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MARINA AUGUSTO HEUSCHKEL

Valvulopatias sdo doencas que afetam a funcionalidade das valvulas cardiacas e o
tratamento cirargico é realizado por meio da utilizacao de substitutos valvares. Dentre
estes, as bioproteses convencionais apresentam limitacées relacionadas a ruptura e
a calcificagdo. Nesse contexto, visando o desenvolvimento de biopréteses valvares
gue superem estas limitacdes, o estudo busca avaliar a integridade estrutural e a
biocompatibilidade do pericardio bovino (PB) apo0s processo de descelularizagédo
branda com solucdo de dodecil sulfato de sddio (SDS) 0,1%. A eficacia da
descelularizacdo dos PBs foi avaliada por meio da extragdo do DNA gendmico
seguido por quantificacdo e eletroforese em gel de agarose, coloracdo de
Hematoxilina/Eosina (H&E) e marcacdo nuclear com 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI).
Ensaios de imunofluorescéncia foram realizados para a visualizacdo das proteinas da
matriz extracelular (MEC) e do xenoantigeno imunogénico galactose-alfa-1,3-
galactose (alfa-gal). A biocompatibilidade do tecido foi avaliada através do seu cultivo
com ceélulas-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo (aCTMs) humano.
Assim, o processo de descelularizacdo tecidual promoveu reducdo média de 77% da
quantidade de DNA das amostras. Nucleos celulares ndo foram visiveis nas coloracdes
de H&E e DAPI, apesar da presenca de bandas de DNA maiores que 200 pb no gel de
agarose. O conteldo e a disposicdo dos colagenos |, I, IV, decorina e elastina ndo
foram alterados com a descelularizacdo. Porém, laminina e lumicam apresentaram
marcacao reduzida no tecido descelularizado, assim como a proteina de citoesqueleto
vimentina. Foi observado por microscopia eletrénica de varredura um afrouxamento
das fibras da face fibrosa do tecido descelularizado em comparacéo ao tecido fresco.
Além disso, os PBs descelularizados apresentaram-se negativos para o antigeno alfa-
gal e ndo-citotoxicos in vitro. Por fim, a andlise de biocompatibilidade demonstrou a
aderéncia das aCTMs ao tecido descelularizado apos 24 h em cultivo e um arcabouco
tecidual repopulado apdés 7 dias em cultura. Em conjunto estas caracteristicas indicam
gue a descelularizacéo branda do PB com solucéo de SDS 0,1% permite a obtencéo
de um arcabouco tecidual adequado para o repovoamento celular e para o
desenvolvimento de bioproteses valvares.

Palavras-chave: Bioprotese valvares, Descelularizacédo, Pericardio Bovino, Matriz
Extracelular
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ABSTRACT

MARINA AUGUSTO HEUSCHKEL

Valvulopathies are diseases that affect the functionality of the heart valves and the
surgical treatment is performed through the use of valvar substitutes. Among these,
conventional bioprosthesis present limitations related to its rupture and calcification. In
this context, aiming the development of a valvular bioprostheses that overcome these
limitations, the porpuse of this study is to evaluate the structural integrity and
biocompatibility of the bovine pericardium (BP) after a soft decellularization process
with a sodium dodecyl sulfate solution (SDS) 0.1%. The efficacy of BP decellularization
was accessed by extracting genomic DNA followed by agarose gel electrophoresis,
Hematoxylin/Eosin staining (H&E) and nuclear labeling with 4',6-diamino-2-
phenylindole (DAPI). Immunofluorescence was performed in order to visualize the
proteins of the extracellular matrix (ECM) and the immunogenic Xxenoantigen
galactose-alpha-1,3-galactose (alpha-gal), found on the membrane of mammalian
cells except humans and higher primates. The biocompatibility of the tissue was
evaluated by its culture with Mesenchymal Stem Cells derived from human adipose
tissue (MSC). Thus, decellularization process promoted a mean reduction of 77% of
the amount of DNA in the samples. Cell nuclei were not visible in H&E and DAPI
staining, despite the presence of DNA bands larger than 200 bp in the agarose gel.
The content and arrangement of collagens I, 111, 1V, decorin and elastin were not altered
with the decellularization. However, laminin and lumicam exhibited reduced tissue
labeling after decellularization, as well as the cytoskeleton protein vimentin. Scanning
electron microscopy showed a loosening of the fibers on the fibrous face of the
decellularized tissue compared to the fresh one. In addition, the decellularized BPs
were negative for the alpha-gal antigen and non-cytotoxic in vitro. Finally, the
biocompatibility analysis demonstrated an adhesion of the MSCs to the decellularized
tissue after 24 h in culture and a tissue scaffold repopulated after 7 days. Together,
these characteristics indicate that the soft BP decellularization with SDS 0,1% solution
allows the acquirement of a suitable scaffold for cell repopulation and for the
development of valvular bioprostheses

Key words: Valvular bioprothesis, Decellularization, Bovine pericardium, Extracellular
matrix
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1 INTRODUCAO

1.1 O CORACAO HUMANO

O coracdo é um 6rgdo muscular que bombeia sangue rico em oxigénio para
todo o corpo, permitindo que o0s outros Orgdos trabalhem eficientemente. Ele
apresenta quatro camaras internas. Do lado esquerdo encontram-se o ventriculo e o
atrio esquerdo e entre eles a valvula mitral ou bicuspide. Da mesma maneira, do lado
direito esta a valvula tricispide separando o ventriculo e o atrio direito, como ilustrado
na FIGURA 1.1 (SILVERTHORN, 2010).

—_— Artéria Aorta

. . Artéria pulmonar
Veia cava superior

Atrio esquerdo

Veia pulmonar

Atrio direito
— Valvula aértica
Valvula pulmonar \\\ Valvula bictspide
_ R\
Valvula tricispide t A\ <
\ ; \ N Z - Ventriculo esquerdo
Ventriculo direito Septo interventricular

Veia cava inferior «——— JJ

Figura 1.1. Coracdo humano. A imagem ilustra a posicdo das valvulas cardiacas.
FONTE: Adaptado de http://smart.servier.com/

A cada contracdo do coracdo, o sangue desoxigenado retornando do corpo
preenche o atrio direito, permitindo que a valvula tricispide se abra e o sangue flua
para o ventriculo direito para mais tarde ser bombeado para os pulmdes pela artéria
pulmonar através da valvula pulmonar. Uma vez que o sangue é reoxigenado nos
pulmdes ele é direcionado ao atrio esquerdo e bombeado através da valvula bicuspide
para o ventriculo esquerdo. O ventriculo esquerdo entdo contrai forcando o sangue a
passar pela valvula aortica na artéria adrtica, iniciando um novo ciclo (SILVERTHORN,
2010).

Em condigbes fisiologicas normais, as quatro valvulas cardiacas funcionam

como estruturas mecanicas que asseguram gue o sangue circule unidirecionalmente
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(SILVERTHORN, 2010). O desempenho adequado das valvulas requer que todos os
seus componentes estejam estruturalmente intactos e trabalhando em sincronia,
estabelecendo a resisténcia mecanica necessaria para suportar a pressao exercida

pelo fluxo sanguineo na valvula (SHOEN, 2005).

1.2 AS VALVULAS CARDIACAS

As vélvulas cardiacas podem ser classificadas como atrioventriculares (tricuspide
e bicuspide) ou semilunares (pulmonar e adrtica). As atrioventriculares estéo
posicionadas sobre um anel fibroso de maneira que durante a sistole possam impedir
o retorno do sangue dos ventriculos para os atrios. Elas séo constituidas por cuspides
de tamanho e extensdo variaveis, presas por cordas tendineas aos musculos
papilares (ANDERSON, 2000), como indicado na FIGURA 1.2.

Atrio Valvula tricuspide
direito % — R P
Cordas tendineas
Ventriculo Musculo papilar
direito

“\

Figura 1.2. Anatomia da valvula tricuspide.
FONTE: Adaptado de CARPENTIER, 1969.

As vélvulas semilunares, por sua vez, impedem o retorno de sangue das artérias
aorta e pulmonar para os ventriculos durante a diastole (relaxamento da musculatura
ventricular). Ao contrario das véalvulas atrioventriculares, estas ndo possuem um anel
de suporte. As estruturas centrais da valvula adrtica sédo os trés folhetos adrticos, os
quais estao aderidos as paredes do tronco aértico (regido proximal da artéria aorta),
ou conduto (ANDERSON, 2000), como mostrado na FIGURA 1.3.
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Figura 1.3. Foto e corte histolégico ilustrativos da estrutura das vélvulas
semilunares. A imagem evidencia as estruturas de uma valvula cardiaca: conduto
(1), miocardio (2) e cuspides (3). A) Valvula adrtica dissecada. B) Valvula adrtica com
corte longitudinal. C) Corte histolégico da valvula adrtica.

A estrutura da cuspide de uma valvula cardiaca consiste em matriz extracelular
(MEC) recoberta por uma monocamada de células endoteliais em ambos os lados e
células intersticiais. Os componentes da MEC valvar incluem: colageno fibrilar, fibras
elasticas e proteoglicanos, os quais distinguem as diferentes camadas da cuspide e
correspondem a 60%, 10% e 30%, respectivamente (LATIF et al., 2005, KUNZELMAN
et al., 1993).

O colageno € o componente mais abundante da MEC da valvula cardiaca e
esta presente nos tipos I, lll e V, formando as caracteristicas fibras onduladas de
disperséo paralela do tecido. Bioguimicamente, uma valvula saudavel contém 74% de
colageno do tipo I, 24% do tipo Il e 2% de colageno V (COLE et al, 1984). Entrelacada
as fibras de colageno estad a elastina, que funciona como uma mola, colocando
pressdo na camada ventricular para que o colageno volte a sua posi¢ao original depois
que o movimento da cuspide foi finalizado (LATIF et al, 2005). Os glicosaminoglicanos
(GAGSs) sédo polissacarideos gque se ligam covalentemente a residuos de serina de
uma proteina core, resultando em moléculas chamadas proteoglicanos. Tais
componentes da MEC podem interagir com o colageno colaborando com a
elasticidade do tecido, resisténcia essa que pode ser diretamente relacionada a
capacidade de resisténcia a pressédo (LATIF et al,. 2005). Da mesma maneira, ja foi
reportado que a sua perda pode resultar na rigidez da MEC, diminuicdo da espessura
e capacidade de reidratacdo da cuspide que implicara diretamente na sua
susceptibilidade a falha (VYAVAHARE et al., 1998, LOVEKAMP et al, 2006).
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1.3 VALVULOPATIAS

As doencas cardiovasculares sédo a principal causa de mortes no mundo, com
uma estimativa de 17,7 milhdes de 6bitos por ano, o que significa cerca de 31% do
total de mortes (WHO, 2015). Dentro desse conjunto de doencas estdo as
valvulopatias, as quais afetam a funcionalidade das valvulas cardiacas e podem ser
categorizadas basicamente em: regurgitamento, estenose e atresia.

O regurgitamento acontece quando a valvula ndo se fecha forte o suficiente e
0 sangue retorna a camara anterior. Uma estrutura anormal da valvula ou o seu
enfraquecimento pode causar o problema. No entanto, a patologia também pode
ocorrer como um efeito secundério de infeccbes ou presséo arterial alta (NIH, 2015).

O enrijecimento ou aumento da espessura da valvula cardiaca faz com que a
estenose ocorra. Isso impede que a valvula se abra completamente e, como
consequéncia, uma quantidade insuficiente de sangue € capaz de passar pela
estrutura. O resultado, no caso da valvula adrtica, por exemplo, é um aumento na
pressdo do ventriculo esquerdo durante o ciclo cardiaco, o que tem como efeito
compensatorio a hipertrofia do ventriculo esquerdo que aumenta ainda mais a
demanda dos componentes cardiacos. Algumas valvulas podem apresentar tanto
regurgitamento quanto estenose. Por fim, a atresia ocorre se uma valvula cardiaca
nao possuir qualquer tipo de abertura para o sangue passar (NIH, 2015).

Algumas pessoas nascem com valvulopatias e outras adquirem no decorrer da
vida. Se a doenca valvular se desenvolver antes do nascimento, ela € chamada de
congénita e geralmente envolve a valvula pulmonar ou aértica. Ja as valvulopatias
adquiridas, ou seja, aqguelas que se manifestam em outras fases da vida, estdo
relacionadas a valvula aortica ou bicuspide. Muitos dos individuos afetados néo
apresentam sintomas, porém, para outros, se a doenca ndo for tratada
adequadamente, pode levar a insuficiéncia ou ataque cardiaco, codgulos sanguineos
ou morte por parada cardiaca subita (NIH, 2015).

Apesar da prevaléncia de tais doencas ser baixa, se comparada as doencas
coronarias, a necessidade de um longo periodo de acompanhamento e o proprio custo
do tratamento faz com que o seu impacto econdémico nos sistemas de saude seja
bastante elevado (COFFEY et al., 2015). Além disso, a significativa associa¢ao entre
valvulopatias e idade, combinada ao rapido envelhecimento da populagéo ao redor do
mundo, faz com que as valvulopatias sejam descritas como a “préxima epidemia

cardiaca” (D’ARCY et al., 2011).
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A estimativa da prevaléncia geral de tais doencas em paises industrializados &
baseada em um estudo populacional realizado nos Estados Unidos, o qual incluiu
11.911 individuos submetidos ao exame ecocardiografico. Assim, a prevaléncia de
doencas valvares foi estimada em 2,5%, sem diferenca entre géneros. Também foi
constatado que a prevaléncia aumentou com a idade; <2% antes dos 65 anos — 13,2%
depois dos 75 anos, conforme demonstrado na FIGURA 1.4 (NKOMO et al., 2006).
Além disso, no ultimo relatério de estatisticas relacionadas a doencas cardiacas da
Associacdo Americana do Coracdo estimou-se que tais doencas tenham causado
22.144 mortes nos Estados Unidos (GO et al., 2013).

14 =—Jl— Todas as valvulopatias
- Doengas da valvula mitral

——@— Doencas da valvula adrtica

Prevaléncia de valvulopatias (%)

I
<45 45-54 55-54 65-74 =75

Idade {anos)

Figura 1.4. Prevaléncia das valvulopatias de acordo com a idade. Segundo o
grafico é possivel observar de maneira geral o aumento da prevaléncia das
valvulopatias de acordo com o avanco da idade.

FONTE: Adaptado de NKOMO et al., 2006.

De acordo com IUNG et al (2003), dentre as causas de valvulopatias, a
estenose aortica (EA) foi a causa mais frequente (43%), seguida de regurgitamento
da valvula bicuspide (RB) (32%), regurgitamento aortico (RA) (13%) e estenose da
valvula bicuspide (EB) (12%). Por sua vez, dentre as etiologias dessas complicacoes,
a degeneracéo foi a causa mais frequente, exceto para a EB, conforme ilustrado na
FIGURA 1.5.
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Figura 1.5. Distribuicdo das etiologias de acordo com o tipo de valvulopatia. (EA)
estenose aodrtica; (RA) regurgitamento aortico; (RB) regurgitamento da valvula
bicuspide; (EB) estenose da valvula bicuspide.

FONTE: Adaptado de IUNG et al., 2003.

Em contraste, existe uma grande diferenca na epidemiologia das doencas
valvares nos paises em desenvolvimento, 0 que esta principalmente relacionado a
sua etiologia. Nesses paises, a doenc¢a reumatica do coracdo permanece como a
principal causa da doenca, contrapondo-se as causas degenerativas, visto que a
expectativa de vida é geralmente menor para essas populacdes. Em um estudo
conduzido na Africa do Sul, por exemplo, ela foi responsavel por 72% das
valvulopatias entre 2006-2007 (SLIWA et al., 2010). A predominancia da doenca
reumatica cardiaca € consequéncia da incidéncia da febre reumatica aguda nesses
paises, estimada entre 5-50 por 100.000 pessoas por ano (TIBAZARWA et al., 2008).

A epidemiologia das valvulopatias possui efeito direto no gerenciamento de
pacientes. De maneira geral, o tratamento dessas doencas varia desde medicacdes,
na maioria das vezes paliativas, a intervencdes cirlrgicas que permitem substituir o
tecido danificado através de enxertos ou transplantes (LAM & WU, 2012). Assim, 0
aumento contemporaneo da incidéncia das doencas valvares é atestado por grandes
bancos de dados cirargicos, que relatam aumento da porcentagem de cirurgia de
substituicdo valvar durante a ultima década na Europa, Estados Unidos e Canada
(IUNG & VEHANIAN, 2014).

1.4 PROTESES CARDIACAS

Uma das alternativas de tratamento para as doencas valvares cardiacas € a
substituicdo das mesmas. Atualmente existem disponiveis no mercado diferentes

tipos de proteses valvares, com tamanhos variados e fabricadas a partir de diversos
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tipos de materiais. Basicamente, elas podem ser dividias em: valvulas mecanicas;
sintetizadas a partir de material sintético; ou valvulas biologicas, manufaturadas com
tecido de origem animal como o tecido porcino, bovino ou humano proveniente de
cadaveres. Aproximadamente 90.000 substitutos valvares s&o implantados nos
Estados Unidos e estima-se que cerca de 2,8 milhdes no mundo a cada ano, sendo a
propor¢cdo entre implantes mecéanicos e biologicos bastante similar (PIBAROT &
DUMESNIL, 2009).

Independentemente do tipo de valvula escolhida, o substituto ideal deve ser
semelhante a valvula nativa, permitindo o fluxo continuo de sangue quando aberta,
mas evitando o fluxo contrario (regurgitacdo) quando fechada. A véalvula de
substituicdo também néo deve causar fluxo sanguineo turbulento, promover hemolise
ou ativar a cascata de coagulacdo. Além disso, necessita ser biocompativel, com
superficies ndo trombogénicas, de facil implantacédo e boa durabilidade para o tempo
de vida do paciente, uma vez que é fundamental evitar repetidas operacdes devido a
falha do dispositivo. Finalmente, a valvula ideal ndo deve afetar o dia-a-dia do
paciente, evitando o uso de terapias de anticoagulantes (SCHOEN & LEVY, 1999).

1.4.1 Préteses valvares mecanicas

Como descrito no primeiro relato historico, os primeiros implantes utilizados
foram os mecanicos, na década de 50. Dr. Charles Hungnagel, em 1952, foi o pioneiro
ao utilizar esse tipo de abordagem clinica, com a utilizacdo de uma valvula de bola de
acrilico implantada na artéria aorta do paciente (FIGURA 1.6-C).

Figura 1.6. Tipos de valvulas cardiacas mecénicas. A- Valvula de folheto duplo,
B- Valvula de disco, C- Valvula de gaiola.
FONTE: Adaptado de PIBAROT & DUMESNIL, 2009.
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Nos anos 60, o avango no design mecanico das valvulas e a introducdo do
carbono pirolitico trouxeram ao mercado o conceito da valvula de disco como
substituto da valvula de gaiola (FIGURA 1.6-B). Tal valvula possui um disco circular
anico, que regula o fluxo. Finalmente, o ultimo tipo de valvula a ser desenvolvido e
ainda utilizado, € a de folheto duplo, no final dos anos 60. Elas sao formadas por um
duplo folheto que forma angulos com o fluxo sanguineo de maneira independente
(FIGURA 1.6-A). Isso faz com que elas sejam as estruturas com o fluxo hemodinamico
mais semelhante a valvula humana nativa (NEWELL, 2010).

A escolha do tipo de bioprotese a ser utilizada depende das condicbes do
paciente e também da preferéncia do cirurgido. Apesar das valvulas mecéanicas
apresentarem boa durabilidade, elas ainda apresentam o risco de tromboembolismo
e a necessidade de tratamento anticoagulante durante a vida do paciente. Além disso,
no caso de criancas, tais biopréteses apresentam maiores taxas de calcificacdo e nao
acompanham o crescimento do paciente, sendo necessario fazer trocas valvares
repetidas com o passar dos anos (SCHOEN & LEVY, 1999; PIBAROT & DUMESNIL,
2009).

1.4.2 Proteses valvares bioldgicas

Poucos anos ap0s 0s primeiros sucessos das valvulas mecanicas, as valvulas
biolégicas comecaram a ser desenvolvidas, principalmente como uma alternativa ao
uso de anticoagulantes. Em 1956, Dr. Murray, em Toronto, fez a primeira cirurgia de
transplante de um homoenxerto (implante de um tecido de outro membro da mesma
espécie) na aorta descendente de um paciente, o que possibilitou a utilizacdo de
homoenxertos como fonte de substituicdo valvar (MURTRA, 2002).

Mais tarde, a insuficiéncia de véalvulas homologas para todos os pacientes
trouxe a pesquisa para uma linha de fontes alternativas, como os heteroenxertos. Em
1965, Carpentier e Duran implantaram a primeira valvula adrtica porcina, preservada
inicialmente em mercurio-cromo e depois em formalina. Poucos anos depois, em
1967, Marian lonescu usou um suporte rigido de titanio para montar as valvulas
porcinas e também valvulas confeccionadas com pericéardio, introduzindo o conceito
de valvulas bioldgicas hibridas, ou seja, préteses cardiacas de tecido bioldgico
montadas sobre um “stent” (MURTRA, 2002).

Apesar dos avancgos, os primeiros resultados clinicos de homo e heteroenxertos em

“stent” foram ruins. Os métodos inadequados de preservacdo, combinados ao
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estresse excessivo devido a pressao gerada, fez com que os tecidos falhassem
precocemente. Até que em 1968, Alan Carpentier adotou como fixador tecidual o
glutaraldeido (GA), usado para tingir couro e aumentar a formacdo de ligacdes
cruzadas entre cadeias de colagenos. Assim, os tecidos tiveram sua resisténcia
aumentada devido a preservacao das fibras de colageno, além de reducdo da sua
antigenicidade. A primeira valvula produzida a partir de pericardio bovino (PB) fixada
em GA foi desenvolvida por lonescu no inicio da década de 70 (MURTRA, 2002). Por
fim, o Udltimo avanco da bioengenharia tecidual foi a valvula transcateter. O seu
implante se da por meio de um cateter cardiaco, o que reduz as complicacdes
relacionadas ao acesso vascular de uma cirurgia normal. Apesar de promissora, essa
técnica ainda se mantém sob investigacdo experimental (PIBAROT & DUMESNIL,
2009).

Sendo assim, atualmente estdo aprovados pelo FDA trés tipos de biopréteses
valvares bioldgicas: valvulas de PB, valvulas porcinas (com ou sem “stent”) e também
homoenxertos (FIGURA 1.7). Os seus beneficios incluem: trombogenicidade
reduzida, inexisténcia de ruido produzido pela valvula em movimento e curto periodo
de terapia anticoagulante. Apesar disso, valvulas de tecido ainda nao sao
consideradas ideais visto que a sua durabilidade é de 15-20 anos e as falhas
geralmente ocorrem devido a deterioracdo, desgaste dos folhetos ou calcificacédo
(SAPIRSTEIN & SMITH, 2001).

-

Figura 1.7. Tipos de vélvulas cardiacas bioldgicas constituidas por
heteroenxerto. A) Valvula de pericardio bovino com stent, B) Valvula porcina com
stent, C) Valvula porcina sem stent.

FONTE: Adaptado de www.lifeisnow.com

A fim de suprimir a resposta imune do corpo ao tecido estranho, as valvulas
biolégicas devem ser tratadas antes da implantagdo. O tratamento padrdo usa GA
como fixador, bloqueando sitios imunes responsivos e estabilizando o tecido. Embora

este tratamento seja necessario, ele também demonstrou contribuir com a calcificacao
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da valvula, levando a sua falha. O design da valvula € outro fator importante, visto que
a maioria das biopréteses estd montada em “stents”, os quais possuem regides
sujeitas ao aumento de tensdes, por exemplo, no ponto de suturas no anel, o que
poderia favorecer ainda mais a calcificacdo e formacéo de trombos (SIDDIQUI et al.,
2009).

1.5 MATRIZ EXTRACELULAR E ENGENHARIA DE TECIDOS

1.5.1 Estrutura e funcdo da matriz extracelular

A MEC é arede de componentes ndo celulares altamente organizada presente
em todos os orgaos e tecidos. O seu papel de meramente um suporte, ou “scaffold”
fisico, foi estendido a uma estrutura dinamica que fornece sinais a células adjacentes
determinando suas fung¢des, incluindo a diferenciagdo, migragéo e proliferagéo celular
(THEOCHARIS et al.,, 2016, FRANTZ et al., 2010). Proteinas da MEC interagem
diretamente com os receptores de superficie celular e iniciam vias de transducédo de
sinais. Assim, a MEC é considerada uma estrutura ndo estatica, constantemente
sendo remodelada por um fino balanco entre a sintese de seus componentes e a sua
degradacédo, através das metaloproteases (LATIF et al.,, 2005). Dessa maneira, a
ruptura da quantidade relativa das proteinas da MEC ou suas interacbes possui
consequéncias importantes para o comportamento e destino das células dentro de um
tecido (MOUW et al., 2014).

Sua composi¢do € basicamente agua, proteinas e polissacarideos, porém a
proporcao e distribuicdo de tais elementos pode variar muito entre um tecido e outro
e até mesmo dentro de um mesmo tecido, sendo dessa maneira uma estrutura
altamente heterogénea. E justamente essa heterogeneidade de moléculas a
responsavel pelas propriedades fisicas e bioquimicas de um érgado, de forma que a
MEC cria especificidades de resisténcia, elasticidade e tracdo de um tecido (FRANTZ
et al., 2010).

Os constituintes primarios da MEC sdo as proteinas estruturais (como
colagenos, fibronectina e elastina), proteinas especializadas (como fatores de
crescimento, glicoproteinas) e proteoglicanos (DALEY et al., 2008). Constituindo
aproximadamente 30% do conteudo da MEC, os colagenos sdo 0s componentes mais
abundantes, com cerca de 30 proteinas distintas (ROZARIO & DeSIMONE, 2010;

HEINO, 2007). Essas moléculas sao secretadas principalmente pelos fibroblastos e
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podem formar diversos tipos de alinhamentos fibréticos. Tais fibras sdo especificas
dos coladgenos |, Il, 1ll, V e Xl e a sua estrutura tem grande impacto na tracdo e
resisténcia dos tecidos. Ainda, associadas a formacédo de fibras, estdo outras
proteinas da MEC como a decorina e a fiboromodulina (BADYLAK et al, 2009). Apesar
de haver diversos tipos de colageno dentro de um tecido, geralmente um é
predominante. Por exemplo, colageno | é o que prevalece nos tenddes e pele, Il é
encontrado na cartilagem e cérnea e lll estd presente principalmente nos vasos
sanguineos (BOSMAN & STAMENKOVIC, 2003).

Associado ao colageno esta a elastina. As fibras de elastina permitem que o
tecido volte a conformagdo normal ap6és um alongamento repentino.
Fundamentalmente, o alongamento de elastina € limitado pela estreita associagédo
com as fibrilas de colageno. Outro importante componente da MEC ¢é a glicoproteina
fibronectina, a qual esta localizada na membrana basal, com fungcdo intimamente
envolvida na organizagdo da matriz e também como mediador na ancoragem de
células (FRANTZ et al., 2010). Sua disposicdo € semelhante a do colageno, além
disso, esta ligada a receptores de superficie celular, como as integrinas. Assim como
a fibronectina, a glicoproteina laminina, também presente na membrana basal, tem a
capacidade de se ligar as células facilitando a sua adeséo. Além disso também tem
um papel vital em diversos outros processos como diferenciagdo e migracao celular
(KULAR et al, 2014).

Os proteoglicanos sdo macromoléculas compostas por GAGs covalentemente
ligados a um core proteico. Essas estruturas sdo capazes de interagir através das
proteinas core ou GAGs das cadeias laterais com outras moléculas da MEC, atuando
funcionalmente nas propriedades de sinalizacdo celular, proliferacdo, migracéo,
diferenciacéo, apoptose e adesédo celular. A decorina, por exemplo, se liga as fibras
de colageno participando no seu alinhamento e também fibrinogenese (THEOCHARIS
et al, 2016).

Dessa maneira, a MEC esta intimamente ligada ao comportamento das células
em sua superficie. Através de suas propriedades biofisicas, mecéanicas e bioquimicas,
especificas de cada tecido, capaz de regular o comportamento e o destino destas
células, bem como do tecido como um todo. Portanto, compreender a estrutura da
MEC é de extrema importancia para a compreensdo dos mecanismos que regem as

respostas bioldgicas ocorridas no tecido.
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1.5.2 O uso da matriz extracelular e de células-tronco na engenharia de
tecidos

A engenharia de tecidos € a area da biotecnologia que busca
desenvolver/manipular moléculas, células, tecidos, ou érgaos para a producdo de
tecidos em laboratério. Um dos pontos principais que deve ser ressaltado inclui o tipo
de célula e de substrato que serd usado para “criar o tecido artificial”. Muitas
estratégias utilizam arcaboucos biolégicos com a MEC preservada, a fim de facilitar a
organizacgédo e diferenciacdo das células ali cultivadas para finalmente formar tecidos
tridimensionais funcionais (DALEY et al., 2008).

Assim, a MEC € uma fonte particularmente rica de sinais, atuando como
suporte estrutural, com um reservatoério de fatores de crescimento e sinais mecanicos.
As estratégias classicas de engenharia de tecidos visam recriar este ambiente da
MEC de maneira a direcionar o comportamento celular no arcabouco de escolha, com
0 objetivo final de implantacéo no local de lesdes ou doencas para restaurar a funcao
do tecido. Idealmente, um microambiente serd formado por uma matriz que induz
determinado comportamento celular e as células por sua vez, respondem
remodelando o substrato, estabelecendo um ciclo de feedback dindmico que modifica
a MEC de acordo com as necessidades de mudanca da célula, permitindo que as
células do arcabouco possam ditar o processo de reparo (SANDELACRUZ &
KAPLAN, 2009).

Além da MEC, outro ponto principal a ser considerado no desenvolvimento
de um tecido artificial € a fonte das células que serdo cultivadas sobre ele. Essas
células irdo preencher a MEC fazendo conexdes intercelulares, integrando com
tecidos nativos, mantendo a homeostase e suporte metabdlico (ALREFAI et al., 2015).
Células diferenciadas foram e ainda sdo extensivamente utilizadas na reconstrucao
de tecidos, com taxas de sucesso bastante variadas. Porém, as células-tronco, e mais
recentemente, as células-tronco adultas se tornaram a principal fonte de escolha nas
estratégias de repopulacdo das matrizes.

As células-tronco séo células com a capacidade de se autorrenovar e com
potencial de diferenciacdo. A autorrenovacao € a caracteristica de se manter por meio
de inumeros ciclos de divisdo celular, enquanto o potencial de diferenciacéo se refere
a capacidade de se tornar células ou tecidos especificos de acordo com os estimulos
recebidos. As células-tronco de mamiferos séo categorizadas com base na fonte da

qual sdo derivadas: células-tronco embrionarias, sdo aquelas derivadas de
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blastocistos; células-tronco adultas, encontradas nos tecidos em etapas mais
adiantadas do desenvolvimento embrionario e no adulto; e células-tronco
pluripotentes induzidas, que s&o células-tronco pluripotentes artificialmente derivadas
de uma célula somética adulta (LIU et al., 2012).

Nesse contexto, as células-tronco mesenquimais derivadas de tecido adiposo
humano (aCTMs) sdo uma opcao bastante interessante para a repopulagédo da MEC
de arcaboucos bioldgicos. Essas células podem ser de origem autéloga, o que tem
sido o foco central da pesquisa na area da bioengenharia, tendo em vista a reducao
do potencial de rejeicdo e também da modulacéo da reacado inflamatéria. Além disso,
possuem a vantagem de obtencdo em larga escala usando técnicas minimamente
invasivas (ZUK et al., 2001). Estudos também sugerem que a multipoténcia dessas
células aliada a eficiéncia proliferativa podem promover a producdo de colageno e
também diferenciacdo em células musculares lisas ou endoteliais (PARK et al., 2008;
TOBITA et al., 2011; MATHAPATI et al., 2014).

Além das células e do arcabouco biologico, uma quantidade suficiente de
nutrientes e oxigénio para o material e células transplantadas é vital para a
sobrevivéncia e manutencao do tecido. Além disso, sem uma oferta suficiente, apenas
um pequeno numero de células pré-semeadas no tecido sobreviveria ou migraria para
o tecido circundante, ressaltando a importancia da formagéo de uma rede vascular no
sitio do material transplantado. Esse processo de geracdo de novos vasos €
denominado neovascularizacdo e pode ser considerado um dos principais desafios

enfrentados pela engenharia de tecido no momento (HOSSEINKHANI et al., 2013).

1.6 O USO DO PERICARDIO BOVINO NAS PROTESES VALVARES

Pericardio é a membrana tecidual que envolve externamente o cora¢géo. Possui
multiplas fun¢des, como a manutencéo da posi¢do anatdmica do coracdo, prevenindo
a sua dilatacdo e a adesao dos tecidos adjacentes ao 6rgao. Além disso, ele pode ser
utilizado como uma fonte de biomaterial para uso em biopréteses, incluindo as
préteses valvares (IAZZO, 2005).

O pericardio € composto por duas faces: fibrosa e serosa. A face fibrosa é a
gue fica em contato com o epicardio (camada mais externa de tecido conjuntivo
cardiaco) e pode ser dividida em parietal e visceral. A face serosa é a face mais
externa (FIGURA 1.8). Uma vez que o lado fibroso é sempre selecionado na

manufatura das valvulas cardiacas para servir como face de contato com o fluxo
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sanguineo, é sistematicamente referida como “inflow”, por consequéncia, a camada
serosa € referido como “outflow”. Entre essas duas camadas estd a cavidade
pericardial, a qual contém o liquido de lubrificacdo pericardico. O tecido do PB é
essencialmente constituido por tecido conjuntivo com células mesoteliais e é
composto primariamente por colageno | (aproximadamente 90%), elastina (5%),

glicoproteinas e GAGs (GAUVIN et al., 2013; IAZZO, 2005).

Pericardio

|
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Fibrosa

Pericardio parietal
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' Fluido pericardico

Pericardio

Figura 1.8. Camadas do pericardio bovino. A imagem evidencia as duas faces do
pericardio: serosa e fibrosa.
FONTE: Adaptado de https://socratic.org

Cortes histoldgicos e microscopia eletrbnica de varredura mostram que a face
serosa € constituida por mdltiplas camadas de fibras onduladas de colageno
orientadas paralelamente. Por outro lado, a face fibrosa contém fibras frouxamente
orientadas, com maior proporcdo de vasos (arteriolas e capilares). Além disso,
diferentes partes do tecido podem ter espessuras variadas (26030 mm), o que pode
ser capaz de interferir diretamente nas suas propriedades mecanicas, sendo
necessaria uma selecao bastante rigorosa para o uso em bioproteses (GAUVIN et al.,
2013).

Tendo em vista as suas propriedades bioldgicas e mecanicas, o PB obtido de
animais saudaveis representa uma o6tima fonte de material para a implantologia
cardiovascular. Desde a sua introdugdo em 1971 por Marian lonescu como um
constituinte de uma valvula cardiaca, o material se mantém como o “gold standard”
para os cirurgides (IONESCU et al., 1977; GAUVIN et al., 2013). Apesar da sua alta
disponibilidade e biocompatibilidade, o PB é convencionalmente fixado com GA para
uso em biopréteses, como forma de aumentar a sua estabilidade, reduzir

antigenicidade e manter a esterilidade. No entanto, como mencionado anteriormente,
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tecidos fixados com GA tendem a calcificar apés um periodo longo de implantacéo,
sendo este um dos maiores limitadores da longevidade de uma valvula cardiaca
biologica (LEE et al., 2012).

1.8 CALCIFICACAO TECIDUAL

Por muitos anos a calcificacdo das proteses cardiacas foi reconhecida como
uma deposicao simples e passiva de complexos de fosfato de célcio e hidroxiapatita
nas valvulas danificadas. Porém, estudos atuais demonstram que se trata de um
processo muito mais ativo que envolve vélvulas, circulacdo, células e um vasto
namero de moléculas distintas. Muitos mecanismos propostos tentam explicar tal
calcificacdo e também existem evidéncias de que na verdade multiplos processos
ocorram simultaneamente para que a patologia se instale (LEOPOLD, 2012).

Estudos sugerem que a transicdo de células intersticiais para células
semelhantes a osteoblastos, formacdo de vesiculas formadoras de nddulos de
calcificacdo e acumulo de lipideos sdo os principais mediadores da calcificacdo
(KAEDEN et al.,, 2005; VENGRENYUK et al., 2006). A esses processos tem se
atribuido a infiltragdo de células inflamatérias do sistema imune e a reducdo da
expressao génica dos inibidores da calcificagdo, que em resposta promovem a
angiogénese, fibrose e remodelamento da MEC (KAEDEN et al., 2005). Além disso,
processos pro-calcificatorios sdo contrabalanceados com inibidores circulantes da
calcificacdo, sugerindo que a diminuicdo da expressao e atividade desses mediadores
também pode contribuir para a calcificacao cardiovascular patolégica, como mostrado
no esquema da FIGURA 1.9 (LEOPOLD, 2012).
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Figura 1.9. Principais mecanismos responsaveis pela calcificacdo das valvulas
cardiacas.
FONTE: Adaptado de LEOPOLD, 2012.

A calcificacdo acelerada esta relacionada com pacientes recipientes jovens e
com fixagcdo com GA. Apesar da relacdo idade/calcificacdo ja ser bem estabelecida,
seu mecanismo de a¢do ainda ndo esta completamente elucidado. Por outro lado, o
GA utiizado como um pré-tratamento comum nas Valvulas disponiveis
comercialmente € também um potencializador da calcificacdo (SCHOEN & LEVY,
2005). Uma das teorias € que, devido ao fato do GA nao estabilizar os GAGs, estes
sao perdidos ap6s o armazenamento das valvulas e, por sua vez, a perda de GAGs
resulta em areas disponiveis para a nucleacdo do calcio. No PB, a perda de GAGs
resulta em calcificacdo, enquanto que a sua preservacdo promove a reducdo da
mineralizacdo da valvula (LOVEKAMP & VYAVAHARE, 2001).

1.9 DESCELULARIZACAO TECIDUAL

A descelularizacdo € uma técnica da engenharia de tecidos que consiste na
remocao do material celular e nuclear, porém preservando a composicao, atividade

biolégica e integridade mecénica da MEC remanescente (GILBERT et al., 2006;
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CRAPO et al., 2011). Na pratica, isso significa maximizar a remo¢do do material
celular e minimizar a perda da MEC.

O uso da MEC derivada de tecidos descelularizados é cada vez mais frequente
nas estratégias da medicina regenerativa e engenharia de tecidos. Ja foi demonstrado
gue a MEC influencia na mitogénese e quimiotaxia celular, diferenciacao e respostas
de remodelamento tecidual. Porém, evidéncias indicam que o material celular residual
tem uma influéncia negativa sobre a vantagem criada pelo arcabouco biolégico no
processo remodelador in vivo. Assim, os métodos de processamento do tecido,
incluindo a descelularizacdo, sdo determinantes criticos para o sucesso clinico
(CRAPO et al, 2011).

Muitos métodos foram desenvolvidos para a descelularizacdo, dentre eles:
tratamentos fisicos, quimicos ou enzimaticos. O processamento fisico utiliza agitacao,
sonicacado, pressao, congelamento ou descongelamento para romper a membrana
celular e libertar o contetido celular. Os tratamentos quimicos, por sua vez, fazem uso
de solucbes basicas, acidas, solventes organicos, agentes quelantes, solucbes
hipotbénicas ou hiperténicas a fim de quebrar as conexdes extracelulares. E por fim, os
tratamentos enzimaticos usam proteases ou nucleases para clivar as ligacdes de
peptideos ou nucleotideos, respectivamente. Todos esses métodos tém suas
respectivas vantagens e limitacdes. Eles podem remover eficientemente os
componentes celulares, tais como nudcleos, actina e membrana celular, enquanto
também podem induzir alguns efeitos adversos na composicdo bioldgica e nas
propriedades biomecéanicas do restante da MEC, visto que praticamente todos os
métodos conhecidos de descelularizacdo afetam o tecido, podendo acarretar em uma
potencial perda e decomposicdo da estrutura de superficie. Geralmente, tais
protocolos sdo adequadamente combinados para maximizar o efeito da
descelularizacdo (HOSHIBA et al., 2010).

Entre os métodos mais comumente utilizados estéo os detergentes ibnicos, que
sdo detergentes bastante fortes e capazes de romper a membrana celular
completamente. Dodecil Sulfato de Sddio (SDS) e Triton-X estdo entre os mais usados
nos protocolos de descelularizacdo, visto que dissolvem eficientemente as
membranas e lipideos da célula (KEANE et al., 2015). Se comparado a outros
detergentes, o SDS detém o maior rendimento na remocéo de restos nucleares e
proteinas do citoesqueleto, como a vimentina. Porém, o detergente tende a danificar

a estrutura nativa do tecido e causar uma diminuicdo na concentracdo de GAGs e
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perda de integridade do colageno. No entanto, ndo parece que o SDS remova
colageno do tecido (GILBERT et al., 2006).

Para minimizar os efeitos adversos sobre o0s constituintes da matriz
remanescente do tecido descelularizado, protocolos que usam SDS idealmente
aplicam multiplas etapas de lavagens com baixa concentracdo e curto periodo de
tempo de exposicdo. Também é importante salientar que o SDS pode ser dificil de
ser removido completamente da matriz remanescente o que consequentemente pode
afetar adversamente a citocompatibilidade da amostra (KEANE et al., 2015). Assim,
apesar da alta eficiéncia dos protocolos de descelularizacao utilizando SDS ainda é
necessario um maior aperfeicoamento das técnicas a fim de torna-las menos
agressivas a MEC do tecido, de modo a manter suas caracteristicas histolégicas e de

compatibilidade na interacéo célula-tecido.

1.10 RESPOSTA IMUNE AOS TECIDOS DESCELULARIZADOS

1.10.1 Resposta imune a arcaboucos biolégicos

Resultados de estudos pré-clinicos e clinicos com arcaboucos biol6gicos
variam muito, desde muito bem-sucedidos a casos de falha completa. A resposta
imune a esses materiais, por sua vez, é principalmente atribuida a caracteristicas
como a espécie da fonte (por exemplo, humana, porcina ou bovina), o tecido do qual
a MEC foi isolada (por exemplo, derme, intestino, pericardio) e o nicho ao qual a
protese foi exposta apés a implantacdo. Dessa forma, a descelularizacao,
desinfeccdo e processo de fabricacdo podem influenciar diretamente na resposta
imune modulada e no resultado funcional (KEANE et al., 2012).

A resposta defensiva do corpo humano a invasao por moléculas causadoras de
doencas é referida como a resposta imune. Em geral, sua principal fungéo é resolver
a infeccdo, restaurar os danos nos tecidos e restabelecer um estado de homeostase.
A resposta ideal € rapida e destrutiva quando necessario, mas especifica e auto-
limitante. A resposta imune consiste de duas etapas: a resposta inata e a resposta
adaptativa. A resposta inata refere-se ao mecanismo de defesa antigeno-inespecifico
que um hospedeiro usa imediatamente ou dentro de varias horas ap0s a exposi¢ao a
um antiigeno, como um patégeno ou a um biomaterial. Esta resposta destina-se ao
reconhecimento e remocéo do antigeno inibindo potenciais danos e induzindo um

estado de inflamacdo. Quando a resposta imune inata é eficiente, o antigeno é
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drenado para os linfonodos regionais e a resposta imune adaptativa é desencadeada.
A imunidade adaptativa é especifica ao antigeno, gerando respostas que sao
adaptadas a eliminagcdo maxima de agentes patogénicos e células que exibem
antigenos estranhos. Uma caracteristica chave da imunidade adaptativa é o
desenvolvimento da memoéria imunoldgica, em que 0s anticorpos especificos séo
gerados (NORTON & BABENSEE, 2009). Os biomateriais sintéticos sdo pensados
para nao iniciar uma resposta adaptativa, visto que ndo devem ser imunogénicos. No
entanto, células e mecanismos envolvidos no inicio de uma resposta imune adaptativa
foram encontrados em sitios dos implantes, sugerindo o envolvimento de uma
resposta adaptativa na resposta imune a biomateriais (FRANZ et al., 2011).

Stein e colaboradores (1988) usaram microscopia eletronica para estudar
bioproteses porcinas e identificaram deposicdo de plaquetas em 67% delas e
infiltrados de leucécitos (principalmente células mononucleares) em 82%. Os
resultados deste estudo demonstraram que os leucécitos pareciam ter destruido as
fiboras de colageno na valvula e tinham material cristalino presente nas suas
superficies, sugerindo que estavam agindo como um sitio de nidacdo para a
calcificacao.

Wilhelmi e colaboradores (2003) realizaram andlise imuno-histoquimica de
biopréteses valvares fixadas em GA, aloenxertos de valvulas aérticas (homoenxertos)
e explantes de valvulas adrticas de aloenxertos cardiacos cronicamente rejeitadas,
comparando-os com valvulas adrticas normais como controles. Os tecidos foram
corados para selectina (ELAM-1), integrina a1B1 (VLA-1), membros da familia de
supergenes das imunoglobulinas (ICAM-1 e -2, proteinas de cadeia pesada classe 1),
moléculas de adesdo do complemento (CD34, CD44) e fator de von Willebrand. As
proteinas ELAM-1, ICAM-1 e ICAM-2, CD34, CD44 e as proteinas de cadeia pesada
classe | (todas importantes para processos inflamatérios) apresentaram maior
expressdo nas valvulas alogénicas e xenogénicas em comparacao com as valvulas
controle.

Estudos em animais também sugeriram que ha uma resposta humoral as
bioproteses implantadas. Human & Zilla (2001) descreveram em seu estudo um
possivel papel dos anticorpos especificos contra enxertos na calcificacdo. Dahm e
colaboradores (1990), usando ensaios imuno-enzimaticos e de proliferacdo de
linfécitos, forneceram evidéncias de que as valvulas pericardicas bovinas tratadas

com GA também provocam reacdes celulares e imunolégicas humorais.
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1.10.2 Presenca de DNA apds descelularizacao tecidual

A descelularizacéo é considerada importante devido a potencial resposta imune
adversa provocada por epitopos da membrana celular, DNA alogénico ou xenogénico
e moléculas associadas a padrdes moleculares associados a patégenos (PAMP)
(GILBERT et al., 2009). No entanto, critérios quantitativos da descelularizacdo nao
haviam sido descritos até que, em 2011, Crapo e colaboradores sugeriram que para
um tecido ser considerado descelularizado ele deveria seguir 0os seguintes pontos:
possuir quantidade de DNA de dupla fita menor que 50 ng por mg de peso seco de
tecido; ter fragmentos de DNA menores que 200 pares de bases; e auséncia de
material nuclear visivel nas coloragfes de DAPI ou H&E.

A presenca de DNA xenogénico no arcabouco biolégico ja foi sugerido por
outros autores como a causa da resposta inflamatéria em pacientes (ZHENG et al,
2005). De fato, muitas proteses biolégicas comerciais contém quantidades bastante
variaveis de DNA remanescente. No entanto, elas tipicamente apresentam fragmentos
de DNA menores do que 300 pares de bases (GILBERT et al., 2009). Entretanto, &
improvavel que este tamanho de DNA seja capaz de remodelar a resposta imune
(GILBERT et al., 2009, NAGATA et al, 2010).

Além disso, um estudo de Hulsmann e colaboradores indica a necessidade de
inclusdo de outros parametros além do conteddo de DNA para determinacdo de
remocao do material celular (2012). Como por exemplo, a inclusdo de observacoes
quantitativas de alteracdes do teor e distribuicdo de proteinas e fragmentos celulares,
gue séo principalmente apresentados por restos da membrana celular, como o caso
de epitopo alfa-gal (HULSMANN et al., 2012).

1.10.3 A importancia do epitopo alfa-gal

Até pouco tempo as rea¢des imunes adversas aos substitutos valvares (fixados
em GA), xenogénicos ou alogénicos, foram atribuidas aos componentes celulares das
valvulas cardiacas. No entanto, valvulas cardiacas bioprotéticas expressam diferentes
epitopos préprios das espécies (bovino, porcino ou equino), cuja eliminacdo ou
inativacdo é obrigatdria para atender aos requisitos de uma melhoria necesséaria na

aplicacéo clinica. Um desses epitopos € o epitopo alfa-gal.
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O epitopo alfa-gal (Gala1-3GalB1-(3)4GIcNAc-R) €é abundantemente
sintetizado em espécies mamiferas atraves da glicosilacdo pela enzima
a1,3galactosiltransferase (a1,3GT). O xenoantigeno ja foi encontrado na membrana
celular associado a glicolipideos e glicoproteinas e também em glicoproteinas
secretadas, incluindo o fibrinogénio (GALILI et al., 1987). Em seres humanos e
primatas superiores, esse epitopo esta ausente devido a auséncia do gene que
transcreve a a1,3GT, o qual foi inativado em tais espécies (GALILI et al., 1985).
Aproximadamente 1% das imunoglobulinas circulantes humanas séo especificas para
este antigeno, devido a continua estimulacdo do sistema imune pela flora
gastrointestinal (RIEBEN et al, 2000). Na prética, o xenoantigeno alfa-gal se torna a
maior barreira que previne o transplante de tecidos de origem animal.

Em primatas, por exemplo, o antigeno foi capaz de desencadear, dentro de
algumas horas, a ativacdo do sistema de complemento e rejeicdo hiperaguda de
transplante de um heteroenxerto porcino (GALILI, 2001). No entanto, a quantidade
presente na MEC da submucosa intestinal porcina foi insuficiente para ativar o sistema
de complemento em plasma humano (McPHERSON et al., 2000). Para humanos,
infelizmente, o procedimento de fixacdo com GA nao € capaz de fornecer o seu
completo mascaramento. Particularmente, a presenca residual dos anticorpos
direcionadas ao xenoantigeno alfa—gal aumenta significativamente a partir do décimo
dia ap6s a implantacao de uma bioprotese cardiaca (KONAKCI et al., 2005), atingindo
um pico em cerca de 3 meses para os isotipos IgM e IgG (MANGOLD et al, 2014). E
como sugerido por Human & Zilla (2001), os anticorpos formados podem causar
opsonizacdo do tecido valvar com consequente iniciagdo de um recrutamento de
macrofagos mediado por receptores Fc.

Dessa maneira, para aplicacbes futuras neste campo, portanto, parece
importante que 0s novos arcabougos aparecam negativados para o antigeno alfa-gal
em testes imunohistologicos. Além disso, apesar da descelularizagdo da MEC
representar um grande avanco no desenvolvimento das bioproteses, permanece a
guestao central da eficiéncia de reconstituicdo de uma valvula cardiaca usando tecido
descelularizado capaz de manter a estrutura da MEC intacta e susceptivel ao

repovoamento celular.
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2 HIPOTESE

A biotecnologia juntamente com a engenharia de tecidos tem mudado as
perspectivas na area das préteses cardiacas com o desenvolvimento de novas
técnicas de descelularizacdo. Apesar da descelularizacdo da MEC representar um
grande avanco no desenvolvimento das biopréteses valvares, ainda existem questdes
em aberto a respeito do potencial e da eficiéncia de reconstituicdo e imunogenicidade
de uma valvula cardiaca de PB descelularizado.

Assim, a possibilidade de utilizar uma solucéo de descelularizacdo eficiente,
que remova os componentes celulares diminuindo a sua acdo imunogénica, porém,
ao mesmo tempo suave, de maneira a permitir que a complexa estrutura de fibras
colagenas e elasticas sejam preservadas, poderia apresentar vantagens aos
protocolos utilizados até o momento, principalmente com relacdo a necessidade de
uso do fixador glutaraldeido. Atualmente o principal agente quimico utilizado no
processo de descelularizacdo é o SDS. Boa parte dos trabalhos o aplica em
concentracfes de 1 a 10%. Dessa maneira, € comum tais protocolos associarem
efeitos citotdéxicos e mudancas estruturais adversas nos arcaboucos teciduais que vao
além da remocao celular. Sendo assim, a utlizacdo de uma solucao de
descelularizacdo com SDS em menor concentracdo seria uma nova tentativa de
otimizacdo do protocolo, trazendo beneficios em relacdo a integridade tecidual e
também ao repovoamento do arcabouco, um dos principais desafios da engenharia
de tecidos.

A hipétese desse trabalho é que o processo de descelularizacdo do PB,
utilizando um protocolo de descelularizacdo branda com SDS 0,1%, seja eficaz na
remogéo de componentes celulares, preservando a integridade tecidual das fibras
elasticas e colagenas, de maneira que o repovoamento da bioprétese com células-
tronco mensenquimais humana seja possivel e o uso do fixador glutaraldeido seja
dispenséavel. Assim, visando o desenvolvimento de biopréteses valvares, este estudo
avalia através de analises histoldgicas e de biocompatibilidade a descelularizacao
branda do PB com SDS 0,1%.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar a avaliacdo tecidual da integridade da MEC de PB submetido ao
processo de descelularizagéo branda com SDS 0,1% e sua biocompatibilidade com
células-tronco mesenquimais humanas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a eficiéncia do processo de descelularizacdo do PB através da quantificacédo
de DNA residual;

Determinar a integridade tecidual do PB ap0s descelularizacdo através do

monitoramento histoldgico das fibras colagenas e elasticas;

Identificar e avaliar a disposicao e integridade de proteinas da MEC no PB apos o

processo de descelularizagao;

Avaliar a remocao do antigeno alfa-gal apds o processo de descelularizacao;

Testar a citotoxicidade do PB descelularizado de acordo com a ISO 10993/5;

Testar a biocompatibilidade do PB descelularizado através do repovoamento celular

do arcabouco utilizando células-tronco mesenquimais humana.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

As amostras de tecido cardiaco utilizadas neste trabalho sdo provenientes de
animais de abate da espécie Bos taurus. Sua coleta foi realizada em frigorifico com
regulamentacao sanitaria e ambiental. A Resolu¢do Normativa n° 30, de 2 de fevereiro
de 2016, do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal — CONCEA,
define que cadaveres ou parte deles oriundos das atividades de matadouros,
frigorificos, abatedouros ou produtores rurais para consumo podem ser utilizadas sem
necessidade de parecer da Comisséo de Etica no Uso de Animais — CEUA.

Por outro lado, neste trabalho também foram utilizadas células-tronco
mesenquimais derivadas de tecido adiposo humano. O tecido adiposo utilizado foi
obtido de doadores submetidos a lipoaspiracdo da regido abdominal na Clinica de
Cirurgia Plastica Dr. Bettes, Curitiba/Parana. O uso de tais células estd contemplado
em projeto aprovado pelo CEP/FIOCRUZ sob parecer de numero 1.308.195
(Plataforma Brasil — CAAE 48374715.8.0000.5248), cujos objetivos/subprojetos

incluem o presente trabalho.

4.2 COLETA DO PERICARDIO DE CORACOES BOVINOS E DESCELULARIZACAO

Os pericardios foram obtidos da espécie Bos taurus provenientes do frigorifico
FrigoKeller LTDA — Guarapuava-PR, credenciado pelo Ministério da Agricultura e com
registro no Servico de Inspecdo Federal. As amostras foram obtidas de animais
saudaveis, de ambos os sexos, com idade variando entre 6 e 8 meses. Apés a coleta,
os coracdes foram imersos em solucdo salina 0,9% e solucao de antibiético 1% e
transportados até o Nucleo de Enxertos Cardiovasculares da Pontificia Universidade
Catolica do Parana (NEC/PUCPR) onde foram submetidos a lavagens com solucao
salina tamponada e dissecados. Os pericardios foram mantidos em solugcdo de
antibiotico (Img/ml Streptomicina + 1mg/ml de penicilina + 0,5mg/ml de Anfotericina
em RPMI 1640) a 4°C.

Para a descelularizagdo, foram utilizados 250 mL da solugéo de SDS 0,1% sob
agitacao constante a 185 rpm, em temperatura ambiente, por um periodo de 24 horas.
Apos, os pericardios foram lavados com alcool 70% por 24 horas e com solugéo de

cloreto de sodio 0,9% em agitagdo por um periodo de 10 dias, para assegurar a
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remocao completa dos detergentes, conforme metodologia descrita na patente PI
0800603-2. Apos a descelularizagéo os tecidos foram mantidos a 4°C em solucéo de
PBS com antibioticos (1mg/ml Streptomicina + 1mg/ml de penicilina + 0,5mg/ml de
Anfotericina). O processo de fixacdo com glutaraldeido ndo foi praticado neste
trabalho, pois este método de descelularizacéo visa tornar o tecido bioldgico acelular,

menos imunogénico e receptivo ao repovoamento com novas ceélulas.

4.3 ANALISE DE DNA RESIDUAL

Para o controle de do processo de descelularizagcdo, os pericardios bovinos
descelularizado e nativo (n=9) foram primeiramente fixados em formalina tamponada
a 10%, emblocados em parafina e cortados em micrétomo a 4 pm. Os cortes foram
montados em laminas de vidro e corados com 1 pg/uL de 4’,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI; Sigma-Aldrich) e H&E (Hematoxilina-Eosina) para andlise de presenca de
material nuclear.

Além disso, uma porcédo das amostras foi liofilizada, até um peso constante, para
extracdo do DNA. Utilizando o protocolo de extracdo por meio da precipitacdo com
acetado de potassio (baseado no livro Current Protocolols in Molecular Biology — 2012
- Protocols for DNA isolation, LIU & HARADA, 2012), 500 ul de tampao de extracéo
(SDS 10%, TrisHCI 1M, NaCl 5M, EDTA 0,5M e agua milliQ) juntamente com 3l de
proteinase K (20mg/ml, Invitrogen, cat.: 25530049) e 10 ul de DNA spike de timo de
bezerro (800 ng/ul, Sigma-Aldrich, cat.: 91080-16-9) foram adicionados aos tecidos
pulverizados (20 £0,5 mg) e incubados a 60°C sob agitacdo de 800 rpm overnight.

A seguir, adicionou-se as amostras 167 pl de acetato de potassio (60% acetato
de potéassio 5M, 11,5% &cido acético glacial, pH7,5), que foram incubadas no freezer
a -20°C por 10 min. A sequir, os tecidos foram centrifugados a 11.200 xg a 4°C por 15
min. Recolheu-se 500 ul do sobrenadante e adicionou-se 400 pul de isopropanol para
precipitacdo do DNA. Apdés uma nova centrifugacédo a 11.200 xg por 15 min a 4°C o
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em 70 pl de agua milliQ. Uma
vez purificadas, as aliquotas de DNA foram quantificadas por leitura de absorbéncia no
espectrofotdmetro NanoDrop (ND-1000) em um comprimento de 260 nm. A quantidade
de DNA foi expressa em pug/mg de tecido seco de amostra e o protocolo foi realizado
em triplicatas técnicas. A porcentagem de recuperacdo do DNA é calculada com base
na formula = (AMOSTRA COM SPIKE - AMOSTRA SEM SPIKE x 100) / 8000. Para
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confirmar os resultados, também foi realizada uma eletroforese em gel de agarose 1%

com as amostras de DNA extraidas dos pericardios descelularizado e nativo.

4.4 IMUNOFLORESCENCIA

Os mesmos blocos de parafina utilizados para a coloracao H&E e DAPI foram
usados para realizar os cortes de 4 um utilizados para a imunofluorescéncia. Assim,
as laminas foram desparafinizadas e se necessario (conforme informacfes do
fabricante do anticorpo) foi realizada a recuperacao antigénica térmica com tampao de
citrato de sodio (10mM de citrato de sédio diidratado, 0,05% Tween 20, pH 6,0) ou
recuperacao antigénica enzimatica através da solugdo de tripsina 0,05%, conforme
TABELA 4.1. Para a reacdo de recuperacdo antigénica térmica, apos a
desparafinizacédo e lavagem de trés vezes com PBS, o tampé&o de citrato de sédio foi
adicionado ao container com as laminas e colocado no microondas até a fervura. Apés
a fervura, contavam-se 10 minutos em poténcia baixa para entdo as laminas resfriarem
por aproximadamente 1 hora. Ja para a recuperacao enzimatica, 500 uL de solucédo de
tripsina 0,5% foram adicionados as laminas, as quais foram incubadas por 10 minutos
a 37° C. Mediante o término das recuperacdes antigénicas, os protocolos seguiam

normalmente conforme descrito abaixo.

Tabela 4.1. Anticorpos contra proteinas de matriz extracelular e condi¢cdes
utilizadas para as imunofluorescéncias.

Anticorpo Marca, Numero de Diluicso Rea-tivat-;éo
Catalogo antigénica
Anti-colageno | Abcam, ab292 1:200 Térmica
Anti-colageno lli Abcam, ab630 1:200 Térmica
Anti-colageno IV Abcam, ab6586 1:250 Térmica
Anti-decorina Abcam, ab54728 1: 100 Térmica
Anti-laminina Abcam, ab11575 1:50 Térmica e Enzimatica
Anti-elastina Abcam, ab21610 1:100 Térmica
Anti-lumicam Abcam, ab168348 1:100 Térmica e Enzimatica
Anti-vimentina BD, 550513 1:200 Térmica

Assim, as amostras de pericardio fresco ou descelularizado (n=6) foram

bloqueadas com PBS 1% BSA por 60 min e entdo incubadas por mais 60 min com 0s
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anticorpos primarios. Em seguida, as laminas foram lavadas trés vezes em PBS,
incubadas com os anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo conjugado a Alexa
Flior 546 ou com anticorpo anti-lgG de coelho conjugado a Alexa Fluor 488 diluidos a
1:800 e 1:600 respectivamente, por 60 min a temperatura ambiente e protegidos da
luz. ApOs a incubacdo com os anticorpos secundarios, as amostras foram lavadas trés
vezes com PBS e foi realizada a marcacdo com DAPI 1 pg/ yL por 10 minutos a
temperatura ambiente. Seguiu-se entdo com trés lavagens com PBS para eliminar
residuos de DAPI.

Para o antigeno alfa-gal o anticorpo utilizado foi o clone M86 (LifeSpan
Bioscience, cat.: LS-C63415, 1:5) juntamente com o anticorpo secundério anti-lgM
humano conjugado com PE (Moss, cat.: GTIM-001, 1:250) por 60 min. Além disso, 0
epitopo alfa-gal também foi marcado com Isolectina B4 de Bandeiraea simplicifolia
conjugada a FITC (BSI-B4; Griffonia simplicifolia, Sigma). Para todas as condi¢cdes
foram realizados controles para os anticorpos secundarios. Para tanto, ao invés dos
anticorpos primarios, os tecidos foram incubados com uma solucéo de PBS 1% BSA e
em seguida as demais etapas foram realizadas.

As laminas de imunofluorescéncia foram visualizadas utilizando o microscopio
invertido DMI6000B (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha) associado ao software
de deconvolucdo AF6000 (Leica Microsystems, Wetzlar, Alemanha). Todas as

imagens foram feitas sob mesmo tempo de exposicao e ajuste de contraste e brilho.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Os PB nativo e descelularizado (n=2) foram cortados em fragmentos de
aproximadamente 1mm?, fixados em glutaraldeido 2,5% por 2 horas e p6s-fixados em
tetréxido de 6smio 1% por mais 2 horas, ambos em tampao cacodilato de sédio 0.1M,
pH 7,2. ApOs duas lavagens no mesmo tampdo de 5 minutos, os tecidos foram
desidratados em séries crescentes de etanol (15%, 30%, 50%, 70%, 90% e 100%, 5
minutos em cada) e submetidos ao método de secagem pelo ponto critico, utilizando
COo.. A seguir, foram montados em suportes metalicos, recobertos com ouro coloidal e
observados ao microscopio eletrénico de varredura JEOL JSM 6010PLUS-LA em

voltagem de aceleracéo de 20 kV.
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4.6 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR CONTATO DIRETO

A citotoxicidade do pericardio descelularizado foi analisada utilizando o ensaio
de contato direto, conforme ISO 10993/5-2009, referente a analise de materiais
biomédicos — testes para citotoxicidade in vitro. De acordo com a normativa, células
BALB/c 3T3 (clone A31 — Banco de células do Rio de Janeiro — RJ, Brasil; passagem
#102) em meio Dulbeccos’s Modified Eagle Medium (DMEM), suplementado com 10%
soro fetal bovino, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina e 2 mM de L-
glutamina foram cultivadas por 72 horas a 37°C (2,2 x10° células por poco) sobre
fragmentos de aproximadamente 3cm? de pericardios nativo e descelularizado
aderidos em placas de 6 pocos. Para a adesédo dos pericardios ao fundo das placas,
foi necessario incubar os fragmentos por 2 horas na estufa a 37°C. ApoOs esse periodo
a solucéo de meio contendo células foi adicionada delicadamente sobre os fragmentos.
Células BALB/c 3T3 na condi¢cdo normal de cultivo e com adi¢do de SDS (100 ng/ul)
foram usadas como controles negativo e positivo respectivamente. Apés a incubacéo,
as células ao redor do tecido foram analisadas em microscopio de contraste de fase
para avaliar seu crescimento em contato com o tecido, tendo como referéncia a
classificacdo morfologica qualitativa proposta pela ISO 10993/5. Este experimento foi
realizado em triplicata técnica e duplicata bioldgica.

4.7 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE POR EXTRATO — ENSAIO DE CAPTACAO DO
VERMELHO NEUTRO

Outro método sugerido pela ISO 10993/5 para avaliar a citotoxicidade é o ensaio
de captacdo do corante vermelho neutro. Tal protocolo permite avaliar o potencial
citotéxico de uma substancia por meio da incorporacao do corante pelos lisossomos
das células viaveis, servindo como uma medida quantitativa da viabilidade. Assim, o
efeito tOxico de uma substéncia teste esta correlacionado indiretamente com a
coloracao vermelha resultante das células. O ensaio € validado pela Organizacao para
a Cooperacdo e Desenvolvimento Econdémico (OECD) seguindo o guideline 129
(OECD, 2010).

Para realizacdo do ensaio foram utilizadas células BALB/c 3T3 cultivadas no
meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino e 4 mM de L-glutamina, sem

antibioticos. Essas células foram plaqueadas em placa de 96 pogcos em uma
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suspensdo de 2,5x10% células/ml de meio, sendo adicionado 100pl/poco. As células
foram mantidas em incubadora a 37 °C e 5% de CO:2 por 24 horas.

Para avaliar o potencial citotoxico do PB através de seu extrato, 59 de tecido
nativo e descelularizado foram maceradas e separadamente adicionadas a 5mL de
meio DMEM (razdo de 1g de tecido para cada 1mL de meio) para entdo serem
incubadas a 37°C por 72 horas. Apés esse periodo as soluc¢des foram centrifugadas a
500 rpm e o sobrenadante foi armazenado a -80°C. Esse material foi submetido a oito
diluicbes seriadas de fator 2,15 em meio DMEM sem soro fetal bovino. As células
cultivadas por 24 horas tiveram seu meio retirado e foi adicionada uma mistura de 50
pl de meio DMEM (suplementado com 10% SFB, 2 mM de L-Glutamina) e 50 pl dos
diferentes tratamentos contemplando ao final em cada poco as seguintes
concentracdes (500; 232,5; 108,1; 50,3; 23,4; 10,8; 5; 2,3 mg/mL) de cada extrato de
amostra. Em cada placa foi incluida a condicao de controle positivo, no qual a célula é
exposta apenas ao meio de cultivo; o branco, que sdo pogcos sem célula, que
possibilitam ajustar a absorbancia na hora da leitura; e para cada experimento foi
realizado um controle com SDS, que consiste em um padrdo citotoxico bem
caracterizado para o experimento de vermelho neutro. Apés o tratamento as células
foram mantidas em cultura por mais por mais 48 horas.

ApOs o tempo de tratamento as células foram lavadas com DPBS (Dulbecco's
Phosphate Buffered Salina), em seguida coradas com 25 mg/mL de vermelho neutro
(Sigma-Aldrich®, Saint Louis, EUA) diluido em DMEM (suplementado com 5% soro
fetal bovino, 100 U/ml de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina) e incubadas
durante 3 h a 37° C. A solucdo de vermelho neutro foi retirada e os pocos foram
novamente lavados com DPBS e o vermelho neutro que foi absorvido pelas células foi
eluido com uma solucédo composta de 50% de etanol e 1% de acido acético. As placas
foram submetidas a agitacdo por periodo de 20 a 45 min para extrair o corante até
formar uma solucdo homogénea. A densidade éptica das amostras foi medida em 540
nm em um leitor Multi-Mode Synergy H1 (Biotek®,Winooski, Vermont, USA). Os
valores das absorbancias foram convertidos em porcentagem de viabilidade em
relacdo ao controle e exportados para o programa GraphPad Prism 5 para serem

analisados.
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4.8 ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DE CELULAS TRONCO MESENQUIMAIS
DE TECIDO ADIPOSO HUMANO

Para o teste de biocompatibilidade foram utilizadas aCTMs. Tais células se
encontram congeladas no repositorio de células do Laboratdrio de Biologia Basica de
Células-Tronco do Instituto Carlos Chagas e foram isoladas usando digestao
enzimatica como descrito por Rebelatto e colaboradores (2008). De maneira geral,
100 ml de tecido adiposo foi coletado através de lipoaspirado na Clinica de Cirurgia
Plastica Dr. Bettes, Curitiba/Parana. O tecido coletado foi entdo lavado com PBS
estéril seguido de digestdo enzimética com 1 mg/ml de colagenase tipo | (Invitrogen)
por 30 minutos a 37 °C. A seguir, o tecido foi filtrado usando um filtro de membrana
de 40 e depois 100 um (BD FALCON, BD Biosciences Discovery Labware). A
suspensao de células foi entdo centrifugada a 800 g por 10 minutos e os eritrécitos
eliminados através de um tampao de lise de eritrécitos, pH 7.3. Por fim, as células
foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFB, 2 mM de L-
Glutamina (Gibco™ Invitrogen Corporation), 100 U/mL de penicilina e 0,1 mg/mL de
streptomicina em garrafas ou placas conforme protocolo estabelecido em nosso
laboratério. Os cultivos foram mantidos a 37°C com atmosfera de 5% de CO2, havendo
trocas periddicas do meio de cultivo a cada 3-4 dias. O repique celular foi realizado
através de tratamento com tripsina / EDTA 0.25% (Invitrogen) para individualizacédo
celular quando o cultivo atingia 80% de confluéncia da monocamada.

A partir deste protocolo, as células foram entéo caracterizadas quanto ao seu
perfil de expressao de antigenos de superficie através de citometria de fluxo
(REBELATTO et al., 2008). Assim, foi avaliada a positividade para os marcadores
CD105, CD90, CD73, CD166, CD29 e CD44, além da baixa expresséao (menos de 2%
de células positivas) para CD14, CD45 e CD31. As células também foram avaliadas
quanto a sua capacidade de diferenciacao, apos inducao especifica, em adipécitos e
osteoblastos.

4.9 ENSAIO DE BIOCOMPATIBILIDADE

Para essa avaliacdo in vitro os pericardios descelularizados (n=3) foram
cortados em pedacos de aproximadamente 1cm® e incubados em solugcdo de
antibiotico (Img/ml estreptomicina + 1mg/ml de penicilina + 0,5mg/ml de Anfotericina

em PBS) por 24 horas. Apés esse periodo, estes foram mantidos overnight a 4°C em
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DMEM (suplementado com 10% SFB, 2 mM de L-Glutamina, 1g/100ml penicilina e
estreptomicina). Na sequéncia, os pericardios foram colocados em pocgos da placa de
cultivo Terasaki do sistema de gota pendente (Nunca Brand Products) em
sextuplicatas, para a adicdo de 50.000 aCTMs (passagem #5) em meio DMEM
suplementado. O sistema de cultivo em gota pendente permite que um lado do tecido
fico totalmente em contato com a solucao de células, favorecendo a interacdo entre
ambos.

Apbés 24 horas de cultivo, os tecidos eram transferidos para uma placa de 6
pocos nao aderente (Corning), de maneira a manter em suspenséao os arcaboucos de
pericardio com as células. Ambos os cultivos foram mantidos a 37°C com atmosfera
de 5% de COz2, havendo trocas periddicas do meio de cultivo (a cada 2 dias). Passadas
24 horas e 7 dias de cultivo, os tecidos foram fixados em PFA 4% por 10 minutos,
emblocados em composto O.C.T (Meio Tissue-Tek O.C.T. Compound, Sakura-4583)
e mantidos a - 80 °C. Por fim, os blocos foram cortados no criostato com espessura de
8 um e posicionados em laminas para entdo serem corados com DAPI a fim de verificar
a presenca de células no tecido. Tomou-se o cuidado, durante o emblocamento das
amostras, que estas ficassem em posicao vertical, a fim de que fossem realizados

cortes transversais para verificar a penetracdo das células no tecido.
4.10 ANALISES ESTATISTICAS

Andlises estatisticas foram feitas utilizando o software Graphpad Prism (versao
5.0). Os dados foram expressos em média + desvio padrdo. Para as comparacdes

entre grupos o teste t ndo pareado foi aplicado. Os valores considerados significativos

foram aqueles com p<0,05.

44



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 QUANTIFICACAO DO DNA RESIDUAL

Com o desenvolvimento e obtencdo da patente Pl 0800603-2 para
descelularizagdo de homoenxertos valvares, o NEC/PUCPR obteve um protocolo para
a descelularizacao branda de tecidos. Este mesmo grupo de pesquisa gerou resultados
in vivo e clinicos com a aplicacao de tecidos descelularizados de véalvulas porcinas,
humanas e PB fixado em GA, obtendo resultados bastante positivos que indicam maior
resisténcia a degradacao tecidual e calcificacdo dos enxertos (COSTA et al., 2009;
LOPES et al., 2009; COLATUSSO et al., 2011; COLATUSSO et al., 2012).

Assim, com o objetivo de avaliar e confirmar este processo de descelularizagédo
em PB, a quantidade remanescente de DNA nas amostras foi mensurada. Tal etapa é
de extrema importancia, pois como ja demonstrado por Zheng e colaboradores (2005),
a permanéncia de ndcleos ou fragmentos de DNA no tecido descelularizado € um dos
fatores que pode gerar reacdes pro-inflamatorias in vitro e in vivo. Tais reacfes
inflamatdrias podem ser causadas pela forte tendéncia do DNA em se manter aderido
a MEC (GILBERT et al., 2006; ZHENG et al., 2005). Sendo assim, a certificacdo da
descelularizacéo tecidual busca evitar reagdes imunogénicas nos pacientes com tais
tecidos implantados e também no cultivo com outras linhagens celulares.

Segundo Crapo e colaboradores (2011), um tecido pode ser considerado
descelularizado quando atende trés critérios basicos: apresentar menos de 50 ng de
DNA por mg de tecido seco, fragmentos de DNA menores de 200 pb visualizados em
gel de agarose e auséncia de nucleo em cortes histoldégicos com coloracdo H&E ou
DAPI. Sendo assim, foi possivel observar que o processo de descelularizacdo
promoveu reducéo significativa na quantidade de DNA das amostras, se comparadas
ao tecido nativo (FIGURA 5.1). O contetdo de DNA mensurado nas amostras de tecido
descelularizado e tecido nativo estdo apresentados na TABELA 5.1. Apesar da
diminuicdo e heterogeneidade entre as amostras, elas ainda apresentaram
guantidades expressivas de DNA no tecido descelularizado, com média de 198,7 +
94,33 ng/mg. O protocolo de descelularizagcdo removeu entre 94 a 61% do contetudo
de DNA, em comparacéo ao tecido nativo. A média geral de descelularizacéo tecidual
foi de 77%. Além disso, foi atingida uma recuperacdo satisfatoria do spike de DNA,
com média acima de 70% (TABELA 5.1), estabelecendo a confiabilidade do protocolo

de extracdo de DNA gendmico utilizado.
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Figura 5.1. Quantificacdo de DNA gendmico extraido de PB fresco ou
descelularizado. O método de extracdo através do acetato de potassio evidenciou
reducdo meédia de 77% da quantidade de DNA das amostras ap0s a descelularizacéao
(n=9). Com uma média de 198,7 = 94,33 ng/mg de DNA para os tecidos
descelularizados e 846,6 + 181 ng/mg para os tecidos frescos.

Tabela 5.2 Quantificacdo do conteudo de DNA genbémico para diferentes amostras de
tecido de pericardio bovino descelularizado e nativo (fresco).

Amostra Fresco Descelularizado % de. ~ % recupe.ragéo
descelulularizacéo de spike
G25 911,5 + 153,3 161,2 + 55,9* 82,3 99,0
G26 763,0 = 86,6 191,8 £ 29,9* 74,9 85,2
G33 1031+ 34,9 162,8 £ 15,4* 84,2 73,0
G41 711,6 £ 227,5 255,3 +161,8* 74,5 73,1
G43 665,7+ 188,9 169,9 £ 99,1* 64,1 55,3
G46 1124 + 46,35 63,23 £ 8,1* 94,4 72,2
G49 905,6 + 184,5 246,7 £ 128,6* 72,8 93,7
G50 686 £ 116,1 199 + 100,6* 61,0 72,7
G51 821,1 +199,4 115,3 £ 58,43~ 86,0 59,1
Media 246:6+18L6 1987, 94 33+ 77,1 75,9

O DNA total é apresentado pela média das triplicatas de cada amostra em ng/mg *
desvio padrdo. Os dados foram analisados por teste t que revelou uma significante
reducdo na quantidade de DNA para todas as amostras descelularizadas (* p< 0.05).

Por outro lado, eletroforese em gel de agarose foi feita para confirmar a
presenca de DNA nas amostras, como mostrado na FIGURA 5.2. Foi possivel
observar a presenca de bandas de DNA > 300 pb em todas as amostras de tecido

descelularizado, ou na forma de uma banda integra, na altura da banda do tecido
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nativo, porém menos intensa, ou como um rastro de material genémico na parte mais
inferior do gel. Isso sugere que, apesar de haver DNA no tecido, ele esta presente em
menores quantidades e também na forma mais degradada do que no tecido nativo. O
rastro de DNA fica ainda mais evidente na faixa de 246 pb, onde ele é mais intenso
do que no restante do gel, sugerindo que grande parte do DNA de fato foi degradado
em pedagos menores com a descelularizagcdo. Assim, podemos afirmar que o
processo de descelularizacao utilizando solugéo de SDS 0,1% resultou na diminui¢cao
da quantidade de DNA no tecido, porém com a permanéncia de pequenos fragmentos
de DNA.

o
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Figura 5.2 Eletroforese de DNA. Eletroforese em gel de agarose 1% do DNA
extraido de amostras de tecido descelularizado (sem spike) em comparagéo ao
tecido nativo (fresco sem spike). Na eletroforese é possivel observar bandas ou
degradados de DNA em todas as amostras de tecido descelularizado. Marcador de
DNA: 123 pb

Entretanto, os tecidos descelularizados mostraram-se acelulares nas
coloragbes de H&E e DAPI (FIGURA 5.3), em comparacao ao tecido nativo, o qual
exibiu marcagdo nuclear positiva em toda a sua extensdo. A auséncia de marcagao
dos nucleos celulares nas marcacgdes histologicas, apesar da presenca de DNA na
guantificacéo bioquimica e eletroforese, pode ser explicada pelo fato do corante DAPI
se ligar apenas ao DNA integro, ou seja, de dupla-fita e, como ja observado no gel de
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agarose, € provavel que o mesmo tenha sido degradado em fragmentos menores
durante a descelularizacdo, o que pode impossibilitar a marcagédo. Além disso, a
guantidade de DNA remanescente pode ser considerada pequena para ser detectada
nesse tipo de marcacao histolégica, uma vez que, quanto mais integro o nucleo, mais

facil é a sua deteccao.

Fresco Descelularizado

H&E

DAPI

Figura 5.3 Confirmacao da descelularizagdo com marcacao nuclear através das
coloracBes de H&E e DAPI. Ambas as colora¢cdes mostraram a auséncia de nucleos
celulares no tecido descelularizado.

Apesar das valvulas cardiacas descelularizadas jA serem implantadas em
pacientes ha muitos anos, faltam detalhes relacionados aos niveis de DNA presentes
nesses enxertos.Esse € um topico de grande importancia, dado o potencial papel dos
remanescentes celulares na calcificacdo dos substitutos valvares e o fato de a
qguantidade de DNA ser considerada um bom indicador do grau de remocao celular
(CRAPO et al., 2011, SCHOEN & LEVY, 2005). No entanto, a maioria dos estudos
mostra a eficacia dos protocolos de descelularizacdo considerando apenas a auséncia
de nucleo celular com marcagdes de H&E e DAPI (REIDER et al., 2005; CHANG et
al, 2005; MATHAPATI et al., 2014).

Em contrapartida, um estudo recente publicado por Keane e colaboradores
(2012) questionou a ideia do potencial papel do DNA como gatilho da resposta imune
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através da avaliacdo das consequéncias de uma descelularizacédo ineficiente na
resposta imune do hospedeiro. Seus dados sugeriram que tanto a descelularizagao
ideal proposta por Crapo e colaboradores (2011) quanto outra de menor eficacia
tiveram papéis similares no remodelamento imune in vitro e in vivo.

Além disso, os critérios de Crapo e colaboradores (2011) foram propostos para
todos os tipos de tecidos descelularizados, sem considerar as especificidades de cada
um, como: fonte da MEC,; tipo de tecido no qual a matriz descelularizada sera
implantada; e resposta imune do hospedeiro. Utilizando a mesma solucdo de
descelularizacdo de SDS 0,1%, Costa e colaboradores (2009) analisaram por mais de
24 meses 44 pacientes que foram submetidos a cirurgia de Ross (autotransplante da
valvula pulmonar na posicdo aortica) com a valvula descelularizada. O
acompanhamento de tais pacientes mostrou uma excelente taxa de sobrevivéncia
bem como baixa incidéncia de reoperacoes. Além disso, com base em estudos prévios
do grupo utilizando PB descelularizado com 0 mesmo protocolo, com implantacéo in
vivo em ratos e ovinos, se acredita que a quantidade remanescente de DNA,
mensurada em aproximadamente 200 ng/ul, possa ser considerada aceitavel para os
padrées de descelularizacdo do PB (COLATUSSO et al, 2011; COLATUSSO et al,
2012).

5.2 ANALISE HISTOLOGICA E DE IMUNOFLUORESCENCIA DOS TECIDOS
DESCELULARIZADO E NATIVO

Espera-se que um bom arcabouco biolégico mantenha a sua MEC
descelularizada preservada, com contetdo de fibras elasticas e colagenas comparavel
com o tecido nativo. Para avaliar tais parametros, a disposicdo e integridade de
algumas proteinas de MEC (colageno tipo |, lll e IV, lumican, decorina, laminina e
elastina) e a proteina de citoesqueleto vimentina foram avaliadas através da técnica de
imunofluorescéncia. As imunomarcacdes foram realizadas antes (controle positivo) e
apos a descelularizacdo. Apesar de haver na literatura uma descricdo das proteinas
presentes na MEC do PB, ainda n&o havia sido utilizado um painel abrangente de
anticorpos que possibilitasse avaliar a variabilidade da sua distribuicdo apos a
descelularizacdo como foi feito neste trabalho (GRIFFITHS et al., 2008).

Ap6s o tratamento, observamos que o conteudo e disposicao dos colagenos | e
[ll, os maiores constituintes da MEC, nao foi alterado (FIGURA 5.4). Os colagenos | e

[l mantiveram a sua caracteristica aparéncia ondulada, sendo o colageno Ill mais
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presente nas areas mais externas do tecido, como mostrado em imagens
representativas da FIGURA 5.4. Por sua vez, o colageno IV foi observado apenas no
tecido descelularizado. Nossa hip6tese € que o SDS tenha desnaturado parcialmente
tal proteina deixando mais evidente 0 seu epitopo para marcacdo. As proteinas
decorina e elastina também mantiveram-se presentes e regularmente dispostas apos
a descelularizagdo. Porém, laminina e lumican apresentaram marcagéo reduzida no
tecido apos a remocao das células nativas. A proteina de citoesqueleto vimentina, a
qual se esperava ser removida jutamente com as ceélulas no tecido descelularizado,

nao apresentou marcacdo apos descelularizacdo (FIGURA 5.1).

FRESCO DESCELULARIZADO
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FRESCO DESCELULARIZADO

Figura 5.4. Caracterizagcdo da matriz extracelular por imunofluorescéncia.
Identificacdo das proteinas da matriz extracelular (colageno tipo I, lll e IV, lumican,
decorina, laminina e elastina) e vimentina atraves de imunofluorescéncia. Amostras
representativas de pericardios bovinos nativos e descelularizados.

Embora pareca l6gico que a descelularizacdo, por definicdo, afete a estrutura
e composicdo da MEC, a intengdo do processo € a preservacdo das propriedades

mecanicas e biologicas da MEC o quanto for possivel. Alguns detergentes que
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costumam facilitar a descelularizacdo demonstraram também que podem interferir na
estrutura do colageno (BADYLAK et al., 2009). Por sua vez, foi comprovado que a
ruptura ou fragmentacdo dessas fibras afeta o comportamento biomecéanico do
pericardio descelularizado (AGUIARI et al., 2017). No entanto, a diminuicdo da
marcacao de colageno nas imunofluorescéncias néo foi observada em nosso estudo.

Mais do que isso, a imunofluorescéncia incluiu a analise de colageno IV,
comumente utilizado para marcar a membrana basal, que € considerada de grande
importancia na endotelizacdo do tecido (HERBST et al, 1988). Sendo assim, a sua
deteccao, juntamente com o colageno I, lll e decorina indicam um impacto minimo no
tecido poés-descelularizagdo, o que facilitaria a adesdo e diferenciacdo celular.
Portanto, acredita-se que esse tecido descelularizado tenha capacidade de ser
reconhecido pelas células do hospedeiro e permitir o seu remodelamento in vivo.

Corroborando com os dados de imunofluorescéncia, a coloracdo de H&E
(FIGURA 5.3) também confirmou a preservacdo do tecido ap6s a remoc¢do dos
componentes celulares. Como esperado, foi possivel observar o afrouxamento das
fibras do tecido descelularizado, o que pode ser resultado do espaco livre deixado
pela remocdo das células e material fibrilar. Os mesmos cortes de tecido também
possibilitaram a clara visualizacdo das duas faces do pericardio bovino: serosa e
fibrosa. O lado fibroso foi caracterizado principalmente pela pobre orientacéo das duas
fibras de colageno, com um aspecto mais frouxo e por outro lado, a superficie serosa
apresenta-se mais lisa, com fibras de coladgeno mais bem alinhadas (FIGURA 5.5).

A microscopia eletrénica de varredura foi outra técnica utilizada que possibilitou
a visualizacdo mais detalhada de tais superficies, bem como o monitoramento da
conservacao tecidual apds descelularizacdo. Mais uma vez, foi confirmado o
afrouxamento das fibras apés a descelularizacdo, o qual foi mais acentuado na face
fibrosa do tecido, como mostrado nas imagens representativas da FIGURA 5.5. O lado
seroso apresentou-se mais liso, com fibras de colageno mais bem dispostas,

morfologia esta bastante similar ao tecido nativo
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Figura 5.5. Microscopia eletrénica de varredura para o pericardio fresco e
descelularizado. A microscopia eletrénica de varredura evidenciou os dois lados do
pericardio bovino; seroso e fibroso, nos periodos pré e pés descelularizagao.

A diferenca entre as faces do pericardio bem como o seu devido
posicionamento na confec¢éo de uma valvula cardiaca (lado fibroso como o “inflow” e
seroso como “outflow”) & de extrema importancia e pode ser facilmente identificado a
olho nu, microscopia 6tica ou microscopia eletrénica de varredura (FIGURA 5.6). Pires
e colaboradores (1999) relataram diferengas funcionais entre os lados seroso e fibroso
do PB utilizado como remendo para fechamento arterial, assim como aumento do risco
de calcificacdo do enxerto quando o lado seroso estava em contato com o fluxo
sanguineo, “inflow”. Além disso, Gauvin e colaboradores (2013) mostraram que a
exposicdo do lado seroso ao lumen vascular resulta em aumento da adeséo

plaguetaria e trombogenicidade aguda em comparacéo com o lado fibroso.
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Figura 5.6. Microscopia eletronica de varredura do pericardio bovino
descelularizado. A microscopia eletrbnica de varredura evidenciou os dois lados do
pericardio bovino; lado fibroso (“inflow”) e seroso (“outflow”).

5.3 AVALIACAO DA PRESENCA DO ANTIGENO ALFA-GAL

A presenca de DNA no tecido ndo é o Unico agente causador da
xenoantigenicidade. Outro componente da MEC, o carboidrato galactose-alfa-1,3-
galactose, também conhecido como alfa-gal, esta bastante relacionado com a
imunocompatilidade dos biomateriais na pratica clinica, sendo um dos principais
responsaveis em iniciar uma rejeicdo imune. O epitopo alfa-gal é ubiquitinado em
mamiferos ndo primatas e macacos do Velho Mundo, assim a exposicdo ao epitopo
alfa-gal de outros animais ativa a producdo constitutiva de anticorpos xenoreativos
correspondentes (GALILI, 2001). Consequentemente, anticorpos anti-alfa-gal sdo os
principas mediadores da rejeicdo hiperaguda em xenotransplantes discordantes
(YANG & SYKES, 2007). Sendo assim, é de extrema importancia certificar-se que o
PB descelularizado estara livre do epitopo alfa-gal, de maneira a atestar a sua
imunocompatibilidade in vivo.

Assim, a lectina BSI-B4 foi utilizada como marcador do epitopo alfa-gal em
imunofluorescéncia e mostrou que o epitopo foi removido eficientemente apés a
descelularizacdo (FIGURA 5.7). As laminas foram analisadas por toda a sua extensao
e nao foi encontrada marcagéo positiva em nenhum dos pericardios utilizados. Foi

possivel também observar que no corte de tecido de intestino de porco (controle
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positivo) o anticorpo tem uma marcacdo mais dispersa pelo tecido, enquanto que no
PB nativo ela esta evidente principalmente ao redor dos vasos, apesar de também
haver marcacdo ao longo da matriz (FIGURA 5.7). Imagens complementares podem
ser encontradas no APENDICE A.

Controle positivo — Controle negativo -
Intestino porcino ‘ Pericardio Humano

Pericardio Bovino Pericardio Bovino
Fresco Descelularizado

Figura 5.7. Deteccédo do antigeno alfa-gal utilizando lectina BSI-B4. Em verde esta
a marcacao do epitopo alfa-gal e em azul o corante DAPI marcando os nudcelos
celulares. No controle positivo e no tecido nativo o epitopo alfa-gal pode ser
visualizado, no controle negativo de pericardio humano ndo ha marcacao evidente. Por
fim, no pericérdio bovino (G71) descelularizado a lectina BSI-B4 mostrou-se néo reativa
(Magnificacao de 400x).

Como forma de confirmar os resultados obtidos com a lectina foi realizada a
marcacao com o anticorpo M86, também utilizada como marcador do epitopo alfa-gal
(IOP et al. 2009). Aproximadamente 10 anos atras, a detec¢cdo do epitipo
imunoxenogénico alfa-gal era possivel utilizando-se apenas a lectina reativa de
Bandeiraea griffonia. Apesar de lectinas ndo serem anticorpos, elas podem ser usadas
para marcar cortes de tecidos quando conjugadas com um fluoréforo, como o FITC.

Dessa maneira, a fim de excluir a possibilidade de marcag¢ao cruzada, o anticorpo
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monoclonal M86, descrito por Galili e colaboradores (1998) como um IgM especifico
para residuos de agucar xenogénicos também foi utilizado.

De modo semelhante ao observado com a lectina, o antigeno né&o foi visivel nos
cortes pos-descelularizacdo (FIGURA 5.8). A distribuicdo da marcacdo seguiu o0s
padrbes encontrados em outros estudos com o clone M86, com organizacdo no
controle positivo por toda a MEC, porém predominando ao redor das células dos vasos
sanguineos. No controle negativo houve pequeno background devido a
autofluorescéncia do tecido e o PB fresco teve marcacédo predominante ao redor dos
vasos (FIGURA 5.8). Assim como realizado para a lectina, as laminas foram analisadas
por toda a sua extensdo e nao foi encontrada uma marcacao positiva especifica para
o alfa-gal. No entanto, como mostram as imagens complementares presentes no
APENDICE B, foi possivel observar em alguns casos uma marcacéo inespecifica
(provavel precipitacdo do anticorpo secundario), na forma de pontos fluorescentes

dispersos por toda a extensdo da lamina, mesmo onde néo ha tecido.

Controle positivo — Controle negativo -
Intestino porcino Pericardio Humano

Pericardio Bovino Fresco Pericardio Bovino
Descelularizado

Figura 5.8. Detecc¢éo do antigeno alfa-gal utilizando o anticorpo M86. No controle
positivo e no tecido de PB nativo o epitopo alfa-gal pode ser visualizado. No controle
negativo de pericardio humano apenas o background da autofluorescéncia do tecido é
evidente. Por fim, no PB descelularizado (G46) o anticorpo M86 mostrou-se nao reativo
(Magnificacao de 400x).
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Anteriormente, ja havia sido demonstrado que o tratamento com GA, geralmente
aplicado a biopréteses comerciais, ndo era capaz de mascarar completamente a
presenca do antigeno alfa-gal. Varios epitopos alfa-gal em PB nativo e tratado com GA
em valvulas cardiacas porcinas ainda estdo expostos e reativos, eventualmente
prejudicando a durabilidade dos enxertos (NASO et al.,, 2013). Porém, em nosso
trabalho, vimos que o processo de descelularizagéo seguido do tratamento com GA foi
eficaz na remocdo do antigeno. Tal fato € de extrema importancia visto que o
mascaramento ndo confiavel do antigeno pode ser considerado um dos principais
responsaveis por disparar a rejei¢cao hiperaguda, representando um déficit fundamental
do processo de fixacdo (HULSMANN et al., 2012).

No trabalho publicado por Kim e colaboradores (2015) foi mostrado que o PB
fixado em GA apresentou maiores niveis de calcio do que o pericardio de um primata.
Além disso, o0 aumento de anticorpos IgG no PB, mas ndo no grupo dos primatas,
sugeriu que uma resposta imune estava acontecendo no tecido implantado. No
entanto, tais diferencas nos niveis de calcio e IgG eram insignificantes no grupo de
pericardio tratado com GA com uma etapa adicional de incubac&o com a enzima alfa-
galactosidase. Os autores propdem, desta maneira, que a remocao do antigeno alfa-
gal pode ser um método aliado efetivo na prevencédo da calcificacao da bioprotese.

Atualmente, a eficacia de um tratamento de decelularizacdo geralmente é
avaliado por varios métodos, incluindo técnicas histologicas classicas,
imunohistoquimica e/ ou analise de fluorescéncia, quantificacdo de DNA e eletroforese.
No entanto, estranhamente a deteccéo e quantificacéo residual do alfa-gal e/ou os
antigenos similares ao alfa-gal ainda ndo foram adotados como um procedimento de
controle padronizado para a producdo de materiais xenogénicos confidveis e
adequados para serem implantados em seres humanos. Dessa maneira, acreditamos
que a analise do epitopo alfa-gal, fisiologicamente presente na membrana de tecidos
xenogénicos, é também um marcador para avaliacdo da remoc¢ado completa de detritos
celulares e, portanto, deva ser incluido nas andlises basicas de descelularizacdo de

maneira a proporcionar maior seguranca aos pacientes contra reacdes imunes.
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5.4 CITOTOXIDADE

Antes do inicio dos ensaios de biocompatibilidade dos PBs € necessario ter
conhecimento da citotoxicidade do tecido apds o processo de descelularizacdo. Nesse
contexto, os detergentes tém um papel muito importante. Esses componentes
quimicos podem ser capazes de dissolver as membranas celulares, de maneira a
estabelecer um alto potencial citotoxico que consequentemente pode engatilhar uma
resposta imune (SPINA et al., 2014).

Sendo assim, seguindo as recomendacdes da 1ISO 10993/5 de avaliacdo de
materiais médicos, o ensaio de citotoxicidade por contato direto foi realizado. A técnica
visa analisar a morfologia e crescimento das células em contato ou nas proximidades
do tecido (indicado pela flecha). De acordo com a FIGURA 5.9, a morfologia dos
fibroblastos murinos cultivados com o tecido descelularizado mostrou-se normal apés
72 horas de incubacdo, semelhante ao controle, com fibroblastos alongados em
crescimento. Por outro lado, o tecido de PB nativo apresentou citotoxicidade leve, com
a morfologia das células em contato com o pericardio levemente alterada, ou seja,
células com conformacdo arredondada, frouxamente aderidas e crescimento
levemente inibido (FIGURA 5.9). Tal resultado j& era esperado, visto que o tecido
fresco havia sido coletado a mais de 96 horas e provavelmente teria entrado no
processo de necrose, que € caracterizado principalmente pela morte celular com
liberacdo de enzimas dos lisossomos, as quais podem afetar o crescimento de células
ao seu redor. Por outro lado, como também esperado, o SDS (controle positivo) causou
forte citotoxicidade celular, exibindo morte celular acentuada (FIGURA 5.9).
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Figura 5.9. Citotoxicidade do pericardio bovino descelularizado no ensaio de
contato direto. Aparéncia morfolégica de fibroblastos murinos BALB/c 3T3 no ensaio
de citotoxicidade por contato direto apos 72 horas de cultivo com pericardio bovino
descelularizado e fresco. As margens do tecido fresco e descelularizado estdo
indicadas nas flechas. Magnificacéo de 10x.

O uso de SDS como agente descelularizante para tecidos biolégicos enfatiza
também outras questfes potencialmente importantes. Um efeito citotoxico residual,
atribuido ao forte potencial aniénico do detergente, foi demonstrado anteriormente em
tecidos tratados com SDS, mesmo apls 7 dias de lavagem (LIU et al., 2016;
GONGALVES et al., 2005). Altos niveis de residuos do detergente estéo relacionados
a perda da resisténcia a tracdo e também ao aumento da protedlise das fibras de
elastina, o que pode levar a uma subsequente degeneracéo estrutural (KAGAN et al.,
1972). Relatos anteriores dos efeitos da descelularizacdo com SDS e o potencial de
recelularizacéo do tecido mostraram resultados mistos, com alguns achados positivos
e outros descrevendo resultados negativos (CEBOTARI et al., 2010; RIEDER et al.,
2004; GRATZER et al., 2006). As possiveis razfes para as diferencas no potencial de
recelularizacdo relatadas incluem: (1) diferentes tecidos e 6rgados podem alterar a
capacidade de remover SDS dos arcaboucos resultantes, (2) diferentes métodos de
lavagem séao utilizados nas abordagens SDS-descelularizagéo, (3) sensibilidade de
diferentes tipos de células para toxicidade de SDS (LIU et al., 2016).
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Outro ensaio sugerido pela ISO 10993/5 € o ensaio de citotoxicidade por extrato.
Sendo assim, a citotoxicidade do PB descelularizado foi avaliada pelo ensaio de
captacdo do vermelho neutro. Conforme é mostrado na FIGURA 5.10, é possivel
observar efeito citotoxico baixo do extrato de PB na concentracdo mais alta (média de
71%), seguido por uma diminuicdo da citotoxicidade nas concentracdes mais baixas.
O ICsofoi estimado em 1650 pg/mL.

Jé foi relatado anteriormente que, apesar da realizacdo de grande quantidade
de lavagens, ndo é possivel eliminar totalmente os rastros do surfactante do material
biolégico tratado (SPINA et al., 2014), o que pode ser um dos pontos a explicar a
morte de 29% das células na concentra¢do mais alta do extrato de PB descelularizado.
No entanto, a reducéo da viabilidade celular em até 30% é considerada como néo
citotoxica pela ISO 10993/5. Resultados referentes a citotoxicidade do tecido de
pericardio porcino com a descelularizacdo baseada em SDS 0,1% foi reportada
anteriormente, demonstrando efeito citotéxico nulo sobre fibroblastos de pele humana
(TRAN et al., 2016). Assim, o PB descelularizado neste trabalho pode ser considerado
nao citotoxico, visto que diminuiu a viabilidade das células 3T3 em 29% na sua
concentracdo maxima. Sendo assim, consideramos que a seguranca do tecido de PB
descelularizado foi propriamente certificada para que os ensaios de biocompatibilidade

pudessem ser iniciados.
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Figura 5.10 Citotoxicidade do pericardio bovino descelularizado no ensaio de
captacado do vermelho neutro. Células BALB/c 3T3 foram tratadas com diferentes
concentracbes de extrato de pericardio bovino descelularizado por 48 horas. A
citotoxicidade é demonstrada pela viabilidade celular em diferentes concentragdes do
extrato.
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5.5 BIOCOMPATIBILIDADE

A engenharia de tecidos € um campo interdisciplinar que visa desenvolver
substitutos bioldgicos que restaurem, mantenham ou melhorem a funcéo do tecido ou
um o6rgdo. Essa éarea utiliza matrizes como arcaboucos para preencher o vazio do
tecido, para fornecer suporte estrutural, e fatores de crescimento e/ou células que
tenham a capacidade de formar tecidos dentro do corpo do paciente apdés o
transplante. Embora uma grande variedade de materiais esteja disponivel, existe um
interesse crescente pela necessidade da MEC oriunda de um tecido estar presente,
principalmente pelo fato de que ela possa fornecer ligagcées/sinais chave para as
células durante a interacdo com o tecido do hospedeiro (LAKSHMANAN et al., 2012).
Sendo assim, é importante testar a citocompatibilidade de um arcabouco tecidual.
Portanto, o PB descelularizado foi testado através do seu cultivo com aCTMs humanas.

As células foram semeadas nos tecidos e cultivadas por 24 horas ou 7 dias. A
marcacdo com DAPI mostra que, apds 24 horas de contato das células com o tecido,
as aCTMs estavam aderidas principalmente na sua superficie do arcabouco, com
poucas células no seu interior (FIGURA 5.11). No entanto, com o cultivo prolongado
por até 7 dias foi possivel observar uma quantidade muito maior de células espalhadas
por toda a extensdo do pericardio, ndo somente na sua periferia, sugerindo que as
células penetraram no tecido (FIGURA 5.11). Uma vez que as células ndo aderentes
foram removidas da cultura apds 24 horas, para a troca de placas e de meio, é possivel

que essas células estejam proliferando sobre o tecido.
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Figura 5.11. Cultivo do pericardio bovino descelularizado com aCTMs. As
imagens representativas de fluorescéncia com DAPI (fotos superiores) e campo claro
(fotos inferiores) mostram os pericardios ap6és 24 horas ou 7 dias de cultivo. Houve
aumento na quantidade de células no tecido com o cultivo prolongado. Magnificacéo
de 100x.

Estudos mostram que o cultivo celular sobre o pericardio pode ser considerado
uma preocupacao, visto que o tecido pode apresentar tamanho de poro e porosidade
limitada para o crescimento celular (WEI et al., 2005; HOLLISTER, 2005). Nossos
resultados, no entanto, demonstram o contrario, pois o PB descelularizado com a
solucao de SDS 0,1% foi capaz de fornecer o suporte necessario para as células,
mesmo apods 7 dias de cultivo.

Atualmente, a engenharia de tecidos possui um novo desafio além da
recelularizacdo, o de vascularizar um arcabouco, seja ele sintético ou biol6gico. Um
passo para isso é cultivando no tecido células endoteliais que sejam capazes de formar
uma nova vasculatura capaz de nutrir e manter o desenvolvimento do novo enxerto
(CHUNG & TIM, 2012). Mathapati e colaboradores (2014), mostraram em seu estudo

gue células-tronco mesenquimais foram capazes de se diferenciar in vitro em células-
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tronco endoteliais apés 14 dias de cultivo sobre o PB descelularizado. As células-tronco
mesenquimais apresentam cada vez mais possibilidades de investigacao para
aplicagcbes na medicina regenerativa, principalmente devido a suas propriedades
imunomoduladoras e pro-regenerativas (LIU et al., 2016; WU et al., 2016). Seus efeitos
imunomoduladores séo realizados através do contato direto célula-a-célula e também
por mecanismos indiretos de secrecédo de citocinas, podendo assim conferir beneficios
na limitacdo da resposta imune do receptor contra o arcabouco enxertado
(AGGARWAL, S. & PITTENGER, 2005). Além disso, através da liberacéo de fatores
paracrinos, as ceélulas-tronco exibem uma gama de potenciais efeitos pro
regenerativos, incluindo a capacidade para induzir a angiogénese local (LAI et al.,
2011).

Outro ponto importante a ser considerado no uso das aCTMs € a possibilidade
de utilizacdo de células autdlogas do paciente, sem que seja necessario um
procedimento invasivo para sua remocao.

Além disso, com os resultados de biocompatibilidade observados, é necessario
fazer um questionamento referente aos critérios estabelecidos por CRAPO e
colaboradores (2011). Segundo os autores, um tecido ideal para ser usado na area de
biomateriais € aquele com uma quantidade baixa de DNA. No seu estudo ndo sdo
considerarados outros possiveis ativadores da reagdo imune como o antigeno alfa-gal,
citotoxicidade e também a sua interacdo com células que devam ser analisados para
a verificacdo de um tecido descelularizado. Assim, no presente estudo nés mostramos
gue apesar do PB descelularizado possuir DNA remanescente em quantidade maior
do que o indicado por Crapo e colaboradores, o tecido foi capaz de preservar a MEC
e a distribuicdo de suas proteinas, esta livre do antigeno xenogénico alfa-gal, ndo foi
citotoxico e, por fim, foi capaz de sustentar a interacdo de aCTMs e sua possivel
migragao/proliferacdo no seu interior. Esses aspectos possivelmente seriam alterados
se a solucédo de descelularizacédo utilizada possuisse uma concentracdo maior de SDS
ou fossem usadas enzimas de degradacédo, capazes de reduzir ainda mais os niveis
de DNA, como ja reportado anteriormente (LIU et al., 2016). Assim, permanece a
guestao se existe um limiar de debris celulares nos tecidos descelularizados que ira
provocar o remodelamento da resposta imune e que o mesmo deva ser ajustado para

cada tipo tecidual, de acordo com as suas aplicagdes.
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6 CONCLUSOES

Materiais inovadores sdo necessarios para se obter resultados superiores em
terapia celular e engenharia de tecidos. Assim, este trabalho teve como objetivo
principal a avaliacdo da integridade da MEC de PB submetido ao processo de
descelularizacdo com fim de aplicacdo para biopréteses valvares. Além disso, através
do cultivo do PB com células-tronco mesenquimais humanas buscamos avaliar a
possibilidade de se utilizar a unido de aCTMs e arcaboucos de PB em novas terapias
como forma de integrar o tecido ao seu hospedeiro.

A quantificacdo de DNA revelou que o processo de descelularizacao
promoveu reducdo média de 77% da quantidade de DNA das amostras, houve
auséncia de nacleos nas coloracdes de H&E e DAPI, apesar da presenca de bandas
no gel de agarose. Além disso, foram identificadas varias proteinas da MEC, como
colagenos |, lll, 1V, decorina e elastina, sugerindo a preservacdo da MEC ap6és o
protocolo de remogéo celular. Uma vez caracterizados os padrdes de distribuicdo de
proteinas da MEC buscou-se avaliar o principal antigeno xenogénico de enxertos
bioldgicos, o alfa-gal. Tal epitopo foi removido das amostras apds a descelularizacédo.
A citotoxicidade foi avaliada segundo as definicbes da ISO 10993/5 de avaliagéo de
materiais médicos. Os PBs descelularizados apresentaram-se nao-citotdéxicos in vitro,
ao contrario do tecido fresco, com padrdes de citotoxicidade leve.

Dessa maneira ,conclui-se que a avaliacdo do potencial imunogénico e
inflamatério de um bioimplante deve utilizar outros parametros metodolégicos além
do DNA devem ser incluidos, como, por exemplo, a distribuicdo de antigenos
celulares e testes de citotoxicidade. Neste trabalho escolhemos (i) avaliar a presenca
de nucleos residuais como marcador pro-calcificatério e inflamatorio, (i) quantificar o
contedado de DNA para aprimoramento de qualidade do potencial inflamatorio e (iii)
detectar a presenca do epitopo alfa-gal como representantes do potencial de rejeicdo
hiperaguda do tecido (iv) verificar o potencial citotéxico (v) e de biocompatibilidade do
tecido. A aplicacdo desta combinacdo de parametros revelou que o protocolo de
descelularizacdo promoveu a obtencao de um tecido biocompativel possivel de ser
aplicado como bioprotese.

Por fim, a descelularizagdo branda do PB foi capaz de criar um tecido
adequado para a recelularizagdo com aCTMs, que ndo somente mantiveram-se
aderidas ao tecido apoés 7 dias, mas também mostraram potencial de crescimento e

expansao.
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Em conjunto, os resultados obtidos nesse trabalho sugerem que o PB
descelularizado com solugdo de SDS 0,1% pode ser considerado como um
biomaterial promissor para a construgao de substitutos valvares. O tecido mostrou-se
com quantidade reduzida de células, MEC preservada, alfa-gal-free, ndo-citotoxico e
biocompativel com células humanas. Apesar do estudo atual considerar apenas 0 uso
do PB para o desenvolvimento de vélvulas cardiacas, o arcabougco também tem
potencial para utilizacdo em outros procedimentos biomédicos. A tecnologia de
descelularizacdo com SDS 0,1% sem a adicdo de GA apresenta por exemplo,
potencial para confeccdo de “patches” utilizados para restaurar lesbes nos mais
variados tecidos humanos. A partir dos resultados promissores que o trabalho
mostrou, PB descelularizado e semeado com aCTMs merece investigacbes
adicionais para que futuramente possa ser utilizado clinicamente.

Outras perspectivas que se abrem para esse estudo sao:

- Realizar cultivos com aCTMs por periodos mais longos, como 15 e 30 dias,
a fim de verificar a permanéncia dessas células no tecido e também a possibilidade
de diferenciacdo para células endoteliais e fibroblastos;

- Analisar a possivel formacédo de uma nova MEC no conjunto PB-aCTMs;

- Realizar estudos in vivo, nos quais o remodelamento imune e o potencial de

calcificacdo possa ser analisado com a implantagéao do enxerto de PB descelularizado.
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APENDICE A - Detecc&o do antigeno alfa-gal utilizando lectina BSI-B4

Controle positivo - Controle negativo —
Intestino porcino Pericardio humano

G45 Fresco G45 Descel

G49 Fresco G49 Descel




APENDICE B - Detecc¢ao do antigeno alfa-gal utilizando anticorpo M86

Controle positivo — Controle negativo —
Intestino porcino Pericardio humano

G71 Fresco G71 Descel

G72 Fresco G72 Descel




