo com SDSeduziu o
processo inflamatério e inibiu a calcificacdo em pericardio
bovino implantado em modelo subcutdneo de ratos até 90
dias.
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Célcio.
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Abreviaturas, acronimos & siglas

Cco, dioxido de carbono

GDA glutaraldeido

GL acido L-glutamico

HE hematoxilina-eosina

PVPI iodopovidona

SDS dodecil sulfato de sodio
Abstract

Objective: The aim of study was to investigate the SDS-
based decellularization process as an anticalcification
method in glutaraldehyde-preserved bovine pericardium in
subcutaneous rat model.

Methods: Pericardium samples with 0.5 crf area were
divide in four groups: group GDA: 0.5% glutaraldehyde-
preserved pericardium (GDA); group GDA-GL: GDA + 0.2%
glutamic acid (GL); group D-GDA: decellularized (D)
pericardium with 0.1% SDS + GDA and group D-GDA-GL:
decellularized pericardium + GDA + 0.2% glutamic acid.
After this samples were implanted in 18 rats in subcutaneous

INTRODUCAO

O emprego do glutaraldeido (GDA) como agente de
fixacdo tecidual [1] possibilitou que proteses valvares
cardiacas construidas com tecidos heterdlogos pudessem
ser utilizadas clinicamente com resultados bastante
satisfatorios. Além de ser efetivo na esterilizagdo e na
reducdo antigenicidade tecidual por mascaramento de
antigenos celulares, o GDA aumenta a resisténcia
biomecanica dos tecidos, o que pode se traduzir em melhor
durabilidade das bioproteses. Entretanto, a degeneracao
tecidual por calcificagdo distrofica ainda é problematica,
especialmente em criangas e adultos jovens [2].

Os fatores que influenciam a calcificagdo sdo
multifatoriais incluindo a composigdo fosfolipidica da matriz
extracelular, a intensidade das reagdes inflamatoéria e
imunoldgica ao tecido heterdlogo e o estresse mecanico
provocado pelo movimento de abertura e fechamento das
cuspides valvares. Além disso, existem evidéncias de que
a propria fixacdo pelo GDA também favoreca o processo de
calcificagdo distrofica [3,4]. Na tentativa de eliminar ou
retardar essa complicagdo, diversos métodos
anticalcificantes foram testados, com graus variados de
sucesso [5]. Esses métodos visam, principalmente, remover
os componentes calcificaveis do tecido ou neutralizar os
efeitos toxicos dos aldeidos residuais [6-12].

E bem estabelecido que as células e debris celulares
presentes no tecido fixado se constituem em focos iniciais
de cristalizagdo. Por estarem desvitalizadas, ocorre um
desequilibrio no processo de transporte de calcio nessas
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position till 90 days. Each animal received samples of the
four groups. The explants were performed at 45 and 90 days.
The explants were subjected to histology in glass slides
stained with hematoxilin-eosin and alizarin red,
morphometry evaluation and the calcium content was
measured by flame atomic absorption spectometry.

Results: The inflammatory infiltrate was the same in all
groups, however more intense in GDA and GDA-GL groups
in 45 days, increasing at 90 days. The calcium contents for 45
days were: 32.52 + 3.19 pg/mg in GDA group; 22.12 + 3.87 ug/
mg in GDA-GL group; 1.06 * 0.38 pg/mg in D-GDA group and
3.99 £ 5.78 pg/mg in D-GDA-GL P< 0.001). For 90 days were
65.91 + 24.67 pg/mg in GDA group; 38.37 £ 13.79 pg/mg in
GDA-GL group; 1.24 +£0.99 pg/mg in D-GDA group and 30.54
+ 8.21 pg/mg in D-GDA-GL (P< 0.001). Only D-GDA did not
show increase rates of calcium at 45 to 90 dayB+0.314).

Conclusion: SDS-based decellularization process
reduced the inflammatory intensity and calcification in
bovine pericardium in subcutaneous rat model for 90 days.

Descriptors: Bioprosthesis. Pericardium. Tissue
engineering. Calcium.

células que leva ao aumento do célcio intracelular, o qual
se liga aos fosfolipideos da membrana celular , com
consequente formagao de cristais de fosfato de calcio.
Assim sendo, as tecnologias de descelularizagio tecidual
permitem a obtengdo de matrizes acelulares que, ao menos
em teoria, sio menos imunogénicas e com potencial
reduzido de calcificag¢do [13-17].

Nosso grupo de pesquisa na Pontificia Universidade
Catolica do Parana (PUCPR) desenvolveu tecnologia de
descelularizagdo de homoenxertos valvares baseada em
solugdo de dodecil sulfato de soédio (SDS). Os resultados
experimentais e clinicos demonstraram que homoenxertos
aorticos e pulmonares descelularizados s@o menos
imunogénicos e capazes de serem repovoados “in vivo”
apo6s o implante.Além disso, houve auséncia de calcificagdo
tanto das cuspides como na parede arterial dos enxertos,
mesmo em enxertos implantados em criangas e adolescentes
com até 6 anos de evolugao clinica [18,19].

Este estudo pretende verificar, experimentalmente em
ratos, se a descelularizagdo com SDS aplicada ao pericardio
bovino fixado em GDA de proteses comercialmente
disponiveis, também ¢ efetiva para reduzir a calcificagdo
nesta situagao.

METODOS

Os pericardios bovinos foram obtidos em abatedouros
locais e imediatamente enviados ao laboratorio, onde foi
realizada limpeza mecanica da gordura da superficie
pericardica, seccionados em por¢des de 10 cm ? e, entdo,
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armazenados em solugdo de tampao fosfato (PBS 0,1M pH
7,4 — Sigma, IL) a 4°C. Os pericardios foram divididos em
quatro grupos, de acordo com o método de tratamento
tecidual:

. Grupo 1 (GDA - Grupo Controle) — pericardios
frescos fixados em GDA 0,5% (glutaraldeido purificado em
carvao mineral por filtragdo - Merck Alemanha) em tampao
fosfato (PBS 0,1M pH 7,4 — Sigma, IL, Estados Unidos) (v/
v) por 72 horas a 20°C;

. Grupo 2 (GDA-GL) — GDA 0,5% (glutaraldeido
purificado em carvao mineral por filtragdo - Merck,
Alemanha) em tampao fosfato (PBS 0,1M pH 7,4 — Sigma,
IL, Estados Unidos) (v/v) por 72 horas a 20°C e,
subsequentemente, tratados com acido glutdmico 0,2%
(Sigma, IL, Estados Unidos) (m/v) em tampao fosfato (PBS
0,1M pH 3,5 — Sigma, IL) por 24 horas a 20°C;

. Grupo 3 (D-GDA) — pericardios descelularizados
em SDS 0,1% (Patente brasileira PI 800603-2) e,
subsequentemente, fixados em GDA 0,5% (Merck,
Alemanha) por 72 horas;

. Grupo 4 (D-GDA-GL) — pericérdios descelularizados
em SDS 0,1%, sendo em seguida fixados em GDA 0,5%
(glutaraldeido purificado em carvdo mineral por filtragao -
Merck, Alemanha) por 72 horas a 20°C e, subsequentemente,
tratados com acido glutdmico 0,2% (Sigma, IL, Estados
Unidos) (m/v) em tampao fosfato (PBS 0,1M pH 3,5 — Sigma,
IL, Estados Unidos) por 24 horas a 20°C.

Todos os procedimentos de preparo dos pericardios
foram realizados em fluxo laminar , utilizando-se
instrumentos e solucdes estéreis, seguindo as normas das
Boas Praticas de Fabricagdo. Os fragmentos de pericardios
dos grupos que envolveram a descelularizaciao foram
analisados pela coloragdo hematoxilina-eosina (HE) para
confirmacao da retirada completa das células (Figura 1).

Fig. 1 - Amostra de pericardio bovino corado com HE 200x pos-
processo de descelularizacdo. Observamos auséncia de células,

arquitetura das fibras da matriz extracelular preservada

As amostras para implante foram preparadas cortando-
se os quatro segmentos de pericardios, de cada grupo de
tratamento, em 18 corpos de prova de 0,5 cricada, os quais
mantidos em solu¢ao salina estéril até o momento do
implante no subcutaneo dos ratos.

Implante no subcutaneo de ratos

Para realizac¢ao dos ensaios de calcificagdo foi utilizado
o modelo experimental em subcutaneo de ratos jovens [18].

Todos os procedimentos foram realizados em acordo
com “Guide for Care and Use of Laboratory Aninials
publicados no U.S. National Institute Health (NIH
publication 85-23, revised in 1996).

Esse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso
de Animais — CEUAPUC-PR, n° 620.

Foram utilizados ratos da linhagem Sprague-Dawley
(CEMIB — Unicamp, SP, Brasil), de 4 semanas de idade,
pesando entre 70 e 90 g, sendo implantado um segmento
de pericardio de cada grupo em cada animal. No total, foram
empregados 18 ratos, os quais foram anestesiados com 10
mg/g de quetamina (Crystalia, Brasil) e 3 mg/g de xilasina
(Bayer, Brasil) por inje¢@o intraperitonial. Os animais foram
colocados em decubito ventral, realizada tricotomia da
regido dorsal e, em seguida, feita assepsia com
iodopovidona (PVPI - Segmenta, Brasil). Os segmentos de
pericardio foram implantados em quatro 4reas distintas:
regido escapular esquerda - grupo GDA; regido escapular
direita — grupo GDA-GL; regido lombar esquerda — grupo
D-GDA; e regido lombar direita — grupo D-GDA-GLApos
o procedimento cirdrgico, os animais receberam antibiotico
— cefazolina sodica 4 mg/kg (ABL, Brasil) e analgésico —
dipirona sddica 10 mg/g (Bayer Brasil), administrados por
3 dias. Os animais foram acondicionados em gaiolas com
sepilho controlado e receberam agua e comidaad libitum

Os animais foram divididos em dois grupos de nove
ratos cada, de acordo com o tempo do explante. O primeiro
grupo incluiu nove animais que tiveram os pericardios
explantados com 45 dias e o segundo grupo envolveu os
demais nove ratos que tiveram os pericardios explantados
com 90 dias de evolucdo. Para o explante, os animais foram
anestesiados com o mesmo protocolo anestésico e, em
seguida, foram eutanasiados em camara de CQ. As amostras
foram retiradas do subcutaneo por incisdo da pele e remocao
das aderéncias, sendo lavadas em solugdo salina isotonica
e cortadas em duas partes iguais. A primeira metade foi
utilizada para anélise histomorfoldgica e a outra para
dosagem da concentracdo de calcio por espectrometria de
absor¢do atdmica.

Espectrometria de absorcdo atbmica

As amostras destinadas a espectrometria de absorg@o
atdmica, para quantificacdo do célcio, foram secas a 200C
em uma mufla, por 2 horas, pesadas em sua totalidade e
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hidrolizadas em tubos de vidro contendo 1 ml de acido
cloridrico 6M. Os tubos foram aquecidos a 92 C em banho-
maria. Apds o processo, as amostras hidrolisadas foram
encaminhadas a andlise utilizando o instrumento PERKIN
ELMER 4100 (LACTEC — PR, Brasil), sendo os resultados
expressos em g de calcio por mg de tecido — pericardio
bovino.

Avaliacdo histomorfol4gica

Os explantes foram fixados em formalina tamponada a
10%, montados em blocos de parafina e cortados em
micrétomo a 5 pm. Os cortes foram montados em laminas
de vidro e corados HE e alizarina Red pH 4,2 e 7,0 (Sigma,
IL, Estados Unidos). O estudo histomorfologico visou,
fundamentalmente, avaliar a intensidade e as caracteristicas
do infiltrado inflamatdrio e da calcificacao.

As caracteristicas histopatoldgicas do infiltrado
inflamatorio foram feitas de acordo com metodologia
descrita por Maizato et al. [20], que incluem a analise da
presenca de reagdo granulomatosa, infiltrado mononuclear
tecido granulomatoso, necrose tecidual e presenca de
bactérias. A quantificacdo foi baseada na extensdo do
percentil observado nos campos microscopicos e graduada
entre 0 e 4 como se segue:

. 0: auséncia de alteragdes no tecido examinado;

. 1: alteragdes presentes entre 1-25% da area do
tecido analisado;

. 2: alteragdes presentes entre 26-56% da area do
tecido analisado;

. 3: alteragdes presentes entre 51-75% da area do
tecido analisado;

. 4: alteragdes presentes entre 76-100% da area do
tecido analisado.

A analise da calcificacdo foi realizada pela medida
morfométrica da area calcificada comparada a area nao-
calcificada, medida nos cortes histologicos corados pela
alizarina-red em dois pH's: pH 4,2 para fosfato de célcio e
pH 7,0 para oxalato de calcio e outros sais de calcio,
resultando em uma porcentagem de tecido calcificado [10].
As analises morfométricas foram realizadas sob imagens
capturadas em microscopio 6tico Olympus DX-40, acoplado
em sistema de captura de imagens, no aumento de 100xAs
medidas foram realizadas utilizando a ferramenta de
comparacao de porcentagem do software ImagePro Plus 6,
sendo repetidas duas vezes por observadores diferentes
em teste cego. Os resultados das medidas foram registrados
em planilha e submetidos a andlise estatistica.

Andlise estatistica

Os resultados foram expressos por médias, medianas,
valores minimos, valores maximos e desvios padrdes. Para
a comparacdo de dois grupos em relacdo a varidveis
quantitativas, foi considerado o teste ndo-paramétrico de
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Mann-Whitney. Comparagdes entre mais de dois grupos
foram feitas usando-se o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
Wallis. Para a comparacdo dos momentos de avaliagdo
dentro de cada grupo, foi usado o teste ndo-paramétrico de
Wilcoxon. Valores de P<0,05 indicaram significancia
estatistica. Os dados foram organizados em planilha Excel
e analisados com o programa computacional $atistica v.8.0.

RESULTADOS

Analise histomorfométrica

Houve presenca de infiltrado inflamatério com as
mesmas caracteristicas nos quatro grupos estudados
(Figura 2). Entretanto, pudemos observar que a
descelularizagao diminuiu a intensidade dessa reagdo, visto
que os grupos D-GDA e D-GDA-GL foram os que
apresentaram os menores percentis de células inflamatorias,
tanto aos 45 como com 90 dias de evolugdo< 0,001). Os
pericardios do grupo GDA-GL foram os que apresentaram
reacdes inflamatérias mais acentuadas quando comparado
aos demais grupos (Tabela 1). Nao foram observadas areas
de necrose ou presenca de bactérias em nenhum grupo.

Com as coloracdes de alizarina nos pHs 4,2 e 7, ficou
evidenciada a presenca de calcificagdo progressiva,
especialmente nos grupos GDA e GDA-GL, com grandes
quantidades de cristais de calcio visiveis na regido central
dos pericardios explantados. Os melhores resultados foram
obtidos com o grupo D-GDA, onde a calcificagdo foi
inexistente ou minima em ambos os periodos. Os pericardios
do grupo D-GDA-GL tiveram aspecto histologico
semelhantes aos do grupo D-GDA, aos 45 dias de evolucao,
entretanto, aos 90 dias, ja era possivel evidenciar alguns
pequenos granulos focais de calcificagdo A Figura 3 ilustra
os aspectos histologicos com coloracao alizarina-red pH
4,2 que evidenciam a calcificacdo em decorréncia do
deposito de cristais de fosfato de calcio aos 45 e 90 dias de
evolugdo.

A morfometria da quantidade de calcio pela coloracao
de alizarina nos pHs 4,2 e 7, confirmaram a interpretagdo
visual das imagens histologicas (Figura 4). Estatisticamente,
todos os grupos tiveram calcificacdo significativamente
menor do que o grupo controle. Entretanto, quando
comparados grupo a grupo, o grupo D-GDA foi o que
estatisticamente teve os menores indices de calcificacao,
tanto aos 45 como aos 90 dias de evolucao P<0,0001) em
relacdo aos demais grupos.A Unica exce¢do foi o grupo D-
GDA-GL aos 45 dias, onde a calcificacdo pela alizarina-red
pH 7 foi semelhante ao do grupo 3.

Quantificacéo do calcio

Os valores da quantidade de calcio enplg de cilcio/mg
de tecido obtidos por espectrofotometria por absor¢ao
atomica estdo demonstrados naTabela 2 e Figura 5.
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Fig. 2 - Amostras de pericardio bovino apés explante e coradas com HE. A- GDA 45 dias; B— GDA-GL 45 dias;
C- D-GDA 45 dias; D —-GDA-GL 45 dias; E - GDA 90 dias; F— GDA-GL 90 dias; G — D-GDA 90 dias; H -D-
GDA-GL 90 dias. Podemos observar o infiltrado inflamatério e a arquitetura da matriz. A menor intensidade
deste infiltrado é vista em C e G com adequada preservac¢ao da matriz extracelular

Tabela 1. Avaliagdo histomorfoldgica do infiltrado inflamatdrio nos grupos

Grupo Avaliacdo Reagdo granulomatosa Infiltrado mononuclear Tecido granulagao Necrose Bactérias
GDA 45 dias 2,5 +0,5 1,6 £0,7 2,8+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0
90 dias 3+0,5 1,8+0,9 3,1+0,3 0,0+ 0,0 0,0+0,0
GDA-GL 45 dias 3,5+0,5 2,6+ 1,1 3,1£0,6 0,0+ 0,0 0,0+0,0
90 dias 32+0,6 2,5+1,2 3,3+0,7 0,0+ 0,0 0,0+0,0
D-GDA 45 dias 1,1£0,3 1,2+0,4 1,5+0,5 0,0+0,0 0,0+0,0
90 dias 1,1+0,3 1,4+0,5 2,1+0,3 0,0+0,0 0,0+0,0
D-GDA-GL 45 dias 1,1£0,3 2+0,7 2,1+0,6 0,0+0,0 0,0+0,0
90 dias 1,6 +1 2,4+0,5 1,7+0,8 0,0+ 0,0 0,0+0,0

Teste ndo-paramétrico de #skal-Véllis para comparacao dos 4 gpos. Reacado granulomatosa aos 45 dias0,0001, aos 90 diak <
0,0001; infiltrado mononuclear aos 45 digs: 0,0094, aos 90 diaR= 0,042; tecido de granulagéo aos 45 dixs0,0001, aos 90 dias P

=0,0001

B ,‘;'é"—“"'sr‘“ 3 R
i
Fig. 3 - Amostras de pericardio bovino coradas em alizarina- red pH4,2. A - GDA 45 dias; B — GDA-GL 45 dias;
C- D-GDA 45 dias; D —D-GDA-GL 45 dias; E - GDA 90 dias; F — GDA-GL 90 dias; G — D-GDA 90 dias; H
— D-GDA-GL 90 dias. A maior intensidade de vermelha indica deposigao de célcio. O grupo controle apresenta

0s maiores depositos (asterisco); os grupos C e G ndo apresentam areas de calcificagdo. Nos grupos D e H,
observamos calcifica¢des focais (setas)
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Tabela 2. Valores de calcio por grupos nos diferentes intervalos de tempo.

Grupo Avaliagdo n Média Mediana Minimo Maximo Desvio padrao
GDA 45 dias 9 32,52 32,48 26,63 37,20 3,19
90 dias 9 65,91 62,50 38,33 111,60 24,67
Dif (90d - 45d) 9 33,40 28,19 6,12 84,97 26,65
GDA-GL 45 dias 9 22,12 23,02 16,28 26,76 3,87
90 dias 9 38,37 31,82 21,35 59,83 13,79
Dif (90d - 45d) 9 16,25 15,54 -3,65 40,26 14,23
D-GDA 45 dias 9 1,06 0,86 0,81 1,77 0,38
90 dias 9 1,24 1,04 0,71 2,17 0,49
Dif (90d - 45d) 9 0,18 0,14 -0,74 1,16 0,67
D-GDA-GL 45 dias 9 3,99 0,95 0,83 18,55 5,79
90 dias 9 30,54 31,96 17,58 41,90 8,21
Dif (90d - 45d) 9 26,56 25,84 13,06 41,08 10,10

Teste ndo-paramétrico de ¥skal-Véllis para comparagao dos 4gposAos 45 dias R 0,001, aos 90 dias P<

0,001 e Dif (90 d — 45 d) P < 0,001

Andlise Histomorfologica

@ 45 dias
W 90 dias

%

Calcio em “g/mg

1004

Quantifcagdo de Calcio

80
60
=
20

04

=

——d

GDA GDA-GL D-GDA

Grupos

3 45 dias
3 90 dias
D-GDA-GL

Fig. 4. - Grafico com os percentis de areas calcificadas nos grupos  Fig. 5 - Distribuigdo de calcificagdo por grupos nos intervalos de

estudados nos diferentes pHs, com 45 e 90 dias de evolucao

Pode-se observar que a quantidade aumentou
progressivamente nos grupos GDA, GDA-GL e D-GDA-
GL. Da mesma forma com o que foi observado pela
morfometria, todos os grupos tiveram calcificacao
significativamente menor do que os do grupo controle. O
grupo D-GDA, além de ser o que teve os menores valores
para a quantidade de célcio, foi o tnico que ndo apresentou
calcificac@o progressiva, com valores semelhantes tanto
aos 45 como aos 90 dias de evolugdo ( P=0,314). A
comparacao dos grupos dois a dois nos intervalos de tempo
pode ser observada na Tabela 3.

DISCUSSAO

Os mecanismos de calcificacdo de proteses valvares
biologicas sdo complexos e multifatoriais, envolvendo
aspectos bioquimicos, imunoldgicos e biomecanicos, dentre
outros®. Além disso, a interagdo de fatores bioldgicos
relacionados aos pacientes com o tecido heterdlogo apos
o implante sdo importantes na ocorréncia da degeneracgao
tecidual e calcificagdo distrofica progressiva [1-3].

93

tempo

Tabela 3. Comparagdo entre grupos no mesmo tempo de explante
e as diferengas entre os tempos de explante.
Valor de P
(comparagdo dos grupos dois a dois)

Grupos comparados

45 dias 90 dias Dif (90d-45d)
GDA e GDA-GL <0,001 <0,001 0,055
GDA ¢ D-GDA <0,001 <0,001 0,000
GDAeD-GDA-GL  <0,001 <0,001 0,975
GDA-GLeD-GDA  <0,001 <0,001 0,001
GDA-GL e D-GDA-GL < 0,001 0,267 0,059
D-GDA e D-GDA-GL 0,059 < 0,001 <0,001

Teste ndo-paramétrico de Yskal-Wdllis, P<0,05

E bem determinado que as membranas e debris celulares,
ricos em fosfolipideos, sdo focos de deposicao inicial dos
cristais de calcio. A fusdo desses cristais leva a formagao
de nddulos, com consequente espessamento ¢
enfraquecimento do tecido, aumentando a quantidade de
calcificagdo distrofica. Além disso, a reagdo inflamatoria
causada pelo tecido fixado e a presenca dos aldeidos
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residuais do processo de fixac¢do, avidos por célcio,
favorecem a deposi¢@o progressiva de cristais [3-5].

Diversas abordagens terapéuticas tém sido testadas com
o0 objetivo de evitar ou retardar a degeneracao tecidual,
prolongando assim a durabilidade das préteses bioldgicas.
Essas abordagens visam, preferencialmente, interferir em
dois mecanismos principais da calcificagdo: remover os
elementos teciduais capazes de iniciar a calcificagdo ou
neutralizar os aldeidos residuais toxicos decorrentes da
solucdo de fixacao tecidual [9].

A tecnologia de descelularizagao tecidual, por do
emprego de solugdes detergentes e/ou enzimaticas, vem
sendo empregada com o objetivo de remover por completo
todas as células e debris celulares, mantendo apenas a
matriz extracelular intacta [14]. Essa metodologia pode ter
dupla influéncia na reducdo da calcificagc@o: além de
remover as células como foco inicial de deposicao de
calcio, reduz a antigenicidade do tecido, o que
possivelmente diminui a reagdo inflamatoria e imunoldgica
por parte do receptor , o que tenderia a diminuir a
degeneracao tecidual progressiva [16].

Nosso grupo de pesquisa no Nucleo de Enxertos
Cardiovasculares da PUCPR desenvolveu solugdo de
descelularizacdo baseada em solucdo de SDS 0,1%. Esta
solu¢do foi inicialmente testada em homoenxertos valvares
aorticos e pulmonares, e os resultados, tanto experimentais
como clinicos, tém demonstrado redu¢do acentuada da
calcificagdo [18,19]. Assim sendo, nos pareceu apropriado
estudar os efeitos dessa solug@o em tecidos heterdlogos
fixados em GDA, para verificar sua efetividade como agente
anticalcificante em bioproteses valvares de pericardio
bovino e/ ou préteses porcinas.

A eficiéncia do nosso método de descelularizagdo foi
comprovada por meio de controles histologicos com HE
realizados antes da fixacdo com GDA (Figura 1), onde
observamos a presenca de uma matriz extracelular colagena
integra com auséncia completa dos elementos celulares.
Trabalho semelhante ja havia sido realizado por Oswal et
al. [15], demonstrando que a solug¢do de SDS possibilitou a
completa descelularizag@o de pericardios bovinos mantendo
a integridade da matriz extracelular

Optamos pelo modelo de implante em subcutaneo de
ratos, por ser um método barato, pratico e ja bem
estabelecido na literatura. Entretanto, estamos cientes de
que, uma vez comprovada a eficiéncia da metodologia, sera
necessaria a sua confirmagdo em modelos mais sofisticados,
tais como o implante na circulagcdo pulmonar ou sistémica
de ovinos.

Estudo preliminar do nosso grupo de pesquisa,
empregando o mesmo modelo experimental aqui utilizado,
j& demonstrou que o &cido glutdmico foi eficiente em reduzir
a calcificacdo de pericardios bovinos fixados em GDA [12].
Por esse motivo, pericardios bovinos fixados em GDA

formaram nosso grupo controle, enquanto que a adicao da
descelularizacdo ou do pds-tratamento com 4acido glutdmico
foram comparadas isoladamente ou em associacao para se
determinar qual a metodologia mais eficiente para a redugao
da calcificagdo.

A correlagdo entre a intensidade da reacdo inflamatoria
e a ocorréncia de calcificacdo foi demonstrada por Manjii
et al. [4]. Em nosso estudo, observamos que todos os
grupos provocaram algum grau de reacdo inflamatoria,
entretanto, o grupo D-GDA foi o que teve a resposta mais
atenuada. Resultados semelhantes foram reportados por
Gongalves et al. [16], que demonstraram que a remoc¢ao das
células elimina antigenos presentes nas membranas,
reduzindo a reacdo inflamatdria de corpo estranho do
heteroenxerto. Wang et al. [6] utilizaram o 4cido tanico,
reduzindo a reacdo inflamatoria, com conseqiiente reducao
na calcificacdo em pericardios bovinos. Em nossos
resultados com o acido glutamico, observamos que a reagao
inflamatoria foi semelhante ao do grupo controle. Além
disso, a adi¢ao do tratamento com acido glutdmico aos
pericardios descelularizados (D-GDA-GL) desencadeou
resposta inflamatdria mais acentuada do que nos
pericardios apenas descelularizados (D-GDA).A explicacao
para esse achado ndo ¢ aparente, mas postulamos que o
pH 4cido desse tratamento possa de alguma forma lesar a
estrutura das fibras da matriz extracelular levando a maior
intensidade na reagdo inflamatoria.

Pela coloracdo de alizarina red, nos pHs de 4,2 e 7,0,
pudemos observar que a calcificacdo teve correlacdo direta
com a intensidade da reacdo inflamatdria. Os pericardios
dos grupos GDA e GDA-GL desenvolveram intensa
calcificagdo progressiva que ocupava toda a porcdo central
do tecido, enquanto que os pericardios descelularizados
se mostraram livres de calcificagdo, mesmo ap6s 90 dias de
evolucdo. Apesar dos resultados no grupo D-GDA-GL
serem semelhantes aos do grupo D-GDA aos 45 dias,
subsequentemente pudemos observar alguns pontos focais
de calcificacdo aos 90 dias, demonstrando que nao houve
sinergismo nas agdes anticalcificantes da descelularizacdo
com o acido glutdmico.

A mensura¢do quantitativa da quantidade de calcio
confirmou nossa analise morfométrica. O tratamento com
acido glutamico reduziu a quantidade de calcio em relacdo
ao grupo controle, o que ja havia sido documentado por
Ferreira et al. [12]. Por outro lado, no estudo de Jorge-Herrero
et al. [8], o 4cido glutamico ndo teve a mesma efetividade e,
paradoxalmente, os pericardios tratados tiveram
comportamento ainda piores que o grupo controle. Os
resultados discrepantes desses estudos podem, pelo menos
parcialmente, ser explicados pelas diferentes metodologias
no uso do acido glutamico, tais como a concentracao, pH e
temperatura de exposicdo do tecido.

A efetividade da descelularizacdo como método
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anticalcificante em pericardios bovinos fixados em GDA
pode ser claramente demonstrada pela quantidade
insignificante de célcio encontrada aos 45 dias (1,0ug/mg
de tecido) e que se manteve est 4avel em até 90 dias de
evolucdo (1,24 pg/mg de tecido) , sendo esses valores
significativamente menores do que os encontrados nos
demais grupos. Conforme ja evidenciado pelas anélises
histolégicas, o pds-tratamento com acido glutamico em
pericardios descelularizados ndo teve sinergismo como
método anticalcificante. Ao contrario, apesar dos valores
de célcio terem sido semelhantes nos grupos D-GDA e D-
GDA-GL aos 45 dias de evolugdo, a observagdo mais
prolongada por 90 dias demonstrou aumento significativo
de calcio no grupo D-GDA-GL. Conforme demonstrado por
Jorge-Herrero et al. [8], o 4cido glutdmico apresenta ligag@o
instavel com os aldeidos residuais do GDA, que se desfazem
com o decorrer do tempo, o que favoreceria a formagdo de
cristais de célcio numa fase mais tardia.A explicacdo pelo
eventual efeito deletério do 4cido glutdmico nessa situag@o
ainda precisa ser melhor compreendida.

Costa et al. [13] ja demonstraram, experimentalmente, a
eficiéncia da descelularizagdo como método anticalcificante
em pericardios bovinos. Neste estudo, a descelularizacio
de pericardios bovinos com a utiliza¢do de uma solucao
alcalina impediu a calcificagdo em até 90 dias. Na
metodologia de Shen et al. [7] com a associacdo de etanol,
éter e detergente tween 80, os niveis de calcio foram de 13,1
ig/mg de tecido em 180 dias em ratos. Em nosso estudo, a
quantidade de c 4lcio encontrada nos pericardios
descelularizados foi baixa, havendo redugdo de 65 pg/mg
de tecido no grupo controle para 1,24j1g/mg de tecido nos
pericardios tratados aos 90 dias de evolugdo. Apesar dos
resultados ndo poderem ser diretamente comparados em
decorréncia de diferengas nas metodologias e tempos
variados de observacdo, a reducdo na quantidade de célcio
tem sido um denominador comum nesses estudos. Além
disso, a eficiéncia do uso de detergentes como o SDS como
método anticalcificante em tecido heter6logo ja pode ser
comprovada clinicamente em explantes realizados de
préteses Hancock II. Em estudo de Bottio et al. [17], a
remocao de fosfolipideos pelo SDS resultou em niveis de
apenas 14,70 mg de célcio/g de tecido em proteses sem
degeneracdo estrutural explantadas de humanos versus99
mg de calcio/g de tecido em proteses com degeneracao
calcifica ap6s uma média de 94 meses de implante em
humanos.

Outros métodos de anticalcificagdo, apesar de reduzirem
a quantidade de célcio, ndo foram tdo efetivos quando
comparados a descelularizacdo. Wang et al. [6] observaram
reducdo dos niveis de célcio de 90 mg/g de tecido no grupo
controle para 6,4 mg/g de tecido aos 21 dias de evolucao
com a utilizagdo de 4cido tanico. J& Pettenazzo et al. [9]
demonstraram a efetividade do uso de octanediol, com
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reducdo dos niveis de célcio de 165ug/mg para 2,36 ug/mg
aos 75 dias. Carpentier et al [11], com tratamento com calor
de 50°C, reduziram os niveis de céalcio de 108 pg/mg de
tecido para 19 pg/mg de tecido em implantes em ratos por
90 dias.

CONCLUSAO

A descelularizacdo de pericardios bovinos com a
solucdo de SDS 0,1% (Solugcdo PUCPR) foi efetiva em reduzir
a calcificacdo por até 90 dias em implantes subcutaneos de
ratos. Nao foi observada redu¢ao adicional na quantidade
de calcio pelo tratamento simultdneo com acido glutdmico.
Em decorréncia desses resultados, recomendamos a
confirmacao da sua efetividade em modelo circulatorio de
grandes animais.
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