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“Nao sei... Se a vida € curta

Ou longa demais pra nés,

Mas sei que nada do que vivemos
Tem sentido, se ndo tocamos o coracao das pessoas.
Muitas vezes basta ser:

Colo que acolhe,

Braco que envolve,

Palavra que conforta,

Siléncio que respeita,

Alegria gue contagia,

Lagrima que corre,

Olhar que acaricia,

Desejo que sacia,

Amor que promove.

E isso ndo é coisa de outro mundo,
E o0 que da sentido a vida.

E o que faz com que ela

Na&o seja nem curta,

Nem longa demais,

Mas que seja intensa,

Verdadeira, pura... Enquanto durar.

Cora Coralina”
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RESUMO

Introducgdo: O tratamento para a doenga arterial obstrutiva periférica em situacéo de isquemia
critica geralmente requer um procedimento cirargico de revascularizacdo, que pode ser
realizado por técnicas endovasculares ou cirurgia convencional com bypass. Em cirurgias
convencionais, 0 substituto vascular deve apresentar as mesmas caracteristicas do vaso
sanguineo que se deseja substituir. No entanto, nem sempre isso é possivel. A engenharia de
tecidos em vasos sanguineos surge como alternativa de fornecimento de vasos sanguineos
bioengenheirados, baseados em uma medicina personalizada. Objetivo: Realizar a
descelularizacdo de veias safenas magnas humanas (VSM), para producdo de um scaffold
tridimensional, para futuro uso em engenharia de tecidos em vasos sanguineos. Comparar VSM
em condicdo de suficiéncia e insuficiéncia, e congeladas ou ndo, para identificacdo dos
melhores processos de descelularizacdo, mantendo suas caracteristicas biomecanicas.
Metodologia: Foi realizada a caracterizacdo morfofuncional de VSM descelularizadas por dois
agentes descelularizantes, dodecil sulfato de sédio (SDS) e deoxicolato de sodio (DS), em duas
concentracdes (2% e 3%) mantidas por 1 e 2 horas em agitacdo continua e analisadas pela
identificacdo de células integras (contagem nuclear) em laminas coradas em hematoxilina e
eosina (HE). Foi analisado também a integridade da matriz extracelular (ME) através dos
mesmos cortes histologicos. Os scaffolds foram avaliados comparativamente quanto as suas
propriedades biomecanicas, estabelecendo-se os grupos: B1 - VSM insuficiente (in natura); B2
-VSM suficiente (in natura); B3 - VSM insuficiente (congelada); B4 - VSM suficiente
(congelada); B5 - VSM insuficiente (SDS — 2% 2h); B6 - VSM suficiente (SDS — 2% 2h); B7
- VSM insuficiente (DS — 3% 2h); B8 - VSM suficiente (DS — 3% 2h), pela anélise de limite
de proporcionalidade (LP), coeficiente de rigidez (CR) e carga maxima (CM). Resultados:
Foram utilizados VSM de 22 participantes para todas as andlises. Os protocolos de
descelularizacdo de SDS 2% e DS 3% ambos com 2 horas de VSM suficientes e insuficientes
se mostraram efetivos, sem diferenca estatistica entre eles, tanto para VSM suficientes como
insuficientes (p>0,05). A ME se manteve integra em todos os protocolos de descelularizacdo
realizados. Para os testes biomecénicos, ndo se observou diferenca estatistica entre 0s grupos
para LP (p>0,051). Quanto ao CR, observou-se que ha diferenca estatistica entre 0os grupos
(p=0,003), sendo observado que o grupo padrédo B2 foi superior aos grupos, B6 (p=0,007) e
B8(p=0,046); e B4 € superior a B6 (p=0,016). Para CM, houve diferenca estatistica significativa
entre os grupos (p<0,040), sendo queo grupo B8 foi superior aos grupos Bl (p=0,0276), B5
(p=0,0092), B6 (p=0,0024) e B7 (p=0,0111); e o B2 foi superior ao grupo B6 (p=0,0339).
Concluséo: A descelularizacéo de veias safenas humanas pode ser realizada de forma simples
e eficiente, mantendo relativa integridade da ME, utilizando SDS a 2% e DS 3%, ambos com
2h de exposi¢do. Veias safenas magnas suficientes e insuficientes, congeladas ou néo,
demonstram-se semelhantes durante a realizacdo dos testes biomecanicos, porém, apos o
processo de descelularizacdo VSM suficientes tiveram aumento de fragilidade apos a
descelularizacdo. O mesmo ndo aconteceu para as VSM insuficientes que se mantiveram
estaveis apos a descelularizacdo. Novos estudos devem ser realizados para se estabelecer o
possivel uso desses arcaboucos na engenharia de tecidos de vasos sanguineos.

Palavras chave: Veias; Vasos Sanguineos; Engenharia de tecidos; Descelularizacéo.
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ABSTRACT

Background: Treatment for peripheral arterial disease in critically ischemic situations usually
requires a surgical revascularization procedure, which can be performed using endovascular
techniques or conventional bypass surgery. In conventional surgeries, the vascular substitute
must present the same characteristics as the blood vessel to be replaced. However, this is not
always possible. Tissue engineering in blood vessels emerges as an alternative to supplying
bioengineered blood vessels, based on personalized medicine. Objective: To perform the
decellularization of human great saphenous veins (GSV) to produce a three-dimensional
scaffold for future use in tissue engineering in blood vessels. Compare GSV in sufficiency and
insufficiency conditions, and frozen or not, to identify the best decellularization processes,
maintaining its biomechanical characteristics. Methodology: The morphofunctional
characterization of GSV decellularized by two decellularizing agents, sodium dodecyl sulfate
(SDS) and sodium deoxycholate (DS) was performed at two concentrations (2% and 3%)
maintained for 1 and 2 hours under continuous agitation and analyzed by identifying intact cells
(nuclear count) on slides stained with hematoxylin and eosin (HE). The integrity of the
extracellular matrix (ME) was also analyzed through the same histological sections. The
scaffolds were comparatively evaluated for their biomechanical properties, establishing the
groups: B1 - Insufficient GSV (in natura); B2 - Sufficient GSV (in natura); B3 - Insufficient
GSV (in frozen); B4 - Sufficient GSV (in frozen); B5 - Insufficient GSV (SDS - 2% 2h); B6 -
Sufficient GSV (SDS — 2% 2h); B7 - Insufficient GSV (DS — 3% 2h); B8 - Sufficient GSV (DS
— 3% 2h), by proportionality limit (PL), stiffness coefficient (SC) and maximum load (ML)
analysis. Results: GSV from 22 participants were used for all analyses. The decellularization
protocols of SDS 2% and DS 3% both with 2 hours of sufficient and insufficient GSV proved
to be effective, with no statistical difference between them, both for sufficient and insufficient
GSV (p>0.05). The extracellular membrane remained integrated into all decellularization
protocols performed. For the biomechanical tests, there was no statistical difference between
the groups for PL (p>0.051). As for the SC, it was observed that there is a statistical difference
between the groups (p=0.003), being observed that the standard group B2 was superior to the
groups, B6 (p=0.007) and B8 (p=0.046); and B4 is greater than B6 (p=0.016). For ML, there
was a statistically significant difference between groups (p<0.040), with group B8 being
superior to groups B1 (p=0.0276), B5 (p=0.0092), B6 (p=0.0024), and B7 (p=0.0111); and B2
was superior to group B6 (p=0.0339). Conclusion: The decellularization of human saphenous
veins can be performed simply and efficiently, maintaining relative integrity of the ME, using
2% SDS and 3% DS, both with 2h of exposure. Sufficient and insufficient great saphenous
veins, frozen or not, are similar during the performance of biomechanical tests, however, after
the decellularization process, sufficient VSM had an increase in fragility after decellularization.
The same did not happen for the insufficient VSM that remained stable after decellularization.
Further studies should be carried out to establish the possible use of these frameworks in blood
vessel tissue engineering.

Keywords: Veins; Blood vessels; Tissue engineering; Decellularization.
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1. INTRODUCAO

1.1 Doenga arterial obstrutiva periférica

As doengas cardiovasculares sdo as principais responsaveis pela mortalidade da
populagdo ocidental.! A doenca arterial obstrutiva periférica (DAOP) faz parte desse conjunto
de doencas e esta presente em 5.8% da populagdo.t

A DAOP caracteriza-se pela obstrucdo aterosclerdtica progressiva das artérias dos
membros inferiores,? levando a estreitamento da luz e reducdo do fluxo de sangue para os
tecidos.>Em suas fases mais iniciais o paciente pode apresentar como sintoma a claudicagio
intermitente, que consiste em dor nos membros ao deambular. E nas fases mais avancgadas, pode
apresentar dor em repouso, gangrena e Ulcera isquémica, que consistem em quadros de isquemia
critica.®

No Brasil, um estudo transversal multicéntrico realizado em 72 centros participantes do
Projeto Coracdes do Brasil avaliou a prevaléncia de DAOP em 1.170 pessoas de mais de 18
anos (média de 43,8 anos), pela medida do indice de pressdo tornozelo-brago, considerando-a
presente se esse indice fosse < 90 mmHg. A incidéncia encontrada da doenca foi de 10,5%, e,
destes pacientes, apenas 9% apresentavam o sintoma de claudicagéo intermitente.*

E bem estabelecido que, como forma de tratamento para a DAOP em situacdo de
isquemia critica, os pacientes podem ser submetidos a técnicas endovasculares e/ou cirurgia
com bypass.® Em cirurgias convencionais, em que se utilizam enxerto, o substituto vascular
ideal seria um vaso sanguineo com as mesmas caracteristicas da artéria que se deseja substituir.®
Porém, se torna inviavel a utilizacdo de artérias autologas para confec¢do de enxertos extensos
em cirurgia vascular, pelo riso de isquemia de tecidos com a retirada desse tipo de vaso.’

Utiliza-se entdo, como possibilidade de um substituto vascular, a veia safena magna (VSM)
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autologa, protese de Dacron ou poli-tetra-flior-etileno (PTFE), sendo a primeira considerada
como a de melhor resultado em termos de paténcia para a cirurgia vascular periférica.®

No entanto, ha um conjunto de pacientes, que nao sao elegiveis a esses procedimentos,
como exemplo: I. Ndo possuem veia autéloga adequada para um bypass; Il. Uma protese
sintética, ndo pode ser usada por infeccdo local ou sistémica; I1l. Desague arterial insuficiente;
IV. Necessidade de shunts longos nas artérias infrapatelares, na auséncia de uma veia aut6loga
adequada; ou V. Artéria de calibre muito pequeno para receber uma derivagdo distal com
diametro incompativel.’

Séries relatam que pacientes em isquemia critica podem chegar a uma taxa de amputacéo
de 10% a 30% em 30 dias.> Os casos, em que a Unica Op¢ao remanescente seria a amputagio

do membro afetado, podem se beneficiar da engenharia de tecidos (ET).

1.2 Engenharia de tecidos em vasos em vasos sanguineos

A ET, com a inten¢do de produzir vasos sanguineos, consiste da teoria de se produzir
um substituto vascular, a partir de um arcabougo (scaffold) e células-tronco aut6logas
mesenquimais (CTM), estimuladas a diferenciarem-se nos tecidos que compde naturalmente a
parede do vaso.® Dessa forma, a ET em vasos sanguineos tem a finalidade de disponibilizar
vasos personalizados, com caracteristicas especificas de comprimento e espessura, necessarios
para revascularizacio individualizada, para uso em cirurgia arterial via bypass.®

Um dos maiores desafios durante o desenvolvimento da ET em vasos sanguineos é
produzir scaffolds tridimensionais (3D) biocompativeis, que consistem em arcaboucos
tubulares, com um microambiente mimetizando a arquitetura natural do tecido in vivo® e
tenham caracteristicas que favorecam a adesdo celular, a diferenciacdo celular, a
permeabilidade de nutrientes atravées do tecido, a integracdo com o tecido receptor, resisténcia

as forcas mecénicas do fluxo sanguineo, entre outros.* 2
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Os scaffolds podem ser bioldgicos, obtidos neste caso de vasos sanguineos
descelularizados, ou sintéticos, obtidos da manipulacdo de materiais absorviveis como o acido
poliglicolico (PLG) e o acido polilatico (PLA).2 Dentre as vantagens dos scaffolds sintéticos,
sabe-se que estes ndao induzem reagdes imunogeénicas, por outro lado, ndo ha comprovacgéo
cientifica da persisténcia do suporte mecanico ao longo do tempo.8 Ja os scaffolds bioldgicos,
tém como ponto positivo manter a estrutura conformacional e as substancias da matriz
extracelular (ME) propria do vaso sanguineo natural, além da manutencdo da bioatividade e
arquitetura de tecido 3D natural, porém nédo existem estudos que comprovem a sua resisténcia
mecanica, preservacdo da conformacao estrutural, toxicidade celular induzida por residuos dos
agentes descelularizantes, entre outras caracteristicas mal elucidadas.!® #

Os scaffolds 3D desempenham fungGes importantes na ET, fornecendo suporte fisico e
estrutural para células e fornecendo pistas essenciais necessarias para a formacgéo/regeneracao
de tecidos. Com os avancos na compreensdo das interacdes ceélula-material e técnicas de
fabricacdo de materiais, o design de scaffolds 3D evoluiu para gerar um ambiente funcional e
interativo para instruir e coordenar atividades celulares e eventos biologicos em varias escalas

de tempo e para promover o crescimento do tecido.’®

1.3 Descelularizacgao de tecidos

A ET para produzir enxertos personalizados requer um enxerto de um doador seguido de
descelularizacdo e recelularizacdo. A descelularizagcdo é uma tecnologia promissora para
remover células de tecidos e 6rgdos.'® Pode ser realizada por métodos fisicos, quimicos e
enzimaticos especificos ou por combinacdo dos mesmos.t’ No uso ideal desses métodos, 0s
tecidos descelularizados podem ter proteinas estruturais e funcionais semelhantes a uma ME de
tecidos nativos. Esses 6rgaos possuem a capacidade intrinseca de aumentar a fixacéo, migracéo,

proliferacdo e diferenciacio das CTM. 16
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1.4 Aspectos clinicos

A ET vem sendo estudada por varios grupos, seguindo diferentes estratégias de
descelularizacdo e recelularizacdo. A utilizagdo de VSM nesse processo mostra-se como um
campo promissor de estudos em decorréncia da possibilidade de obtencdo destas veias
durante cirurgias de safenectomia, realizadas quando o paciente apresenta veia safena magna
insuficiente (VSMi), ou seja, ndo exercem sua funcao de retorno venoso de forma adequada,
com refluxo maior que meio segundo e dilatagéo, em geral maior que 0,6 cm de diametro.
Essas veias geralmente sdo descartadas apOs sua retirada cirdrgica, surgindo assim a
possibilidade de sua utilizagio em engenharia de tecidos.®

Diante do exposto, esse estudo tem por finalidade analisar morfologicamente e
funcionalmente VSM de humanos, suficientes e insuficientes, descelularizadas através do
uso agentes descelularizantes, com o propdsito de se obter um scaffold dtil e funcional para

uso em ET.
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7 CONCLUSAO

A descelularizacdo de veias safenas humanas pode ser realizada de forma simples e
eficiente, mantendo relativa integridade da ME, utilizando SDS a 2% e DS 3%, ambos com 2h
de exposicdo. VSM suficientes e insuficientes, congeladas ou ndo, demonstram-se semelhantes
durante a realizacdo dos testes biomecénicos, porém, apds o processo de descelularizacdo de
VSMs tiveram aumento de fragilidade com protocolos elencados. O mesmo néo aconteceu para
as VSMi que se mantiveram estaveis ap6s a descelularizacdo. Novos estudos devem ser

realizados para se estabelecer o possivel uso desses arcaboucos na ET de vasos sanguineos.
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