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RESUMO

Introducdo: Na prética cirtrgica cardiovascular € bem estabelecido que, para determinadas situacdes,
0 tratamento da doenca obstrutiva aterosclerética requer a realizacdo de by-pass. Usam-se
preferencialmente como substitutos vasculares veias autologas ou proteses sintéticas. No entanto, nem
todos os pacientes possuem veias autélogas passiveis de se utilizar como substituto vascular e nem todas
as pontes arteriais tém paténcia satisfatoria quando confeccionadas com proteses. Assim, na limitacao
do uso de préteses ou veias autélogas, a engenharia de tecidos com a producdo de neovasos pode ser
uma opg¢ao promissora. Estudos tém demonstrado ser possivel a diferenciagdo in vitro de células tronco
adultas em tecidos da parede vascular, como endotélio e masculo liso. Estudos experimentais prévios
também demonstraram que as veias cavas de coelho podem ser descelularizadas e servem como
arcabouco para receber células tronco mesenquimais (CTMSs), com posterior diferenciacdo em células
endoteliais in vitro. Objetivo: Produzir uma estrutura 3D utilizando arcaboucos de veia cava inferior de
coelho descelularizada com o repovoamento celular a partir de CTMs obtidas de tecido adiposo; testar
sua interacdo com o organismo receptor e avaliar a inducédo da resposta inflamatoria. Métodos: Trata-
se de um trabalho experimental realizado em 6 etapas descritas a seguir: obtencdo de veias cava de
coelho para producdo de arcabougo; obtencao, expansao e caracterizacdao das CTMs derivadas de tecido
adiposo; preparacdo do arcabouco para implante (autdélogo e alogénico); experimento in vivo, com
implante no dorso de 12 coelhos de veias cava alogénicas in natura (n=3), de veias cava descelularizadas
(n=3), de veias cava descelularizadas + CTM alogénicas (n=3) e de veias cava descelularizadas + CTM
autdlogas (n=3); obtencdo de amostras de sangue para analise da resposta inflamatéria aos implantes;
avaliacdo histomorfoldgica dos implantes apds 60 dias da implantacdo e analise da resposta inflamatéria
diretamente no macerado dos explantes. Resultados: Os dados da analise das interleucinas (ILs) séricas
ndo revelaram diferencas estatisticas entre os grupos. Ja os dados da andlise das ILs do homogenato do
tecido congelado do explante permitiram concluir que, através da dosagem de fator de necrose tumoral
alfa (TNFa), o implante da veia descelularizada apresentou a maior reacdo inflamatéria, enquanto que,
através da dosagem de IL-10, o grupo veia descelularizada + CTM aut6loga apresentou menor atividade
pré-inflamatéria. Quanto a avaliacdo histomorfoldgica dos implantes coletados apds 60 dias, observou-
se alta taxa de endotelizacdo, com boa evolucéo tecidual associada a notavel taxa de celularidade, sendo
que o grupo veia descelularizada + CTM aut6loga foi o que apresentou menor reagdo inflamatoria dentre
0s grupos analisados. A analise em microscopia de fluorescéncia revelou a presenca das CTM nos
explantes. Concluséo: O uso de CTM autdloga no arcabouco de veia cava inferior descelularizada foi o
protocolo que apresentou maior organizagao celular, melhor diferenciagdo e menor resposta inflamatoria
do hospedeiro.

Palavras-chave: Doenca Arterial Periférica, Engenharia de Tecidos, Endotélio, Células Tronco
Mesenquimais, Inflamagao, Diferenciacdo Celular.
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ABSTRACT

Background: Cardiovascular surgical practice is well established that, for certain conditions, the
treatment of atherosclerotic obstructive disease requires a bypass. Autologous veins or Dacron or PTFE
prostheses are preferably used as vascular substitutes. However, not all patients have autologous veins
that can be used as a vascular substitute, and not all arterial bridges have satisfactory patency when made
with prostheses. Thus, in limiting the use of prostheses or autologous veins, tissue engineering with the
production of new vessels may be a promising option. Studies have made possible the in vitro
differentiation of adult stem cells into vascular wall tissues, such as endothelium and smooth muscle.
Previous experimental studies have also shown that rabbit vena cava can be decellularized and serve as
a scaffold to receive mesenchymal stem cells (mesenchymal stem cells - MSC), with subsequent
differentiation into endothelial cells in vitro. Objective: To produce a 3D structure using decellularized
rabbit inferior vena cava scaffolds with cell repopulation from adipose tissue basic MSC; test its
interaction with the recipient organism and assess the induction of the inflammatory response. Methods:
This is an experimental work carried out in 6 previous stages, as follows: presentation of rabbit vena
cava for the production of a framework; expansion, expansion, and characterization of adipose tissue-
derived MSCs; preparation of the implant framework (autologous and allogeneic); in vivo experiment,
with an implant in the back of 12 rabbits of allogeneic in natura vena cava (n = 3), decellularized vena
cava (n = 3), decellularized vena cava + allogeneic MSC (n = 3) and decellularized vena cava +
Autologous MSC (n = 3); blood decanter for analyzing the inflammatory response to implants;
histomorphological evaluation of the implants 60 days after implantation and analysis of the
inflammatory response directly in the explant macerate. Results: Data from the analysis of serum
interleukins (ILs) did not reveal statistical differences between groups. The data from the analysis of ILs
from the frozen tissue homogenate of the explant allow that, through the dosage of tumor necrosis factor-
alpha (TNFa), the implant of the decellularized vein presents the greatest inflammatory reaction, while,
through IL-10, the decellularized vein + autologous MSC group presented less pro-inflammatory
activity. As for the histomorphological evaluation of the implants collected after 60 days, a high rate of
endothelialization was observed, with good tissue evolution associated with the cellularity rate, and the
decellularized vein + autologous MSC group had the lowest inflammatory reaction of the groups. An
analysis under fluorescence microscopy revealed the presence of MSC in the explants. Conclusion: The
use of autologous MSC in the decellularized inferior vena cava framework was the protocol that
presented greater cellular organization, better differentiation, and lesser inflammatory response of the
host.

Keywords: Peripheral Arterial Disease, Tissue Engineering, Endothelium, Mesenchymal Stem Cells,
Inflammatory Response, Cell Differentiation.
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1. INTRODUCAO

Na prética cirdrgica cardiovascular, é bem estabelecido que para determinadas situacfes
o tratamento da doenga obstrutiva aterosclerdtical? requer a realizagdo de procedimento
cirirgico com a realizacdo de enxertos arteriais. Basicamente, o substituto vascular ideal seria
um vaso sanguineo com as mesmas caracteristicas da artéria que se deseja substituir.®
Naturalmente, isso ndo é possivel na maior parte das vezes, sendo entdo utilizada como
substituto vascular a veia safena magna autdloga, explantada no mesmo ato cirtrgico.* > Esse
procedimento é considerado como o de melhor resultado em termos de paténcia para a cirurgia
vascular periférica.?

Na impossibilidade de se utilizar veias autdlogas, como, por exemplo, quando o paciente
ja foi submetido a safenectomia por insuficiéncia venosa, quando esta veia se apresenta varicosa
ou quando a mesma apresenta calibre muito reduzido e inadequado, ha uma limitacdo ao uso
da veia.? Nesses casos, pode-se utilizar substitutos arteriais sintéticos como proteses de
Dacron® ou politetrafluoretileno (PTFE), mas nao de forma irrestrita, principalmente devido a
possibilidade de ocorréncia de infeccdes no sitio cirdrgico ou mesmo a distancia.® Quando se
pretende revascularizar artérias de pequeno calibre como artérias da perna ou dos pés, entre
outros, ha limitacdo do uso de proteses pela diminuicdo do tempo de paténcia apresentada
nessas situagdes, o que limita a capacidade de atuacéo do cirurgido.?

Resumidamente, o que o cirurgido vascular precisa realizar € uma ponte robusta com
um substituto vascular adequado, desviando sangue de um ponto proximal da circulacéo arterial
para um ponto distal com luz arterial pérvia, reestabelecendo o fluxo sanguineo para os tecidos
isquémicos.” Consequentemente, o procedimento deve reestabelecer a nutricio e suporte de

oxigénio para os tecidos e evitar a evolucdo para amputagio.’
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1.1 Células-Tronco Mesenquimais

As células-tronco mesenquimais (CTMs) estdo presentes em maior ou menor
quantidade em todos os tecidos do organismo apds a fase embrionaria, sendo seu potencial de
indiferenciacdo também varigvel para cada tecido. De forma geral, s&o mais facilmente obtidas
dos tecidos onde sdo mais abundantes e indiferenciadas, como no sangue de corddo umbilical®,
medula dssea® e tecido adiposo.°

O tecido adiposo representa uma fonte de CTM com grande concentracdo celular, de
facil obtencéo cirdrgica e praticamente isento de contraindicagdes para sua obtencdo; contudo,
a sua manipulacdo em laboratério ndo ¢ idéntica.*'? A fragio do estroma vascular do tecido
adiposo se tornou foco de investigacdes apds a comprovacao de que ele é capaz de fornecer
CTMs multipotentes, apresentando assim vantagens potenciais para aplicacdo na engenharia de
tecidos.®13

A maioria dos pesquisadores isolam as CTMs obtidas de tecido adiposo atraveés da
metodologia descrita por Rodbel, et al (1960)*4, onde os tecidos sdo digeridos com colagenase
e o fracionamento é feito por centrifugacdo. As células séo colocadas em cultura e a populacao
de CTM pode ser expandida. ***°

A Sociedade Internacional para Terapia Celular estabeleceu critérios para que uma
célula possa ser definida como CTM: deve ser aderente ao frasco de cultura durante varias
passagens, deve ser capaz de se diferenciar em cartilagem, tecido ¢sseo e tecido adiposo, deve
expressar CD73, CD90 e CD105, ndo deve expressar c-kit, CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45,
CD79a e 0s antigenos leucocitarios humanos (HLA-DR).1

O uso dessas células em Medicina Regenerativa implica o isolamento e a expansdo sem
a perda da capacidade de multipoténcia.l” Muitos estudos tém isolado as CTMs e tém

controlado in vitro a sua diferenciacdo em diversos tecidos através de inducdo por fatores de
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crescimento especificos, com o objetivo de reparar tecidos lesionados, o0 que pode representar

uma alternativa terapéutica viavel em determinadas situagdes clinicas.'8 1°

1.2 Engenharia Celular e Neoangiogénese

O cultivo de CTM e a descoberta de técnicas que promovem a sua diferenciagdo tecidual
apontam para novos dominios da medicina: a terapia celular e a engenharia de tecidos.?® As
pesquisas com células-tronco avancam em territorios onde a medicina tradicional apresenta
limitacGes, sendo conhecidos como fronteiras do conhecimento cientifico.'® Dessa forma, essas
pesquisas podem contribuir em situacGes especificas para o0s portadores de doencas
cardiovasculares.'!

A doenga cardiovascular representa a maior causa de mortalidade da populacéo adulta
ocidental e estima-se que 5% da populacdo com idade superior a 50 anos séo portadores de
doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP).? Isso significa o acometimento da circulacéo
arterial dos membros inferiores por obstrucoes ao fluxo sanguineo em decorréncia do processo
degenerativo ou ndo degenerativas da parede arterial.?1?* Sua apresentagdo se deve a associagio
com inimeros fatores de risco, como idade avancgada, diabetes mellitus, hipertensao arterial,
dislipidemia, obesidade, fatores genéticos e tabagismo.?* Essa patologia tem caracteristica
progressiva, causando limitacGes para a vida do doente, que, em um estado mais critico, pode
apresentar dor em repouso, gangrenas e perda de membros por amputagdes.??

Aproximadamente 20 a 30% dos portadores de DAOP em estado avancado ndo serao
candidatos ao tratamento cirdrgico restaurador por qualquer dos métodos existentes.? Em geral,
isso se deve a gravidade da doenca afetando a circulacdo arterial troncular com extensao até os
vasos de pequeno calibre, além do possivel comprometimento da microcirculagdo.?* Nesses
casos, a amputacdo acaba sendo o Unico tratamento possivel.2 Além disso, casos onde o
tratamento preconizado ndo obteve resultado satisfatorio ou ndo duradouro tornam-se 0s

maiores desafios da cirurgia vascular atual. Para tanto, buscam-se novas técnicas e materiais
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como substituto vascular ideal, principalmente para restaurar a circulagdo abaixo do joelho, que
exige pontes longas e de fino calibre.?®

Durante o periodo embrionéario, a formagdo dos vasos sanguineos tem origem do
mesoderma.?® Inicialmente sio formadas pequenas ilhotas de tecido endotelial totalmente
isoladas, que se desenvolvem por mitose e aos poucos se fundem, dando inicio ao sistema
vascular fechado.?® As outras camadas da parede vascular sdo derivadas das células pouco
diferenciadas do mesoderma, formando as camadas muscular e adventicia dos vasos.?

Estudos tém demonstrado que é possivel realizar in vitro a diferenciacdo das células-
tronco adultas nos tecidos da parede vascular como o endotélio e o musculo liso;?’-*2 nossa
equipe comprovou que as veias cava de coelho (modelo experimental) podem ser
descelularizadas, mantendo boa estruturacdo da matriz, estando aptas para servir de arcabouco
e serem repovoadas com CTMs, inclusive sendo possivel a sua diferenciacio em endotélio.*
Determinou-se também que o processo de descelularizacdo da veia ndo acarreta toxicidade
residual significativa ou perda das caracteristicas essenciais da matriz extracelular.>* Diante dos
avancos obtidos, apresentamos a continuidade do modelo experimental que visa a completar o
desenvolvimento do método de engenharia de tecidos em vasos sanguineos e comprovar a

seguranca e eficicia da estrutura em modelo animal.

1.3 Producéo de arcabouco por descelularizacédo de veias

Tem-se utilisado suporte bioldgico derivado de tecido e 6rgaos descelularizados em
estudos pré-clinicos com animais e em alguns casos com aplicacdo clinica definida para
producéo de drgdos e tecidos.®* 3> A utilizagdo desses arcaboucos apresenta algumas vantagens
biologicas; porém, é necessario que se fagca um preparo rigoroso e que se garanta uma adequada
eliminacdo dos componentes celulares para se evitar uma possivel reacdo imunologica no
momento de aplicagio no receptor do novo tecido, além de outras contaminagdes.®® Antigenos

celulares xenogénicos e alogénicos sdo reconhecidos como estruturas estranhas ao hospedeiro
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e assim podem induzir uma resposta inflamatoria ou uma rejeicdo imunomediada do tecido
transplantado e, consequentemente, expor o individuo aos riscos da perda do enxerto, inclusive
risco de Obito.*®

O objetivo de qualquer protocolo de descelularizagdo é remover todo o material celular
e nuclear, preservando a integridade estrutural e as propriedades mecénicas da matriz
extracelular restante, sendo considerado um ambiente propicio para o repovoamento celular.®
Além disso, durante o procedimento de descelularizacdo, os agentes descelularizantes
utilizados precisam ter um efeito residual minimo, com a finalidade de ndo inibir o crescimento
celular apés a implantacdo da matriz no organismo.**% Os protocolos mais completos para um
processo de descelularizacdo incluem uma combinacdo de técnicas fisicas, quimicas e
enzimaticas, que podem ser reforcadas conforme as caracteristicas biomecanicas do tecido que
se pretende descelularizar.3

Neste estudo, pretende-se dar continuidade a investigacdo do uso de arcabouco de veia
cava inferior (VCI) de coelho descelularizada, com o protocolo elencado por esta equipe de
estudo como mais seguro e eficaz de acordo com experimentos prévios, utilizando duodecil

sulfato de sodio (SDS) para a preparacao do arcabouco teste.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Produzir estruturas em 3D utilizando arcabougos de VCIs submetidas a
descelularizacdo, repovoadas com CTMs e testadas quanto a interacéo e a resposta inflamatoria

apos implantacdo subcutanea em coelhos.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a interacdo tecidual do arcabouco in vivo;

Realizar a analise histomorfométrica do arcabouco implantado;

e Avaliar a migracdo das CTMs marcadas com Qtracker;

e Realizar a avaliacdo imunohistoquimica especifica para identificacdo de células endoteliais
no arcabouco implantado;

e Analisar o perfil oxidativo provocado pelos arcaboucos implantados, através da
quantificacdo de malonaldeido (MDA) sérico;

e Avaliar interleucinas (ILs) séricas e também no macerado do tecido implantado para testar

a resposta inflamatoria induzida pelo implante dos arcaboucos.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Etica

Este estudo foi realizado de acordo com as Diretrizes do National Institute of Health
(NIH) para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratério (NIH 2011), com aprovacao da

Comissdo de Etica no Uso de Animais local (CEUA) com registro n° 1251/2017.

3.2 Grupos experimentais

Os implantes foram realizados sobre a fascia muscular dorsal dos animais (néo foi
implantada na ciruculacdo). Foram constituidos 4 grupos em triplicata:
e Grupo 1: Recebeu implante de um fragmento de veia cava inferior alogénica in natura (n=3);
e Grupo 2: Recebeu implante de um fragmento de veia descelularizada com SDS sem adicao
de células (VD-SDS) (n=3);
e Grupo 3: Recebeu implante de um fragmento de veia descelularizada com SDS + 1x10°CTM
alogénicas (VD-SDS+CTM alog.) (n=3);
e Grupo 4: Recebeu implante de um fragmento de veia descelularizada com SDS + 1x10°CTM

autologas(VD-SDS+CTM aut.) (n=3);

3.3 Animais e condicdes de alojamento

Foram utilizados 16 animais adultos com peso entre 2,5 e 3,5 kg, sendo que, um animal
foi utilizado para obtencdo de veia in natura alogénica imediatamente antes do implante. Os
animais foram alojados em condi¢cbes controladas e alimentados com uma dieta granulada

padrdo com agua ad libitum.

3.4 Obtencao das VCI para producéo de arcaboucos venosos e tecido adiposo para CTM
Os procedimentos anestésicos foram assistidos por médico veterinario qualificado.
Antes de iniciar a incisdo cirurgica para coleta de tecidos, os coelhos foram pré-medicados por

via intramuscular com uma combinagéo de cetamina 10 mg / kg (Dopalen®, 100mg/mL,
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Paulinia, SP, Brasil), cloridrato de xilazina 3 mg / kg (Anasedan® 2 %, 20 mg/mL, Paulinia,
SP, Brasil) e acepromazina 0,1 mg / kg (Apromazin® 0,2%, 200 mg / mL, Barueri, SP, Brasil).
Além disso, um anestésico tépico, Lidocaina 7mg / kg (Xilocaina 1% 20 mg / mL, Cristalia,
Butantd, SP, Brasil) foi administrado no local projetado para a incisdo cirdrgica.

Para obtengédo das veias, o abddomen do animal foi tricotomizado, sendo realizada a
assepsia com polivinilpirrolidona-iodo (PVP-IRiodeine, Rioquimica, Sdo José do Rio Preto,
Sdo Paulo, Brasil) e todo o procedimento seguiu rigorosa técnica cirdrgica, sob condicfes
estéreis. As veias foram coletadas através de uma laparotomia xifopubica e disseccéo delicada
da veia cava desde o0 seu segmento mais distal até a veia renal mais baixa. As veias tributarias
foram isoladas e por fim, todas seccionadas sem ligadura para ndo comprometer os resultados
da descelularizacdo. Por fim, as veias foram lavadas interna e externamente com soro
fisiologico 0,9% e heparina ndo fracionada 1000U1/100ml para retirada do maximo de sangue
residual. Foram acondicionadas em tubo conico estéril de 50ml contendo tampao fosfato salino
(PBS) e transportadas para o laboratorio de cultura celular (LCC). Todos os animais foram
submetidos a eutanasia, apds os procedimentos, com sobredose anestésica com Tiopental
Saodico (90mg/kg IV - Thiopentax®, Cristalia, Itapira, SP, Brasil).

Em camara de fluxo laminar, ambiente esteéril, as veias foram separadas em fragmentos
de aproximadamente 2cm de comprimento, sendo 2 fragmentos para cada unidade de veia cava
coletada (n = 14 fragmentos), que foram entdo descelularizadas, isto €, foi promovida a remocao
das células e dos antigenos HLA-DR dos doadores. O protocolo de descelularizacdo foi
realizado com dodecil sulfato de sodio (SDS) 1% em agitacdo continua por 2 horas (em Shaker
News Brunswick Scientific® com temperatura controlada em 37°C).

Os fragmentos foram lavados com PBS cinco vezes e depois acondicionados e
conservados em geladeira a 4°C em solucdo estéril contendo antibidtico (ciprofloxacina,

10mg/mL, Bayer, Sdo Paulo, SP, Brasil) e antifangico (anfotericina B, 20mg/mL, Geolab,
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Anépolis, GO, Brasil). O controle de qualidade da descelularizagdo foi realizado em duas
amostras aleatorias que foram submetidos ao processamento histolégico e corado em HE para
confirmacéo da inexisténcia de células viaveis no arcabouco.

Também foi coletado dos animais eutanasiados tecido adiposo para compor o banco de
CTM alogénica a ser utilizado neste experimento. Para obtencdo das CTMs autélogas, da
mesma forma como foi realizada para os animais alogénicos, foi realizada incisdo cutanea
transversal interescapular de 1,5cm para disseccdo e obtencdo de 2g de tecido adiposo dessa
regido, sob condicdo estéril. Porém, para os animais que foram mantidos vivos, uma anestesia
local de seguranca foi realizada com a infusdo local de 1mL de Lidocaina 1% sem
vasoconstrictor (Xylestesin® - Cristalia, Itapira, SP, Brasil) no local da incisdo na regido dorsal
interescapular do animal. A ferida foi suturada com pontos simples (Nylon 4-0, New Jersey,
EUA).

As amostras de tecido adiposo foram identificadas e encaminhadas ao LCC onde foram
processadas de acordo com o protocolo de digestdo enzimatica.'** Resumidamente, foi
adicionada uma solucéo de colagenase tipo | (Collagenase, Type | - Invitrogen™, Grand Island,
NE, EUA) na proporcdo de 4mg por grama de tecido adiposo, que foi preparada em 2mL de
tampao quimico organico acido 4- (2-hidroxietil) -1-piperazinoetanossulfonico (HEPES -
Thermo Fisher Scientifica™ Gibco, Grand Island, NY, EUA). O tecido adiposo foi incubado
nessa solucdo por 15 horas a 37°C para completar o processo de digestdo enzimatica, em
ambiente de estufa com jaqueta de dgua, com 5% de didxido de carbono (CO2) (Thermo Class
100®). Apos este periodo, a colagenase foi neutralizada com soro fetal bovino (SFB - Gibco,
Thermo-Fisher, Waltham, MA, EUA). O pellet obtido (contendo as CTMs) foi ressuspendido
em meio HEPES enriquecido com SFB e procedida nova centrifugacdo. O novo pellet foi
ressuspendido em 1mL de meio de cultura Dulbecco smodifiedEagle smedium (DMEM)

Gibco, Thermo-Fisher, Waltham, MA, EUA) retirando-se aliquota de 30uL para contagem
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celular em camara de Neubauer (verificacdo da viabilidade celular e estimativa do nimero total
de células). As células obtidas foram plaqueadas em frascos de cultura de 25cm2 (Nunc®). O
meio de cultura foi 0 DMEM contendo antibiético (Ciprofloxacina, 10mg/MI, Bayer, Séo
Paulo, SP, Brasil) e antifingico (Anfotericina B, 20mg/mL, Geolab, Anapolis, GO, Brasil). Os
frascos foram mantidos em estufa a 37°C, com 5% de CO2 (Thermo Class 100®). O meio de
cultura foi trocado a cada 48h. Através de monitoramento por microscopia invertida
(microscopio Axiovert 200®, ZeissTM) observou-se confluéncia superior a 80% da &rea da
placa, sendo entdo este 0 momento de realizar a replicacdo do nimero de frascos (primeira
passagem), removendo as CTMs com de tripsina/Amm a 0,25% + EDTA (Invitrogen™),
novamente realizada contagem de controle em camara de Neubauer e posterior semeadura em
frascos de 75cm? (NunCTM). Isso se repetiu até a terceira passagem.

A caracterizacdo fenotipica foi realizada por citometria de fluxo em parceria com o
laboratdrio de citometria de fluxo do Laboratorio de Biotecnologia Aplicada (LBA do Hospital
das Clinicas da FMB) através da analise de uma amostra de segunda passagem de CTM que foi
ressuspendida em Isoton na propor¢do de 1x10° células/100puL. Foram analisados os
marcadores de superficie positivos para CD71,CD90 e CD106, e negativos para CD31, CD45
e CD11b (todos da BD Biosciences™, San Jose, CA, EUA). Os resultados negativos foram
considerados consistentes quando inferiores a 5% e positivos quando superiores a 50%. As
caracteristicas multipotentes foram confirmadas pela capacidade de diferenciacdo em tri-
linhagem. Para induzir a diferenciacdo mesodérmica tri-linhagem, kits de diferenciacdo de
adipogénese, condrogénese e osteogénese especificos foram usados de acordo com as

instrucdes do fabricante (kits StemPro®, Gibco™, Invitrogen, Grand Island, NE, EUA).

3.5 Aplicacdo de CTMs em andaimes de veias descelularizadas

As CTMs foram expandidas até 3% passagem e entdo utilizadas nos experimentos.

Inicialmente, as CTMs foram submetidas ao processo de marcacdo citoplasmatica com
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Qtracker, que é um agente fluorescente vermelho em forma de nanocristais que sdo opsonizados
para o citoplasma. Resumidamente, as células foram incubadas com nanomarcadores cristais
Qtracker 565 (CellLabeling Kits — Invitrogen™) seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante
para células em suspensao, onde, para obtermos uma dosagem de 10 nM de Qdots, acrescentou-
se 1 microlitro da solucdo A e 1 microlitro da solugdo B do kit Qtracker, para cada um milh&o
de células a serem marcadas. A solucdo resultante, ap6s 5 minutos a temperatura ambiente
(25°C), foi acrescida de 200 microlitros de meio DMEM e entdo colocada 30 segundos no
vortex, para agitacdo e homogeinizacdo dos componentes. Esta solucdo foi depositada sobre o
pellet celular previamente obtido das culturas celulares e mantidos em ambiente de estufa de
CO2 5% a 37°C por um periodo de 45 minutos, protegido da luminosidade. As células foram
lavadas por duas vezes em meio DMEM e estavam prontas para uso.

A semeadura das células no arcabougo foi realizada com 10uL de uma solugdo contendo
Puramatrix® + Glucose 5% (meio a meio) e 1x10° CTM neste volume, utilizando-se a ponteira
da pipeta para depositar a solucdo contendo as células para a luz da veia (face luminal). Em
seguida, a gelificacdo do Puramatrix foi induzida pela adicdo de 100uL de meio de cultura sobre
0 arcabouco e este foi mantido em um poco de uma placa de cultura ndo aderente (ultra-low
attachment surface plates - Corning®, 24 pocos) por 30 min. Um mL de meio de cultura foi
adicionado e a placa foi mantida por duas horas em ambiente estufa com jaqueta de agua a 5%
de didxido de carbono (COz) (Thermo Class 100®) & 37°C para pré-aderéncia celular. Apos
esse periodo de pré-aderéncia, os fragmentos foram transportados para a realizacdo dos

implantes.

3.6 Implantes das VCI e dos arcaboucos celularizados ou ndo — modelo animal in vivo
Para a implantagdo dos arcaboucos, os animais foram anestesiados como descrito
previamente, seguindo-se rigorosa técnica asséptica. Uma pequena inciséo longitudinal de 2cm

de comprimento foi realizada na regido dorsal toracica do animal, com disseccéo até o limite
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da fascia mais superficial do masculo grande dorsal, onde os fragmentos do estudo foram
fixados (apenas um fragmento por animal) com um ponto simples de NYLON 4-0 (Ethicon®,
Somerville, NJ, USA) por tratar-se de um material ndo absorvivel, para identificagdo no
momento do explante, em cada extremidade do implante. Os animais foram monitorados
diariamente e coletas de amostras de sangue foram realizadas conforme o cronograma do
estudo, o que sera melhor explicado a seguir. Os animais foram mantidos em alojamento
especifico, conforme descrito previamente e, ap6s o periodo de observacdo de 60 dias, 0s
animais foram eutanasiados, conforme descrito previamente. Os fragmentos foram coletados

cirurgicamente para posteriores analises histomorfologicas.

3.7 Obtencao das amostras de sangue para analise de interleucinas e estresse oxidativo
Foi coletado 1,5mL de sangue periférico através da puncdo da veia marginal dorsal da
orelha nos tempos pré-operatorio, 1, 7, 14, 30 e 60 dias apds o procedimento cirdrgico de cada
animal (12 animais). Cada amostra foi encaminhada para o LCC onde foram centrifugadas a
3000rpm por 5 minutos para obtencdo do plasma; em seguida as amostras foram mantidas
congeladas em freezer -80°C até o momento da realizacdo das dosagens das interleucinas
inflamatdrias (IL6, TNF-a) e antinflamatorias (IL-4, 1L10) por Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay (ELISA), além da realizacdo de analises para deteccdo do estresse oxidativo pelo
método de reagdo do malonaldeido (MDA) com &cido tiobarbittrico (TBARS),® no laboratorio

de estresse oxidativo da UNIPEX.

3.8 Avaliacao histomorfoldgica
Os fragmentos coletados (60 dias apds o implante) foram seccionados em duas partes
iguais, sendo uma colocada em formaldeido tamponado a 10% para confec¢do de blocos

parafinizados e a outra parte mantida congelada para realizacdo de corte a fresco para
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identificacdo das CTMs marcadas com Qtracker (vermelho) em microscépio de fluorescéncia,
além de ser macerada posteriormente para dosagem de ILs teciduais.

Dos blocos parafinizados, foram confeccionadas laminas para histologia padrdo
hematoxilina e eosina (HE) e para imunohistoquimica com analise de marcador primario anti-
CD31 diluido em 1 para 10 (Novus Biologicals™, Englewood, CO, EUA) para identificacdo
das células endoteliais.

As laminas confeccionadas com material a fresco foram destinadas para analise dos
nucleos celulares em imunofluorescéncia com selante fluoroshield com 4',6'-diamino-2-fenil-
indol (DAPI) (Sigma™, Cotia, SP, Brasil), bem como para confeccéo de laminas distintas com

marcacdes com anti-CD31 com FITC.

3.9 Analise estatistica

A comparacgdo entre meédias nos momentos foi feita utilizando um delineamento por
medidas repetidas com o objetivo de avaliar a interagdo grupo versus momentos. Nos casos em
que os dados apresentavam distribuicdo simétrica, foi utilizada a ANOVA para medidas
repetidas seguido do teste de comparacdo multipla de Tukey ajustado ao delineamento. Nos
casos onde a distribuicdo apresentou-se assimetrica, um ajuste em distribuicdo gama foi
realizado para o0 mesmo delineamento, seguido do teste de comparacdo multipla de Wald. Em
todos os testes foi fixado o nivel de significancia de 5%. Todas as analises foram feitas no

programa SAS for Windows, v.9.4.

4. RESULTADOS

4.1 Obtencéo de veias cava de coelho para producdo dos arcaboucos
As veias cava inferiores para descelularizacdo foram obtidas de 7 coelhos. Estas foram
descelularizadas com SDS 1% 2h conforme descrito previamente e foram mantidas em um

banco de veias em geladeira a 4°C até 0 momento do experimento (2 semanas).
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Foi realizado controle de qualidade do processo de descelularizagdo com 0 exame em
histologia por HE de amostras das veias cava descelularizadas, evidenciando-se completa

eliminacgdo das células do doador (Figura 1).

50 ym

O ———
Figura 1. Fotomicrografia de Veia Cava Inferior de coelho descelularizada com SDS 1% 2h em HE, aumento
de 200X. Autor: SECONDO, M. T. S. 2021

Para o grupo in natura (Grupol), um animal foi eutanasiado no mesmo dia do
experimento in vivo e a veia foi segmentada em 3 partes e implantada diretamente nos coelhos

receptores deste grupo e coletadas apds 60 dias (Figura 2).
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Figura 2. Implante de arcabougo de veia cava inferior descelularizada com
SDS + CTM aut6loga (seta). Os pontos de reparo sdo vistos para limitar o
implante, ap6s 60 dias. Autor: SECONDO, M. T. S. 2021

4.2 Obtencéo, expansao e caracterizacdo das MSC derivadas de tecido adiposo.

Foi realizada a obtencdo, expansdo e caracterizacdo das CTMs derivadas de tecido
adiposo (Figura 3). As amostras de tecido adiposo obtidas de 3 coelhos (0s mesmos utilizados
para obtencdo de veias cavas) foram utilizadas para celularizar os arcaboucos do Grupo 3 —

VD-SDS+CTMs alogénicas.

Figura 3. Fotomicrografia de mlcroscopla |nvert|da a fresco de MSC em placa de cultura. Confluéncia de
95% em 22 passagem celular. Autor: SECONDO, M. T. S. 2021
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Aliquotas contendo 1x10° de CTM foram utilizadas para realizar a caracterizagio
fenotipica. Conforme ilustrado no histograma figura 4, os valores médios de intensidade de
fluorescéncia para os trés marcadores foram 79,04% (CD90), 52,43% (CD106) e 55,05%
(CD71). Os resultados estéo dentro do padréo de positividade estabelecido pela SITC, de 50%;
contudo, os marcadores CD106 e CD71 apresentaram maior expressividade. Estes achados
corroboram com 0 que se encontra na literatura, que considera a hipotese de que na cultura
podemos encontrar células em diferentes niveis de diferenciacdo e ndo subtipos celulares
diferentes. Diante desta hipdtese, celulas mais imaturas tém maior tamanho e menor
granulosidade e celulas mais maduras, menor tamanho e maior granulosidade, que
corresponderia ao segundo pico encontrado na distribuicdo do histograma pela técnica de

citometria de fluxo.%°

Marcador CD90 CD106 CD71 CD45 CD31 CDl11b
Espécie: Coelho 79,04 52,43 55,05 2,09 0,86 2,04
H s CD90 8 CcD71 s CD106
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Figura 4. Perfil fenotipico em citometria de fluxo para CTM utilizadas neste estudo, com os respectivos histogramas para 0s
marcadores anti CD90; CD45, CD106, CD11B, CD 71 e CD31.
Autor: SECONDO, M. T. S. 2021
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4.3 Implantes das VCI e dos arcaboucos celularizados ou ndo — modelo animal in vivo

O implante dos fragmentos de VCI alogénica e arcabougos celularizados ou néo foi
realizado de acordo com o previsto na metodologia, sem complicagdes. Os explantes foram
coletados apds 60 dias com a eutanasia dos animais e as analises histolégicas foram conduzidas
no laboratorio de Patologia do HC da FMB-UNESP. As figuras 5 e 6 mostram a obtencdo do

explante e o congelamento de parte do fragmento para analise a fresco.

Figura 5. Procedimento de retirada do implante de arcabougo com 60 dias. A. Procedimento de
coleta do fragmento implantado. B. Explante de arcabouco coletado para andlise histoldgica.
Autor: SECONDO, M. T. S. 2021

w0 e * U
Figura 6. Fragmentos do estudo que foram congeladas, um
fragmento para cada animal (n = 12), seguidos para analise
por congelagdo, imunofluorescéncia e dosagem de ILs de

macerado
Autor: SECONDO, M. T. S. 2021
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4.4 Obtencdo das amostras de sangue para analise de interleucinas

Foram realizadas coleta de sangue periférico, centrifugacdo e separacdo do plasma. O
plasma foi aliquotado para analise de interleucinas e de estresse oxidativo, e as aliquotas foram

mantidas congeladas a -80°C em ultrafrezer na UNIPEX. (Figura 7)

Figura 7. Amostras de plasma coletadas de todos os animais nos momentos pré-
operatdrio, 1, 7, 14, 30, 60 dias, mantidas congeladas até a dosagem de ILs de
interesse.

Autor: SECONDO, M. T. S. 2021

O estudo dos niveis séricos de ILs revelou niveis séricos estatisticamente semelhantes
entre 0s grupos estudados. Os resultados estdo compilados na Tabela 1. A IL 4 apresentou
resultado igual a zero em todas as analises e foi considerada como néo detectavel nas condicdes

deste experimento.

Tabela 1. Andlise das citocinas inflamatdrias e anti-inflamatérias do plasma por ELISA.

Momento
Variave p-
G 1 2 3 4 5 6
| valor
Média | DP | Média | DP | Meédia | DP | Média | DP | Média | DP | Média | DP
26.42b 25.17b
1 | 3l4aA | 332 | 3203A | 317 A 207 A 73 | 1443cA | 337 | 215C | 7.64
16.11d
2 | 325A | 261 | 2631bB | 472 | 29.820B | 195 | 26.11cA | 174 A 31 | 13058 | 186 |
TNF '
33.76a 26.61b 52.8 139 55 | 7
3 172 | 285%a | 3.04 454 | 56.35a0 21abAA 23abAB
A A 6 1 3
22.3% 153 | 14.28d
4 | 2343aB | 308 | 30.76aA | 151 A 436 | 41008 | A 534 | 14.65A | 392
1 | 119aA | 206 | 09A | 163 | ObA 0 | 0672A | 116 | ObA 0 ObA 0
2 | 73%A | 732 | obB 0 | 119aB | 206 | 067aA | 116 | ObA 0 ObA I
IL6 |3 | 488A | 845 | 35aA | 617 | 538aB | 561 | 1063A | 976 | ObA 0 0bA o |,
428
4| 0aB 0 0aB 0 | 2608 | 0aB 0 0bA 0 ObA 0
32.93a 17.4 0.445
Lo | 1 A 468 | 37.210A | 727 | ATIA | 793 | 44968 | | 29500A | 729 | 26eA | 257 |
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30.49a 28.86b 23.60b
2 424 | 33.61aA | 324 29.48aB 7.78 30.74aA | 445 8.1 2.76
A A A
31.97a 10.9 10.9 17.3
3 6.56 42.3aA 33.35aA | 848 37.2aA 33.18aA 39.80aB 16.7
A 6 7 1
38.59% 12.4 121 15.9 12.6
4 A ; 38.1aA 8.01 | 29.91aA 4 39.3aA 4 32.61aA 5 33.34aB 4.02

Tempos das coletas de amostra sanguinea: 1 — Pré-operat6rio; 2-24h apds o procedimento; 3- 7 dias ap6s o procedimento; 4 — 14 dias ap6s o procedimento; 5
— 30 dias apds o procedimento; 6 — 60 dias apés o procedimento. Média seguidas da mesma letra minuscula (ficando os grupos) nao diferem
significativamente ao nivel de 5%; e médias seguidas de mesma letra maitscula (fixando 0 momento) néo diferem significativamente ao nivel 5%.

G:Grupos

Foi realizado também a analise das mesmas ILs no homogenato (macerado) do tecido
congelado do explante (coletado ap6s 60 dias do implante), cujos resultados estdo apresentados
na Tabela 2. Mais uma vez, o resultado da IL4 foi igual a zero em todas as amostras e foi

considerada como néo detectavel nas condig¢Ges deste experimento.

Tabela 2. Andlise de interleucinas do homogenato (macerado dos tecidos)

Grupos
Variaveis 1 2 3 4
. ; ; ; p-valor
Média DP Média DP Média DP Média DP
TNF 40.92ab 6.94 56.65¢ 16.82 37.91a 10.56 49.95ab 7.23 0.0022
IL6 12.19a 20.82 12.85a 10.97 2.6a 6.38 12.74a 14.51 0.7222
1L10 52.09a 25.6 52.28a 6.22 27.68b 2.16 62.11a 16.8 0.0002

Grupo 1: Veia alogénica; Grupo 2: Veia descelularizada; Grupo 3: Veia descelularizada +CTM alogénica; Grupo 4: Veia descelularizada + CTM

autéloga. Médias seguidas da mesma letra mintscula (fixando grupos) néo diferem significamente ao nivel de 5%

Pode-se concluir a partir dos dados da analise das interleucinas no homogenato do
explante congelado que, para o0 TNFa, 0 grupo veia descelularizada apresentou maiores
resultados comparativamente aos demais grupos, 0 que caracteriza uma maior reacao
inflamatdria aos 60 dias (p = 0.0022). Para os valores aferidos pela dosagem de IL6, ndo houve
diferenca estatisticamente significativa entre os grupos, portanto, ndo foi possivel utilizar-se
desse parametro para diferenciar a inflamagéo provocada pelos implantes nas condi¢cdes desse
experimento. Para a IL10, observou-se que apenas o grupo 3 (arcabouco + CTM alogénicas)
teve menor dosagem desta citocina em compara¢do com os demais grupos, com diferenca
estatistica significativa (p=0,0002), o que sugeriu diminuicdo da regulacdo do processo

inflamatério mediado por IL10 nesse grupo.
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4.5 Avaliagéo histomorfoldgica

A anédlise por HE revelou alta taxa de endotelizacdo, com boa evolucdo tecidual

associada a notavel taxa de celularidade nos tecidos analisados (Figura 8).

Figura 8. Fotomicrografias HE - Microscopia dptica dos explantes de arcabougos implantados apds 60 dias. A e B: Grupo 1-
Veia alogénica apresentando células inflamatdrias (linfocitos, plasmacitos e histiocitos) além da manutencéo de estruturas da
veia nativa (endotélio) e fibroblastos; C: Grupo 2- VD-SDS apresentando neoformacéo endotelial, reacdo tecidual reparadora,
fibroblastos imaturos (miofibroblastos), tecido de granulagdo, baixa evidéncia de reacdo inflamatéria; D e E: Grupo 3- VD-
SDS + CTMs alogénicas evidenciando proliferagdo vascular adjacente, baixa reacdo inflamatoria, proliferacdo de fibroblastos
(miofibroblastos) e neovascularizagdo funcionante no interior do tecido com hemacias em seu interior; F: Grupo 4- VD-SDS
+ CTMs autélogas que apresenta neoformagao vascular adjacente abundante, revitalizagdo da parede do arcabouco, endotélio
repovoando parcialmente a luz do arcabougo venoso, ndo evidencia-se reagdo inflamatéria, exceto pela regido do ponto de
NYLON.

Autor: Secondo, M. T. S. 2021.

Paralelamente, apenas com a finalidade de se comprovar que as CTMs implantadas nos
arcaboucos se mantiveram presentes no decorrer do experimento, alguns cortes do material
congelado dos grupos 3 e 4 foram observados em microscopio de fluorescéncia, comprovando
a presenca de CTMs ou seus derivados nos explantes desses grupos pela marcagdo ainda

presente dos nanocristais de Qtracker — fluorescéncia citoplasmatica em vermelho. (Figura 9)
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Figura 9.Analise em microscopia de fluorescéncia. A: Grupo 3, B: Grupo 4, apresentando sinais de marcacdo celular (CTM)
com Qtracker (fluorescéncia vermelha em nanocristais depositados no citoplasma).
Autor: Secondo, M. T. S. 2021

A imunohistoquimica para o anticorpo CD31, marcador de endotélio vascular, foi
positiva em todos os grupos, porém, com padrdes de ocorréncia um pouco diferentes entre 0s
grupos, correspondendo com os achados da histologia em HE, com menor intensidade de
marcacdo endotelial para o grupo 1 e um padrdo menos organizado para 0S grupos 2 e 3 em

comparacgdo com o grupo 4 (Figura 10).

Figura 10. Andlise de Iamina de imunohistoquimica em microscopia Optica com anticorpo marcador de endotélio
CD31. A: Grupo 1; B: Grupo 2; C: Grupo 3; D: Grupo 4. Autor: Secondo, M. T. S. 2021

A marcacdo por imunofluorescéncia com Qtracker foi melhorada com a marcacéo

nuclear com DAPI para observar a correlacdo citoplasma e nucleos, caracterizando células
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vidveis. Observou-se que havia células viaveis marcadas com os dois marcadores nos dois

grupos (G3 e G4). (Figura 11)

100 um 100 pm
Figura 11. Fotomicrografias de Imunofluorescéncia em tecido congelado. A: Veias descelularizadas com MSC alogénicas,
nucleos celulares em azul (DAPI) e vermelho, citoplasma das CTMs marcadas no tecido (Qtracker); B: Veias descelularizadas
com CTMs autdlogas, nicleos celulares em azul (DAPI) e vermelho, citoplasma das CTMs marcadas no tecido (Qtracker)
(setas apontam para células marcadas).
Autor: Secondo, M. T. S. 2021

Foi realizada entdo a marcacdo com CD31 + FITC (Verde) e DAPI (azul), além da
marcacao prévia com Qtracker (vermelho) e foi possivel observar, em microscopia confocal de
fluorescéncia, a ocorréncia de algumas células endoteliais que provavelmente vieram da cultura
implantada, pois apresentaram simultaneamente as 3 marcac¢des nos dois grupos que receberam
arcabouco e CTM. (Figura 12)

Figura 12.Fotomicrografias de Imunofluorescéncia em tecido congelado. A: Veias descelularizadas com CTMs
alogénicas: nucleos celulares em azul (DAPI); em vermelho, citoplasma das CTMs marcadas no tecido (Qtracker); em
verde, membrana citoplasmética marcada com anti-CD31 e FITC; B: Veias descelularizadas com CTMs autélogas:
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nlcleos celulares em azul (DAPI); em vermelho, citoplasma das CTMs marcadas no tecido (Qtracker); em verde,
membrana citoplasmética marcada com anti-CD31 (FITC) (setas apontam para células marcadas).

Autor: Secondo, M. T. S. 2021

4.6 Estresse oxidativo pela anélise de MDA em plasma.

Foi realizada dosagem de malonaldeido (MDA) das amostras de plasma congelado de

todos os tempos desse experimento para todos os grupos com a finalidade de observar variagtes

do estresse oxidativo nos diferentes tempos e grupos, de forma a tentar extrapolar os resultados

com a resposta inflamatoria provocada pelos implantes. (Tabela 3).

Tabela 3. Teste comparativo entre 0s 4 grupos em cada momento.

Grupo 1 (n=3)

Grupo 2 (n=3)

Grupo 3 (n=3)

Grupo 4 (n=3)

Variavel med min max med min max med min max med min max p

MDO1 .0411 .0102 .0621 .0264 .0213 .0913 .0214 .0056 .0258 .0346 .0222 .0625 (459
MDO2 .0288 .0220 .0607 .0394 .0138 .0617 .0192 .0123 .0745 .0484 .0280 .0548 .92
MDO3 .0416 .0361 .1357 .0190 .0166 .0728 .0148 .0050 .0185 .0395 .0116 .0608 (. .792
MDO4 .0375 .0341 .0542 .0321 .0118 .0871 .0165 .0150 .0244 .0203 .0114 .0214 (. 757
MDO5 .0375 .0353 .0753 .0352 .0277 .1186 .0066 .0034 .0081 .0326 .0127 .0484 (.070
MDO6 .0178 .0151 .1853 .0476 .0209 .0487 .0098 .0065 .0196 .0265 .0245 .0341 (.7147

p 0.916 0.700 0.098 0.266

MDOL1 (pré-operatério), MDO2 (1 dia pés-operatério), MDO3 (7 dias), MDO4 (14 dias), MDOS5 (30 dias), MDO6

(60 dias).

De forma geral, ndo foi possivel observar diferencas estatisticamente significativas para

a andlise sérica de MDA no plasma, ndo permitindo fazer inferéncias quanto a influéncia dos

procedimentos adotados neste estudo e ao aumento ou a diminuigdo do estresse oxidativo.

5. DISCUSSAO

O tratamento convencional para a DAOP é realizado através de medidas clinicas para o

controle de fatores de risco mas, em situacdo de isquemia critica, as alternativas mais

comumente utilizadas sdo os tratamentos endovasculares (angioplastia) e as cirurgias de

revascularizagdo (pontes / bypass realizados com veia autdloga ou com material sintético).*°

Entretanto, para uma parcela de pacientes, 0s tratamentos convencionais ndo se aplicam e as

amputaces acabam por se tornar a (inica opgao restante.? Consequentemente, a biotecnologia

se torna parceira para o desenvolvimento de produtos biomiméticos, e inmeras pesquisas tém
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apontado para a possibilidade de producdo de drgdos ou tecidos que podem ser promissores
para a regeneracdo ou substituicdo de vasos danificados, levando-se em consideracdo que ja
temos tecnologia suficiente para a diferenciacdo de CTMs em endotélio, masculo liso e outros
tecidos.*! 42

Artigo de revisdo de literatura de Afra et al,** compararam os resultados de pesquisas
pré-clinicas com o emprego de CTMs autdlogas ou alogénicas para o desenvolvimento de vasos
sanguineos e concluiu-se que as células autdlogas apresentam uso preferencial. Nesta mesma
revisao, foi comparado o potencial das CTMs na engenharia de vasos sanguineos funcionais
versus outros tipos celulares, como celulas mononucleares da medula 6ssea, células precursoras
de endotélio, células de musculo liso autélogas adultas diferenciadas, células endoteliais
autdlogas, células tronco embrionarias e células tronco pluripotentes.*® Concluiu-se que as
CTMs ainda sdo as celulas preferenciais na engenharia de tecidos em vasos sanguineos,
principalmente pelo seu potencial multipotente e pela facilidade de obtencdo em quantidade.
Podem tambem secretar um amplo espectro de macromoléculas bioativas que ajudam na
regeneracio de tecidos lesados e que tém propriedades imunomoduladoras.*®

Quanto ao arcabouco, é necessario, para engenharia de tecidos em vasos sanguineos,
que estes apresentem caracteristicas muito especificas, pois precisam suportar as tensdes
vasculares sem degeneracdo, inibir eventos trombdticos, apresentar boa interacdo com o0s
tecidos adjacentes e com as células implantadas e promover o carreamento de nutrientes através
da porosidade de sua parede.*! Nossos estudos prévios determinaram que o método empregado
para a producédo do arcabouco venoso no modelo em coelhos € suficientemente adequado para
atender aos requisitos descritos e este estudo demonstra que o uso de CTMs promove um
ambiente favoravel as adaptaces imunoldgicas quando o arcabouco é exposto ao ambiente

natural in vivo.®
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A resposta imunoldgica desencadeada pelo implante dos arcaboucos no modelo animal
in vivo variou entre os grupos e a forma de anélise. Para as avalia¢des de resultados séricos, ndo
se observaram diferencas significativas entre os grupos nos tempos analisados, o que pode ser
justificado pela volatilidade da producéo dessas citocinas apds as primeiras horas da cirurgia,
pelo pequeno porte das cirurgias e pela pequena quantidade de tecido implantado. Para as
analises do homogenato do tecido coletado 60 dias ap6s o implante, diferentemente da analise
sérica, pode-se observar que, mesmo tardiamente, houve alguma diferenca entre os grupos,
sendo possivel observar que houve uma maior reagdo pro-inflamatoria no tecido
descelularizado (grupo 2) em comparacao com os demais grupos pela andlise do TNFa, mas
ndo pela analise da IL6. Entretanto, pode-se observar ainda uma diminui¢cdo da acéo anti-
inflamatdria nos animais que receberam CTMs alogénicas em comparagdo aos demais grupos
pela analise da IL10. Curiosamente, nossos experimentos ndo foram capazes de verificar a
presenca de IL4 em nenhum animal, nem nos homogenato nem na anélise sérica. Talvez isso
possa ser explicado pelo modelo animal empregado (coelhos), ou pela volatilidade da citocina
nas amostras. De qualquer forma, j& € conhecido o papel imunomodulador das CTMs utilizadas
em engenharia de tecidos, o que foi um fator determinante nas analises realizadas.

Quanto a diferenciacéo celular das CTMs e a organizacdo estrutural destes neovasos, 0s
implantes com veia cava descelularizada + CTM foram promissores, sendo possivel observar a
presenca dessas células ainda viaveis no tecido ap6s 60 dias do implante e que algumas puderam
se diferenciar em endotélio. Esse fato pode ser explicado pelas condicGes favoraveis que o
ambiente do vaso descelularizado provoca, tanto pelas condicGes tridimensionais como por
possiveis inducdes ocasionadas pela prépria composicdo da matriz extracelular, principalmente
pelo colageno e pela elastina dos arcabougos.**

Quanto ao estresse oxidativo analisado pela dosagem do MDA sérico, ndo foi observada

diferenca estatistica entre os grupos, o que ndo permite diferenciar a influéncia de cada implante




40

por essa metodologia. Vale lembrar que o experimento nao foi realizado com controle dietético
para essa analise, o que pode ter influenciado nos resultados.

Assim, este trabalho se prop0s a testar a influéncia do arcabouco celularizado com CTM
em comparacgéo ao arcabouco ndo celularizado e a veia in natura alogénica quanto ao potencial
de inducdo de resposta inflamatoria no receptor, além da capacidade de biointegracdo com o
receptor e a diferenciacdo endotelial. Foi possivel observar que cada variacao teve influéncia

nos resultados e que a situacdo ideal implica na utilizacdo de CTMs autdlogas.

6. CONCLUSAO

O uso de arcaboucos de veia cava descelularizada com SDS 2% 1h e recelularizados
com CTMs autélogas foi o protocolo que apresentou maior organizacdo celular, melhor
diferenciac@o endotelial e menor resposta imunogénica do hospedeiro. Dessa forma, acredita-
se que novos experimentos devam ser realizados para avaliar o comportamento desses produtos
da bioengenharia implantados no sistema circulatorio in vivo, para avaliar se existe

funcionalidade e durabilidade que subsidiem avaliac@es futuras para aplicacédo clinica.
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