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Resumo

Obijetivo: Buscando novas formas de preservacao de tecidos
utilizamos o polietileno-glicol, método L-Hydro (LH), que
consiste na extracdo controlada de substancias antigénicas e
incorporacdo de agente antinflamatorio e antitrombotico.

Métodos: Em dez carneiros jovens, substituimos o tronco
pulmonar, em sete, por homoenxertos pulmonares (HP)
tratados pelo processo L-H e, em trés, por HP a fresco,
implantados ortotopicamente, seguidos por 320 dias. Os
carneiros foram avaliados por exames laboratoriais e
ecocardiograficos. Ao cabo dos 320 dias foram sacrificados,
procedendo-se a avaliagdo hemodinamica, radiologica,
macro/microscopica, optica e eletrdnica, varredura e
transmissdo. Resultados foram analisados pelo teste t de
Student de amostras independentes para dados continuos,
andlise de variancia para medidas repetidas, pelo teste exato
de Fisher para dados categéricos.

Resultados: Evolugéo clinica e exames laboratoriais ndo
conseguiram estabelecer diferencas significativas entre os
grupos. Ecocardiograma revelou diferenca quanto ao
gradiente médio pulmonar, significativa aos 10 meses, maior
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no grupo controle. Avaliagdo radiolégica e macroscdpica ndo
estabeleceu diferencas. Na avaliacdo microscépica, dptica/
eletrénica, células de revestimento e intersticiais foram
encontradas nos dois grupos igualmente. O porcentual de
revestimento celular calculado nos dois grupos foi
semelhante. N6dulos de celularidade foram observados
somente no grupo de homoenxertos a fresco.

Conclus6es: Estes dados indicam que os dois grupos
apresentaram desempenho clinico e hemodinamico
semelhante. Ao ecocardiograma o grupo LH apresentou
melhor desempenho, e evidéncias histolégicas de
repopulacgdo celular intersticial e endotelial. Na analise
macro/microscopica, 6ptica/eletronica, o grupo L-Hydro
apresentou macroscopia, estrutura histolégica e
ultraestrutural semelhante ao homoenxerto fresco, a
excecdo de ndédulos de maior celularidade intersticial,
presentes apenas no homoenxerto a fresco.
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Valvas Cardiacas. Ovinos.
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Abstract

Objective: In an effort to make available homografts
preserved in a simpler and less costly way, we evaluated the
polyethyleneglycol, L-Hydro (LH) method, that consists in the
controlled extraction of antigenic substances and the
incorporation of anti-inflammatory and anti-thrombotic agent.

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

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

INTRODUCAO

Diversas enfermidades cardiovasculares, congénitas ou
adquiridas, determinam a necessidade de substituicdo de
valvas cardiacas ou a interposi¢do de condutos valvados.
Estima-se que sdo realizadas anualmente pelo menos 60.000
substitui¢fes valvares nos Estados Unidos da América e
170.000 no mundo [1]. A troca valvar muda a evolucéo da
enfermidade, trazendo nova perspectiva ao paciente, mas
para isto é necessario que tenhamos um substituto valvar
confidvel. Por este motivo, ha mais de 40 anos busca-se um
substituto valvar ideal. As primeiras proteses foram
mecanicas e, em seguida, empregou-se a valva adrtica do
cadaver, retirada assepticamente, usando como meio de
preservacdo a liofilizacdo [2] ou a solucdo de Hanks [3].
Eram os homoenxertos, que demonstraram bons resultados
no curto prazo. A evolugdo foi o conceito de “bioproétese”
[4], que associou material biolégico montado sobre uma
base metalica ou pléastica. As complicagdes inerentes as
proteses mecanicas e bioproteses, como o
tromboembolismo e a degeneragdo, condicionaram o retorno
ao uso dos homoenxertos, porém a dificuldade de sua
obtengdo permaneceu.

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

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

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

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

avaliar uma nova forma de preservacdo, com o uso do
Polietilenoglicol (PEG), que vem sendo empregado no
tratamento de tecidos desde longa data [9]. Para tanto,
comparamos morfoldgica e funcionalmente o homoenxerto
pulmonar tratado pelo PEG, método L-Hydro, com o
homoenxerto pulmonar a fresco implantado
ortotopicamente em carneiros.

METODOS

Selecionamos 14 ovinos da raca Santa Inés (Ovis aries),
com idade entre 4 e 6 meses e peso entre 18 e 32 kg. Os
animais foram submetidos a exame clinico geral por médico
veterinario, e considerados clinicamente sadios para a
intervencdo cirurgica. Na preparagdo dos homoenxertos
usamos ovinos obtidos em abatedouro aprovado pelo
Ministério daAgricultura e pelo Servigo de Inspecéao Federal.

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

e 12 etapa — extracdo dos antigenos ovinos e
mascaramento dos remanescentes sob oxidacdo quimica
controlada pelo uso do &cido polietilenoglicol;

e 2% gtapa — incorporacdo ao enxerto de agente
antinflamatério ndo esteroide (equivalente a aspirina) e de
um agente antitrombotico (equivalente a heparina);

e  3etapa — esterilizacdo do tecido em fase aquosa
de peroxido de hidrogénio (H,0,).

Concluido o processo de preservagdo, 0s enxertos
foram estocados em solucdo de etanol a 50% até sua
utilizacdo. Nos enxertos frescos, os coragdes foram obtidos
em sala cirdrgica contigua, em condicdes estéreis. O tronco
pulmonar foi dissecado desde a sua bifurcagdo até a origem,

283



REY, NA ET AL - Estudo experimental comparativo do enxerto
homélogo pulmonar tratado pelo processo L-Hydro com o
homoenxerto pulmonar a fresco

Rev Bras Cir Cardiovasc 2011;26(2):282-90

preservando-se pequena aba de tecido muscular do
ventriculo direito. Foram colocados em solugdo salina
gelada a 4°C e imediatamente utilizados, caracterizando os
enxertos como “homovitais”.

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

No pés-operatério, 0s animais receberam cuidados de
rotina e antibidticos. Apo6s 7 dias, em condicdes clinicas
satisfatorias, foram transferidos para o biotério, onde
permaneceram em observacao diaria pelo médico veterinario.

Realizaram os exames laboratoriais (hemograma, plaquetas,
célcio, fosforo, DHL), aos 6 e 11 meses e exame ecocardiografico
a0s 7 e 10 meses, avaliando os gradientes pulmonares médio
e maximo, mobilidade e suficiéncia valvar. Aos 320 dias houve
o sacrificio eletivo sob anestesia geral, quando se procedeu a
avaliagdo hemodinamica com o cateter de Swan-Ganz,
analisando pressdo venosa central (PVC), pressdo arterial
pulmonar (PAP), pressao capilar pulmonar (PCP), débito
cardiaco e a arteriografia pulmonar. A seguir, por nova
toracotomia esquerda, a peca foi retirada, procedendo-se a
avaliacdo macroscopica por 3 observadores. Os itens
analisados [10] foram: estenose; insuficiéncia; deiscéncia;
presenca de vegetacOes; roturas/rasgos/abrasdo; trombos nas
cuspides; trombos nos seios de Valsalva; calcificacdo nas
cuspides; calcificacdo em seios de valsalva; flexibilidade,
espessamento e coaptacdo das cuspides. As pecas em seu
conjunto foram radiografadas no mamaografo para avaliar
calcificacdes e enviadas para exame pela microscopia éptica e
eletrdnica, de varredura e de transmisséo.

Todos os experimentos foram realizados no Centro de
Pesquisa da Labcor Laboratérios, mediante a aprovagédo
da Comiss&o Cientifica do Instituto do Coragéo e de Etica
do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de Sao Paulo e seguiram as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacéo Animal (COBEA). Foi adotada
a Némina Anatdmica Veterinaria.

A anélise estatistica foi executada com o auxilio do
programa SPSS versdo 12.0. Os dados continuos foram
apresentados por média e desvio padrdo e os categoricos,
por contagens. Evitou-se o uso de percentuais devido ao
reduzido tamanho dos grupos em estudo. A significancia
estatistica das diferencas observadas foi obtida através do
teste-t de Student de amostras independentes para os dados
continuos, pela anélise de variancia ANOVA e pelo teste
exato de Fisher nos dados catego6ricos. O nivel de
significncia adotado foi de P < 0,05.
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RESULTADOS

O homoenxerto tratado pelo método L-Hydro apresenta
boa maleabilidade, facilidade para a interposi¢do das
suturas e boa hemostasia. Dos 14 animais operados, 3
faleceram até 24 horas. Um dos animais sofreu acidente no
7° dia de pds-operatério, e foi sacrificado. Constituiram-se
dois grupos: Grupo L-Hydro, com sete animais, e Grupo
Controle, com trés animais. Um dos carneiros do grupo L-
Hydro apresentou quadro infeccioso, com aparecimento
de nddulos no pescogo. Tratado com antibidticos, melhorou
e permaneceu em observagao até o tempo final do estudo.
Os outros animais mantiveram-se sem intercorréncias. Na
Tabela 1, apresentamos os dados de peso inicial e final,
ganho ponderal e os exames laboratoriais realizados nos
dois grupos aos 7 e 12 meses. N&o houve diferencas
significativas entre os dois grupos nos exames laboratoriais
e no ganho ponderal. As médias, os erros-padrdo, o nivel
descritivo do teste-t de Student e a analise de variancia
destas varidveis constam da mesma tabela.

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

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

Na avaliacdo macroscopica, 0 caso nimero 1 do grupo
L-Hydro apresentou vegetagdes fibrinosas, parcialmente
calcificadas, localizadas nos seios de Valsalva, com
destruicdo das valvulas. Todos os outros casos dos dois
grupos ndo apresentaram estenose, insuficiéncia,
deiscéncia ou ruptura/abrasdo. Apresentaram também
cUspides flexiveis, coaptadas e ndo espessadas. Presenca
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de trombo em cuspide constatou-se em caso do grupo L-
Hydro, de 2x4 mm, em uma cUspide. N&o identificamos
trombo em cuspide em nenhum caso do grupo controle.
Trombos no seio de Valsalva foram verificados em quatro
casos do grupo L-Hydro e em todos os casos do grupo
controle. Calcificagcdo em vélvulas pulmonares verificou-
se apenas no caso 1 do grupo L-Hydro e em nenhum outro
caso dos dois grupos. Calcificagdo do anel ndo foi verificada
em qualquer dos casos. Fotos da macroscopia estdo na
Figura 1. As varidveis macroscopicas examinadas sao
apresentadas da Tabela 3, analisadas pelo teste exato de
Fisher.

A microscopia Optica revelou clspides pouco retraidas,
com adelgagcamento progressivo em dire¢do a borda livre,
que apresentavam celularidade geralmente escassa ou

ausente e aspecto intensamente eusinéfilo. De forma geral,
a celularidade intersticial predomina nas regides préximas
ao anel e parece mais exuberante na metade voltada para a
luz ventricular (camada ventricular esponjosa); entretanto,
n6dulos de maior celularidade intersticial foram observados
em &reas intermédias das cuspides, nos trés casos controle.
Células atapetando parte da superficie das cUspides foram
observadas em todos 0s casos, a exce¢do do nimero 1, em
ambas as faces (predominando aparentemente na
ventricular), tanto na regido préxima ao anel como na préxima
a borda livre. No caso ndmero 1, grupo L-Hydro, foi
detectado no miocardio cisto parasitario: Sarcocystis spp,
achado frequente em ovinos e néo relaciondvel ao quadro
infeccioso apresentado por este animal. Achados da
microscopia Optica estdo exemplificados na Figura 2.

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

L-Hydro Controle
Variavel n=7 n=3 P P, P,
Idade (meses) 5,410,8 5,8+0,6 0,47*
Peso inicial (Kg) 23,0+4,7 22,3+2,3 0,83*
Peso final (Kg) 40,4+9,3 39,0£2,6 0,81*
Ganho ponderal (Kg) 17,4+6,0 16,7+4,5 0,85*
Dados laboratoriais <0,001** 0,509 0,304
Hematdcrito (%)
7 meses PO 51,3+45,2 51,743,2
11 meses PO 71,34£5,3 75,0£3,5
Hemoglobina (g/dL) 0,022** 0,232 0,737
7 meses PO 13,8+2,1 12,4+1,8
11 meses PO 16,0+1,7 15,2+1,0
Leucaocitos (n°/uL) 0,151** 0,407 0,778
7 meses PO 7.150+2.997 5.817+2.157
11 meses PO 6.357+2.854 4.666+577
Calcio (mg/dL) 0,603** 0.084 0,283
7 meses PO 9,1+0,7 9,940,7
11 meses PO 9,340,6 9,240,4
Fésforo (mg/dL) 0,001** 0,216 0,030
7 meses PO 6,8+0,5 6,8+1,8
11 meses PO 7,6%£0,8 9,2+1,6
DHL (U/L) 0,340** 0,019 0,084
7 meses PO 293+48 389+15
11 meses PO 309142 339+14
Plaquetas (n%uL) 0,153** 0,443 0,545
7 meses PO 607.143+109.653 533.333+175.594
11 meses PO 614.285+106.904 550.000+150.000
Hemacias (n%uL) 0,796** 0,145 0,665
7 meses PO 11.721+4.177 15.200+2.227
11 meses PO 11.857+2.115 14.666+1.528

Os dados sdo apresentados como média+dp

*Significancia estatistica obtida pelo teste t de Student

**QObtida pela Analise de Variancias para medidas repetidas: fator tempo
P, Obtida pela Andlise de Variancias para medidas repetidas: fator grupo
P, Obtida pela Analise de Variancias para medidas repetidas: fator interacéo
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Tabela2. Comparacgdo de variaveis selecionadas entre os grupos L-Hydro e Controle

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

Ecocardiograma
Gradiente méximo pulmonar (mmHg) 0,656** 0,049 0,758
7 meses PO 2,8+2,2 5,4+1,9
10 meses PO 2,8+0,6 5,0+2,3
Gradiente médio pulmonar (mmHg) 0,301** 0,030 0,957
7 meses PO 1,8+1,4 3,4+0,7
10 meses PO 1,4+0,4 3,0+1,2
Pressdo VD (mmHg) <0,001** 0,418 0,506
7 meses PO 18,8+5,7 22,7+3,4
10 meses PO 34,5£5,9 39,6+2,7
Didmetro do enxerto pulmonar 0,335** 0,268 0,826
7 meses PO 21,0£2,2 19,3+0,6
10 meses PO 22,6£2,3 20,316,4
Dados hemodinamicos
PVC (cm de H,0) -0,57£1,31 0,50+0,87 0,24*
PAP (mmHg) 8,00+3,51 8,33+2,08 0,88*
PCP (mmHg) 3,90+0,89 4,50+4,77 0,78*
Débito cardiaco (ml/minuto) 4.35£843 4.393+907 0,56*

Os dados sdo apresentados como médiatdp

*Significancia estatistica obtida pelo teste t de Student

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

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

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

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

Fig. 1 - Avaliag&o macroscépica. A) Grupo L-Hydro: calcificagio
de 1 x Imm subcomissural. Valvulas flexiveis. B) Grupo controle:
trombo organizado no Seio de Valsalva de 5 x 7mm. Valvulas
flexiveis. C) Grupo L-Hydro: trombo organizado na borda de
livre, de 2 x 4mm. Valvulas flexiveis. D) Grupo L-Hydro: valvulas
flexiveis. Circulo amarelo mostra lo local da calcificagdo ou
trombo
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Fig.2 - Microscopia Optica. A) Grupo L-Hydro: trombo em
organizacdo no Seio de Valsalva.B) Grupo controle: nodulos de
maior celularidade. C) Grupo L-Hydro: Valvula com adelgacamento
progressivo em direcdo a borda livre, com celularidade escassa. D)
Grupo L-Hydro: celularidade intersticial predomina nas regifes
préximas ao anel e parece maior na metade voltada para a luz
ventricular. Asteriscos mostram o local do trombo organizado (A) e
local do nédulo de maior celularidade /(B)

A microscopia eletrénica de varredura demonstrou em
todos os casos, a excegdo do caso 1, areas de superficie
pavimentadas por células arredondadas ou alongadas, por
vezes com disposicdo em paralelo, compativeis com células
endoteliais, e que apresentavam 0 aspecto de endotélio
normal de ovinos publicado na literatura. A Figura 3 mostra
0 aspecto encontrado nos NOss0s €asos.
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Tabela 3. Comparagdo de varidveis macroscopicas selecionadas entre os grupos L-Hydro e Controle

L-Hydro Controle
n=7 n=3 P

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

Os dados sdo apresentados como contagens simples nas varidveis categoricas
P — Significancia estatistica obtida pelo teste exato de Fisher

Fig. 3 - Microscopia Eletronica de Varredura. A e B) Grupo L-
Hydro: células poliédricas, de revestimento, endoteliais,
semelhantes a paralelepipedo. C e D) Grupo Homoenxerto a
fresco: mesmo aspecto

A microscopia eletronica de transmissdo demonstrou, em
meio a numerosas fibras de colageno, presenca de células
ultraestruturalmente integras, de formato arredondado ou
alongado (mais comumente), com numerosas projecdes
citoplasmaticas. NUcleo com cromatina condensada na periferia
e citoplasma contendo organelas habituais, notando-se em
algumas, corpusculos elétron-densos. Aspecto ultraestrutural
compativel com células mesenquimais viaveis, provavelmente
fibroblastos. Em quatro casos do grupo L-Hydro, foram
observadas células revestindo parcialmente os folhetos.

Tais células eram semelhantes as descritas anteriormente,
apresentando projeces citoplasmaticas interdigitantes. Em
um destes casos, notou-se presenca focal de membrana basal
abaixo das citadas células e estruturas de juncdo celular
estavam presentes em dois outros casos. Em um destes,

Fig.4 - Microscopia Eletrdnica de Transmisséo. A) Grupo L-Hydro:
células intersticiais preservadas. B) Grupo L-Hydro: abundante
pinocitose e granulos citoplasmaticos eletrodensos nas células
superficiais compativeis com células endoteliais em processo de
diferenciacdo. C) Grupo homoenxerto a fresco: célula intersaticial
alongada bem preservada. Asteriscos ressaltam as células
intersticiais

notou-se a presenca de abundante pinocitose e granulos
citoplasmaticos elétron-densos em algumas destas células
superficiais. Tais aspectos sdo compativeis com células
endoteliais, provavelmente em processo de diferenciacao.
Os achados da microscopia eletrénica de transmissdo estdo
exemplificados na Figura 4. A Tabela 4 resume os achados
da microscopia 6ptica e eletrnica e sdo analisados pelo
teste exato de Fisher.
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Tabela4. Comparagdo de variaveis selecionadas entre os grupos L-Hydro e Controle

L-Hydro Controle
n=7 n=3 P

Microscopia optica

Células superficiais 6 3 0,99
Células inflamatérias 4 1 0,99
Nédulos de maior celularidade 0 3 <0,01
Microscopia eletrnica

Células superficiais MET 4 0 0,20
Células superficiais MEV 6 3 0,99
Células intersticiais MET 7 3 0,99

Os dados sdo apresentados como contagens simples nas variaveis categdricas

P —Significancia estatistica obtida pelo teste exato de Fisher
Células superficiais MET — Presenca de células superficiais na microscopia eletrdnica de transmissao; Células
superficiais MEV - Presenga de células superficiais na microscopia eletrdnica de varredura; Células intersticiais

MET - Presenca de células intersticiais na microscopia eletrénica de transmisséo

DISCUSSAO

A substituicdo valvar ou a interposicdo de condutos
valvados é um problema de grande magnitude, devido a
frequéncia em que sdo necessarias e a sua distribuicdo
geogréafica, que é universal. Impde-se o uso de um
substituto valvar de qualidade, pois dele depende o sucesso
do procedimento cirdrgico. Outros fatores de relevancia
sdo a disponibilidade e o pre¢o. Ao se optar por substituto
valvar bioldgico, o ideal seria podermos usar heteroenxertos,
com alguma forma de tratamento, pela facilidade de
obtencdo, embora a resposta imunoldgica do receptor
anteveja-se maior que para o uso de homoenxertos.

Esta tentativa foi feita utilizando o método Sinergraft
(Cryolife, Inc.), decelularizando heteroenxertos. Apos bons
resultados experimentais, o uso clinico revelou-se
desastroso [11], sendo descontinuado. Permanece o
método sendo empregado em homoenxertos, com bons
resultados publicados [12]. A decelularizacdo de
heteroenxertos pelo &cido deoxicélico (DOA) demonstra
bons resultados experimentais [13] e clinicos com 24 meses
de observacdo [14]. Varios métodos de decelularizagédo
mostram-se promissores, como o dodecilsulfato de soédio
(SDS) empregado em homoenxertos [15], entre outros [16].

O método consagrado, em uso clinico atualmente, a
criopreservacdo, de bons resultados, ainda ndo é o ideal,
pois esharra na complexidade, alto custo, dificuldade de
transporte a regibes afastadas, dificuldade de esterilizacéo
de alguns organismos, e degeneragdo a longo prazo,
principalmente em jovens [17,18]. Enfim, a busca continua.
O método L-Hydro, usando o polietilenoglicol (PEG), ja
testado em outros tipos de tecidos, apresenta-se como 0
mais simples, de baixo custo e pouco sofisticado. A
toxicidade reduzida do PEG foi demonstrada por Wicomb
et al. [19] e esta substancia mostrou-se eficaz quando
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adicionada a solucéo de preservagdo miocéardica, garantindo
a viabilidade funcional do 6rgdo por tempo mais prolongado
do que aquele preconizado com o uso de solucdes
cardioplégicas convencionais [20].

Também ¢ atribuida ao PEG a propriedade
imunossupressora na qual estd fundamentada a
preservacdo L-Hydro. Antigenos que se combinam com o
PEG manifestam reducdo de antigenicidade, como foi
relatado no trabalho de Collins et al. [21]. Nas palavras de
Cheung, “este é um processo que torna as células ndo
viaveis, ndo agredindo a estrutura extracelular, ndo se
preocupando em retirar as células, diferindo da
decelularizacdo”. No nosso estudo, comparamos 0 grupo
L-Hydro com um grupo controle de homoenxertos “a
fresco”, com uso imediato, verdadeiros enxertos
“homovital”. Assim procedemos para termos como
referencial de comparacdo o “padréo ouro” dos enxertos,
ja que trabalhos clinicos publicados com o uso de enxertos
“homovital” mostram excepcionais resultados, atingindo
até 97% de enxertos livres de degeneragdo em 10 anos [22].
Na série de Yacoub, o uso clinico de homoenxertos
“homovital” foi fator independente de reducdo de
mortalidade [22]. Sabemos que qualquer processamento de
enxertos, incluindo a esterilizagdo com antibiéticos de baixa
concentracdo, tem o potencial de alterar a viabilidade, bem
como as propriedades fisicas e antigénicas do tecido [23].
Usamos carneiros jovens, cuja estrutura cardiaca geral e
valvas se assemelha a humana [24], e que sdo tradicionais
modelos de investigagdo [25], pois apresentam calcificacdes
precocemente. Um fator que se tem que levar em conta na
analise dos resultados é a baixa reagdo antigénica dos
carneiros, por exemplo, usa-se sangue entre 0s animais sem
testar o sistema ABO/Rh, sem qualquer consequéncia
danosa. N&o sabemos quanto este fato possa influenciar
na repopulagdo encontrada, j& que um dos mecanismos
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estabelecidos clinicamente para a degeneragdo €, sem
duvida, a reacdo antigénica [18]. O numero de carneiros
obedeceu a International Standard Organization - 1SO
5840, 32 Edicdo, publicada em 1996 e revista em 2005.
Tivemos 3 Gbitos imediatos e o carneiro sacrificado aos 7
dias (sofreu acidente desarticulando o membro anterior
esquerdo) foi necropsiado, apresentando o enxerto em boas
condi¢des. Nossos resultados ecocardiogréaficos
demonstraram que a conservagdo L-Hydro foi mais
favoravel que a “a fresco/homovital”, propiciando
gradientes menores aos 10 meses. A microscopia Optica
mostrou “nédulos de maior celularidade” somente nos
homoenxertos frescos, sendo este um achado encontrado
na literatura [26], e que atribuimos a uma recelularizago via
hematica, que o método L-Hydro ndo proporcionou. Os
modelos animais, embora com anatomia muito semelhante
a humana, possuem antigenicidade diferente, o que pode
levar a resultados ndo reprodutiveis quando do uso clinico.

CONCLUSOES

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

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

e O homoenxerto tratado pelo PEG apresentou
evidéncias histolégicas de repopulagéo celular intersticial
e endotelial;

¢ O homoenxerto tratado pelo PEG apresentou estrutura
histol6gica e ultraestrutural semelhante ao homoenxerto a
fresco, a excecdo de nédulos de maior celularidade
intersticial, presentes apenas no homoenxerto a fresco.
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