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RESUMO

Guimaraes AB. Avaliacdo da viabilidade estrutural de traqueias
descelularizadas para engenharia de tecidos em até seis meses de
armazenamento: estudo experimental [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de
Medicina, Universidade de Séo Paulo; 2023. 125p.

Introducédo: O tratamento cirargico definitivo das afeccbes da traqueia
compreende a resseccao da area afetada com reconstrucao primaria. O fator
limitante do tratamento cirdrgico € a extensao da resseccdao, situada em 50%
do comprimento longitudinal da traqueia em adultos e 30% em criancas. O
transplante de via aérea vem sendo estudado como alternativa para 0s casos
ndo ressecaveis. Os aloenxertos traqueais sdo gerados por engenharia
tecidual, que combina processos de descelularizacéo da traqueia do doador
com subsequente recelularizagéo por células tronco mesenquimais do proprio
receptor. A técnica de descelularizacao é considerada como eficaz quando ha
remocdo de todo o material celular e nuclear restando apenas a matriz
extracelular, que é imunocompativel com o0 receptor. Recentemente
validamos um protocolo de descelularizacdo de via aérea em coelhos,
entretanto o protocolo ainda néo foi testado em traqueias de outras espécies
de animais. Ademais, apés a descelularizacdo, os periodos seguros de
armazenamento ainda nao foram estudados. O presente estudo visa
empregar a técnica de descelularizacdo em segmentos de traqueia suinos,
submetendo-os a métodos de avaliacdo de sua integridade e toxicidade por
periodo de até 6 meses de armazenamento. Objetivo: Avaliar a viabilidade
estrutural e toxicidade de scaffolds para enxertos traqueais em até seis meses
apoés descelularizacéo com trés métodos distintos de
armazenamento. Método: Foram obtidas 96 traqueias de um frigorifico,
limpas e acondicionadas em solugcdo com antibiético e antimicético por 12h.
12 traqueias foram separadas como grupo controle. 84 traqueias foram
submetidas ao protocolo detergente-enzimético para descelularizacdo de
orgaos e tecidos. 12 traqueias descelularizadas foram analisadas
imediatamente apds a descelularizacéo e o restante (72) foram divididas em
trés grupos: imersdo em PBS a 4°C, imersdo em alcool 4°C e criopreservacao
com congelamento lento e adicdo de crioprotetores. Para a confirmacao da
descelularizacdo foi determinada a quantidade de DNA residual no scaffold,
assim como foram preparadas laminas de histologia para quantificacdo de
restos nucleares permeados a matriz extracelular. A qualidade do scaffold
gerado foi avaliada pela determinacgéo de sua citotoxicidade, das propriedades
biomecéanicas obtidas no ensaio de tracdo e da quantificacdo de fibras de
colageno por analise histolégica. Os possiveis efeitos do armazenamento
sobre os scaffolds foram avaliados pela comparacdo das propriedades



biomecanicas e da quantificacao de fibras coldgenas apos trés e seis meses
de armazenamento. Resultados: Os resultados mostraram que foi possivel a
obtencdo de um scaffold de traqueia de porco adequadamente
descelularizado, porém mesmo apoOs as lavagens empregadas o mesmo
apresentou citotoxicidade. Houve a manutencdo das propriedades
biomecanicas do scaffold ap6s a descelularizacdo e os métodos de
armazenamento ndo comprometeram a viabilidade estrutural do scaffold apés
trés ou seis meses de armazenamento. Conclusédo: A descelularizagéo de
tragueia de porco gerou um scaffold com viabilidade estrutural. No entanto, o
scaffold permaneceu citotéxico mesmo apés as lavagens empregadas. A
comparacdo entre os trés protocolos de armazenamento, PBS, &alcool e
criopreservacdo com congelamento lento e progressivo nao mostrou
alteracdes na quantificacdo de colageno, tampouco houve mudancas
relevantes nas propriedades biomecéanicas do scaffold. O simples
armazenamento em solucdo de PBS a 4°C por seis meses nao foi deletério
para os scaffolds.

Descritores: Transplante; Tragqueia; Bioengenharia; Estenose traqueal;
Medicina regenerativa; Fendbmenos biomecanicos; Criopreservacao.
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ABSTRACT

Guimaraes AB. Evaluation of the structural viability of decellularized tracheas
for bionengineering up to six months of storage: experimental study [thesis].
Séo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de Sao Paulo; 2023. 125p.

Introduction: The definitive treatment for the tracheal diseases is based in the
tracheal resection and primary anastomosis. However, the limitation for such
technic is the length of tracheal resection, limited in 50% in adults and 30% in
children. Tracheal transplantation is studied as an alternative the unresectable
cases. The allografts are made through bioengineering, what combines
descellularization of the donor trachea and posterior reseeding with receptor
mesenchymal own cells. The goal of decellularization is to preserve only the
extracellular matrix, that is immune compatible with the receptor. Recently, we
validated a decellularization protocol for rabbit airway, nevertheless this
protocol wasn’t tested for other animals. Besides, after decellularization it’s
not stablished for how long could the scaffold be safely storage. This study
evaluates the decellularization technic in segments of porcine tracheas. We
tested their cytotoxicity and structural viability for a period up to six months of
storage. Objective: To evaluate the structural viability and the cytotoxicity of
the scaffold up to six months under three different protocols of storage.
Methods: 96 tracheas were bought from a slaughter, cleaned and immersed
in an antibiotic-antimycotic solution for 12h. 12 were analyzed as control. 84
were submitted to detergent-enzymatic treatment for decellularization. 12 were
analyzed immediately after decellularization and the remaining (72) were dived
into three groups: immersed in PBS at 4°C, immersed in alcohol at 4°C and
cryopreservation with slow cooling protocol with cryoprotectants. To confirm
decellularization, we quantified the residual amount of DNA, in addition the
residual nuclear material inside the extracellular matrix with the analysis of
histological slides. The quality of the scaffolds was accessed by the
determination of its cytotoxicity, determination of its biomechanical properties
in the uniaxial stress-train test and quantification of collagen fibers in the
histological analysis. The effects of storage were accessed by the
determination of the biomechanical properties and quantification of collagen
fibers after three and six months of storage. Results: It was possible to
decellularize porcine tracheas, however the scaffold was cytotoxic even after
the washes. After the decellularization the scaffold maintained the
biomechanical properties of the trachea and the storage protocols didn’t
compromise the structural viability after three and six months of storage.
Conclusion: The decellurarization protocol produces a scaffold with structural
viability. The scaffolds became cytotoxic despite the employed washes. The
storage in PBS, alcohol and cryopreservation did not change the amount of



collagen or the biomechanical properties of the scaffold. The storage in PBS
at 4°C for six months was not harmful for the scaffold.

Descriptors: Transplantation; Trachea; Bioengineering; Tracheal stenosis;
Regenerative medicine; Biomechanical phenomena; Cryopreservation.
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6 INTRODUCAO

As estenoses tragueias possuem alta prevaléncia em nosso meio. Tal
fato decorre dos cuidados inadequados no manuseio da intubacéo
prolongada, bem como da confeccao tecnicamente inadequada e manutencao
da traqueostomia. O tratamento cirdrgico definitivo compreende a ressecc¢ao
com anastomose primaria, sendo a extensédo da resseccdo o principal fator
limitante. A limitacdo técnica de extensdo de resseccdo que permita a
reconstrucdo primaria com anastomose término-terminal consiste em
aproximadamente 50% do comprimento de uma traqueia de adulto e 30% de
comprimento de uma traqueia na populagdo pediatrica .

As neoplasias primarias da via aérea central sdo infrequentes. Cerca
de 80% dos tumores traqueais sdo malignos, sendo a maioria representada
pelo carcinoma epidermdide e o carcinoma adenoide cistico. A exemplo de
outras neoplasias, 0s tumores tratados com ressec¢ao com intengao curativa
requerem margens livres de neoplasia que, na dependéncia da extensao,
pode ser incompativel com a reconstrugdo priméria. Isso se torna
particularmente importante no carcinoma adenoide cistico, o qual
frequentemente cursa com grandes extensdes de invasdo da submucosa da
via aérea.

A proposta de substituir-se o segmento de tragueia por um enxerto
homologo possui problemas similares aos demais transplantes de 6rgaos
sélidos, tais como a necessidade de imunossupressao, possibilidade de

rejeicdo, problemas inerentes a mecénica intrinseca complexa do 6rgéo, além
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de vasculatura de distribuicAo segmentar, que impede as anastmoses
vasculares. Esses fatores em conjunto tornam o alotransplante de tragueia
cadavérica uma impossibilidade. Até os dias de hoje, ndo dispomos de um
substitutivo traqueal adequado *.

Na investigacdo clinica e experimental dos substitutos traqueais
organicos, destacam-se os compostos hibridos que combinam tecido traqueal
autélogo e arcabouco de colageno 34, as traqueias geradas por engenharia
de tecidos ° e os enxertos repovoados com células do receptor in situ ©.

ApOs o primeiro relato de alotransplante traqueal em humanos em 1979
’, somente nas duas Ultimas décadas retomou-se um grande interesse pelo
tema. Diferentes métodos tém sido empregados para esse fim, desde a
geracao de via aérea a partir de engenharia de tecidos até a utilizacdo de
aloenxertos como dito anteriormente 6.

A substituicdo traqueal utilizando enxertos gerados por engenharia
tecidual combina um processo de descelularizagéo seguido de repovoamento
celular do enxerto com células do proprio receptor. A baixa imunogenicidade
dos enxertos produzidos por esse meétodo obvia a necessidade de
imunossupressao. Isso € particularmente desejavel uma vez que a
imunossupressao eleva o risco de infe¢des, deiscéncias e a necessidade do
uso de orteses tragueais, causa alteracdes metabolicas e enddcrinas além de
limitarem o seu emprego nos portadores de doencas neoplasicas.

Os arcaboucos biolégicos naturais (scaffolds) representados pelos
segmentos de via aérea descelularizados servem ao proposito de prover uma

estrutura tridimensional de suporte para a recelularizacdo 8°. As traqueias
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homdlogas descelularizadas possuem as propriedades para esse fim, séo
biocompativeis, possuem propriedades pro-angiogénicas, apresentam baixa
imunogenicidade, devem ser nao-carcinogénicas e, preferencialmente
possibilitem o crescimento junto com o receptor, no caso de receptor infantil
10_

A razéo para a descelularizagdo dos enxertos situa-se na necessidade
de reducdo dos antigenos celulares alogeneicos e xenogeneicos, 0s quais sao
reconhecidos pelo hospedeiro como estranhos e, por conseguinte, ativam
reacdo inflamatoria e rejeicdo do tecido. O processo de descelularizacédo
objetiva a remocao de todo o material celular e nuclear, preservando-se a
composicao, atividade biolédgica e integridade mecanica da matriz extracelular
restante.

Estudos demonstraram que a descelularizagcédo de traqueias murinas é
possivel e que a matriz extracelular possui a histoarquitetura da cartilagem e
a integridade da membrana basal mantidas apés o processo, tornando o
scaffold adequado para recelularizac&o ulterior por células tronco e epiteliais
1, Os mesmos autores avaliaram a resposta in vivo dos ratos receptores de
traqueia descelularizada. Apos o implante subcutaneo da traqueia, observou-
se que a matriz extracelular ndo induz rejeicdo ou reacéo de corpo estranho
in vivo 12,

A despeito de avancos na engenharia tecidual, ha pouco embasamento
na literatura para a determinacdo do melhor método de armazenamento dos

scaffolds.
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Observou-se que o molde traqueal sofre degradagao natural e perde
suas propriedades mecéanicas apés um ano de armazenamento em solucao
tamponada, meio esse que seria capaz de reproduzir a condicao fisioldgica
tecidual, tornando-se assim inadequado apés um ano para o eventual
repovoamento celular e uso clinico 3.

Estudo visando a preservacdo da matriz extracelular de vélvulas
cardiacas comparou o congelamento simples com a criopreservagdo com
adicao de solucéo crioprotetora. Observou-se que com a criopreservagao com
crioprotetor ha uma melhor manutencao da microestrutura do colageno e das
fibras elasticas, sendo provavelmente essa a razdo de um melhor resultado
clinico a longo prazo 4.

Outro grupo analisou o congelamento progressivo com adicdo de
crioprotetor e 0 armazenamento em vapor de nitrogénio liquido (-196°C) para
scaffolds de esodfago. Ao final do processo, os scaffolds esofagicos
apresentavam um resultado biomecéanico adequado e estariam aptos para
repovoamento e posterior uso para a engenharia tecidual .

Considerando-se o0 provavel avanco da engenharia tecidual no
tratamento de doencas graves da traqueia e a necessidade de
disponibilizacdo das neotraqueias no menor intervalo de tempo para uso
clinico; vimos como uma limitacéo a ser vencida a pronta disponibilidade de
scaffolds para repovoamento com células do receptor. Para isso, € de
fundamental relevancia a determinacdo do melhor e mais seguro método de

armazenamento dos scaffolds.
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Considerando a escassa documentacdo disponivel sobre o
armazenamento dos scaffolds traqueais propusemos a avaliagdo do processo
de descelularizacdo e armazenamento em até seis meses sob trés diferentes
protocolos de armazenamento. A efetividade do processo de descelularizacéo
proposto foi avaliado pela quantificacdo de DNA residual no scaffold, além da
avaliacao histopatolégica da celularidade; a viabilidade do scaffold foi
determinada pela mensuracao das propriedades biomecéanicas, determinacéo
da citotoxicidade e quantificacdo de coldgeno na matriz. A viabilidade dos
scaffolds apdés serem submetidos a criopreservacdo ou armazenados em
imersdo de PBS ou alcool 70% em geladeira a 40C, foi determinado pela
quantificacao de coldgeno e mensuracao das propriedades biomecéanicas nos

tempos de trés e seis meses.
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2 OBJETIVOS

Priméario

Avaliar a viabilidade estrutural e toxicidade de scaffolds para enxertos
traqueais em até seis meses apOs descelularizacdo com trés métodos

distintos de armazenamento.

Secundarios

Avaliar a eficacia do protocolo de descelularizacdo em traqueias
suinas.

Analisar a toxicidade do processo de descelularizacédo dos scaffolds.

Analisar as propriedades mecanicas dos scaffolds em até seis meses
de armazenamento.

Analisar a integridade da matriz extracelular dos scaffolds em até seis
meses de armazenamento.

Comparar trés métodos de armazenamento (imersdo em PBS, imersao

em alcool e criopreservacao).
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Atraqueia

A traqueia € um 6rgao que se estende do pescoco, desde a laringe, até
a bifurcacdo brénquica, situada no interior do térax. A borda inferior da
cartilagem cricoide marca o inicio da traqueia, seu término da-se na carina
traqueal ao nivel da quarta vértebra toracica. A traqueia tem o formato de
ferradura com dois tercos anterolaterais sustentados por anéis de cartilagem,
gue sdo conectados na porgcao posterior pela membranosa, que é uma fina
membrana composta pelo muasculo trachealis. Desde o nascimento até a
adolescéncia, a traqueia duplica de comprimento, triplica em diametro e
aumenta mais de seis vezes em area transversa. Na idade adulta, a traqueia
tem comprimento de 11,8 cm (10-13 cm em homens), diametro de cerca de
23 mm no plano coronal e 18 mm no sagital, sendo que em toda a sua
extensdo sdo contados de 16 a 20 anéis traqueais 617,

A traqueia tem a funcdo de conduzir o ar para a ventilacdo, depurar
secrecdes, aquecer e umedecer o ar, além de proteger o pulmdo de material

exdgeno por meio da tosse.
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Figura 1. Representacao da traqueia aspectos coronal e axial. FONTE:

Monnier P. Pediatric Airway Surgery. 1aed. Berlin Heidelberg. 2011.

A tragueia é composta por quatro camadas, mucosa, submucosa,
cartilaginosa e adventicia. A mucosa € composta pelo epitélio cilindrico ciliado
respiratorio, células basais, células caliciformes e células neuroenddcrinas. A
submucosa apresenta as glandulas exocrinas e muasculo liso. A cartilaginosa
é formada pela matriz extracelular hialina densa com condrécitos. Ja
adventicia € composta por tecido conjuntivo frouxo, que conecta a traqueia a

camada musculo-cutanea e ao tecido conjuntivo adjacente.
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O suprimento vascular traqueal é pobre e segmentar, oriundo de ramos
das artérias tiroidianas inferior, subclavia, intercostal suprema, torécica
interna, inominada, além das brbénquicas superior e média. A porgdo

membranosa ainda recebe vascularizagéo direta das esofagianas 2.

3.2 Lesdes complexas traqueais

As lesBes encontradas nas vias aéreas centrais constituem-se de
estenose, malacia, laceracao, fistula, vegetacao ou infiltracdo da mucosa.

Sabidamente, quando essas lesdes sdo longas e/ou associadas, serdo
necessarias ressecfes mais extensas. A resseccdo de mais do que
aproximadamente 50% do comprimento traqueal em adultos e 30% em
criangas pequenas ndo é factivel !, apesar da utilizacdo de manobras de
liberacéo traqueal como rebaixamento laringeo ou liberagéo do hilo pulmonar.

Dados da literatura recomendam que estenoses até 5 cm de extensao
devam ser tratadas com anastomose término-terminal 1% no entanto esse
limite ndo carrega consigo a garantia de auséncia de complicacbes no pos-
operatorio.

Um estudo do grupo da traqueia e vias aéreas do InCor-HCFMUSP
mostrou que variaveis como resseccao traqueal prévia e extensdo da
resseccao maior do que 4 cm acompanham-se de uma razao de probabilidade

de 49,1 e 5,1 para complicagGes no pés-operatério, respectivamente?°
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3.3 Estenose traqueal

As estenoses sao as lesdes benignas mais comuns. As estenoses poés-
intubacao laringotraqueal e pos-traqueostomia sao as mais frequentes, com
incidéncia documentada entre 0,6 e 21% 2. Numa frequéncia menor
encontram-se as idiopdticas, as secundarias as doencas autoimunes
(poliangeite granulomatosa, sarcoidose ou colite ulcerativa), as decorrentes
da cicatrizacdo pos-tuberculose ou pés-transplante de pulméo 22.

As estenoses podem ter apresentacao isolada, multipla ou associada.
A multipla seria, por exemplo, um paciente portador de duas estenoses em
niveis diferentes, sendo a primeira causada pelo baldo do tubo orotraqueal e
a segunda pelo baldo da canula de traqueostomia. A associada seria a
apresentacdo de estenose traqueal com outra afeccdo, como uma fistula
tragueoesofagica.

No nosso meio, o cuidado ao paciente com intubacdo orotraqueal ou
tragueostomizado em ventilagdo mecanica é inadequado, usualmente por
falta de cuidados nas unidades de terapia intensiva, que carecem de mao-de-
obra especializada e possuem um quadro insuficiente de fisioterapeutas com
formacao em fisioterapia respiratOria para o atendimento a todos os pacientes.
Durante o periodo em que o paciente se encontra dependente de ventilacao
mecanica invasiva, ndo se consegue manter a pressao do baldo em 20mmHg;
tracionam-se demais as canulas, porque ndo ha suportes articulados

adequados para 0s circuitos ou 0s pacientes permanecem agitados, fora do
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plano de sedacdo adequado; os pacientes permanecem por longos periodos
com CNE, sem a devida progressao para gastrostomia.

Os mecanismos envolvidos na patogenia da estenose traqueal por
intubacao fundamentam-se na leséo endoluminal da parede traqueal. A lesédo
limitada & mucosa traqueal é rapidamente recuperada pelo epitélio respiratorio
ciliado. Entretanto, quando a lesédo atinge a submucosa e expde a cartilagem,
frequentemente evoluiu com depdsito de colageno e subsequente estenose
traqueal '°. Tanto os fatores de acdo local como o trauma direto do tubo
endotraqueal, a hiperinsuflacdo do baldo, erros técnicos na confeccdo da
tragueostomia e a proliferacdo bacteriana endoluminal, quanto os fatores
sistémicos como doenca cardiovascular ou metabdlica descompensadas e
infec¢des contribuem para a lesdo traqueal e consequente estenose. Existem
0s outros fatores que provavelmente modulam a resposta multifatorial de
estenose subgldtica, sendo o refluxo gastroesofagico de importancia
significativa. A presenca de refluxo gastroesofagico, antes mesmo de se poder
caracterizar como doenca do refluxo gastroesofagico, ja contribui de forma
negativa para a evolucdo das afeccbes das vias aéreas e pulmonares.
Provavelmente fatores intrinsecos ao suco gastrico estimulam a producéo e
deposito exagerado de colageno, assim como, a mudanca da microbiota nas
vias aéreas superiores gera alteracdo na resposta imune local com

consequente formagédo de granulomas 2.
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3.4 Tumores tragueais

Os tumores traqueais sdo afeccdes raras e de dificil manejo clinico-
cirrgico. Representam apenas 0,2% de todos os tumores do trato
respiratorio; sendo a sua frequéncia cerca de 40 vezes menor do que 0s
tumores de laringe e 400 vezes menor que 0s tumores bronquicos. Em
adultos, cerca de 90% dos tumores traqueais sao malignos, desses, 60% dos
casos sao representados por carcinoma epidermoide (44,8%) e carcinoma
adenoide cistico (16,3%) 23. Outros tumores malignos mais raros séo
carcinoma indiferenciado, carcinoma de pequenas células, adenocarcinoma,
carcinoma de grandes células e os sarcomas. Os tumores malignos
apresentam uma sobrevida global de 27% em 5 anos. Quando o tumor se
encontra localizado, a sobrevida chega a 46% em 5 anos. Dentre os tumores
benignos mais frequentes situam-se o papiloma escamoso, o condroma, o
tumor de células granulares, os hamartomas, os hemangiomas, o0s
leiomiomas, os tumores neurogénicos e o adenoma pleomorfico 24,

O diagnostico das lesdes envolve a broncoscopia flexivel ou rigida, a
tomografia de alta resolucdo e o PET scan. Geralmente, obtém-se material
para exame anatomopatoldgico por meio da bidpsia guiada por broncoscopia.
O tratamento dos tumores traqueais compreende a ressec¢cao com margens
livres e anastomose término-terminal com ou sem radioterapia adjuvante, a
depender da histologia tumoral. No entanto, a maioria dos tumores primarios
da traqueia sédo diagnosticados quando ha surgimento de sintomas e ja

evoluiram para reducéo de aproximadamente 75% da luz traqueal. Nesses
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casos a ressecc¢ao cirlrgica e a obtencdo de margens seguras € muito dificil.
Portanto, empregam-se as alternativas terapéuticas capazes de prolongar o
tempo de evolucdo da doenca como tunelizacdo tumoral, radioterapia e

aplicacdo de stents 2526

Figura 2. A) Tomografia de torax evidenciando condroma traqueal
com reducéo > 80% da luz. B) Imagem broncoscopica de tumor adenoide
cistico brénquico causando obstru¢cdo completa da luz do brénquico principal

direito. FONTE: Arquivo pessoal.

Os tumores traqueais secundarios sdo heterogéneos com relacédo aos
tipos histologicos e, provavelmente, devem ser mais prevalentes do que os
tumores primarios traqueais. O surgimento desses tumores da-se por invasao
apos disseminacao linfatica para linfonodos mediastinais, por disseminacao
hematogénica e principalmente por invasao direta. Neoplasias de varias

estruturas podem cursar com invasao traqueal direta, principalmente es6fago



REVISAO DA LITERATURA 17

e tireoide. J4 a disseminacdo hematogénica pode ser causada por
carcinoma de células renais, cancer de célon, cancer de mama e melanoma
23,27_

Madariaga, em 2018, publicou uma revisdo sistemética com 1.697
pacientes, que apresentavam cancer traqueal secundario, dos quais 74%
apresentavam cancer de tireoide, 6% cancer de esofago e 3% cancer de
pulmdo. Apesar de a invasdo traqueal secundaria caracterizar estadio
avancado de doencga, foi possivel identificar 1.527 pacientes submetidos a
algum tratamento invasivo, 50% a cirurgia (resseccdo circunferencial,
raspagem, confecgdo de “janela”, exenteragdo ou “debulking”) e 19%
intervencdes endoscoOpicas puras. Devido a heterogeneidade dos tipos

histoldgicos e condutas, a sobrevida em 5 anos variou de menos de 10 a 100%

27

3.5 Malformacgdes congénitas da traqueia

A estenose traqueal congénita é uma entidade rara, com incidéncia de
1:64.500 nascidos-vivos, definida pela reducéo da luz traqueal em pelo menos
50% devido a presenca de anel traqueal cartilaginoso completo, com auséncia
da porcdo membranosa, ou quase completo. A maioria dos pacientes com
estenose traqueal congénita apresenta malformacdes cardiacas associadas,
dentre elas o “sling” de artéria pulmonar esquerda. Aproximadamente 80%
dos pacientes sao assintomaticos ou apresentam sintomas leves, o restante

apresenta estridor bifasico e desconforto respiratério grave. As alternativas
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cirargicas vao variar conforme a extensdo da estenose e do tamanho do
paciente, sendo que as segmentares curtas permitem a resseccdo e
anastomose ou dilatacdo por balonamento, enquanto as longas demandam
técnicas mais elaboradas como alargamentos traqueais com emprego de
cartlagem ou pericardio, além da traqueoplastia de deslizamento 2. A
mortalidade dessa afec¢do, mesmo com a correcao cirurgica, chega a 73%

nos neonatos e cai para 19% nos bebés maiores de um més 2939,

Figura 3. Imagem broncoscépica evidenciando anel tragueal completo

em terco médio da traqueia (seta azul). FONTE: (Resheidat, 2019)

3.6 Tratamentos paliativos ndo operatdorios para as lesdes traqueais

complexas

Entende-se que a principal propriedade fisioldgica da traqueia esteja

relacionada com a passagem de ar entre as vias aéreas superiores e 0
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pulm&o, portanto a imensa maioria das abordagens terapéuticas paliativas
tentam garantir que a traqueia fique pérvia.

A abordagem inicial consiste na recanalizagdo da luz traqueal a partir
de dilatacdo ou desobstrucéo traqueal. Tanto a avaliacdo inicial quanto a
abordagem terapéutica podem ser feitas com o uso dos broncoscépios flexivel
e rigido de forma isolada ou combinada. A principal caracteristica do
broncoscopio rigido é permitir a ventilagdo continua do paciente enquanto
diversos dispositivos podem ser empregados através da sua luz, incluindo o
broncoscopio flexivel.

A dilatagcéo traqueal pode ser realizada com tubo de broncoscopia
rigida, tubos orotraqueais convencionais ou balé@o hidrostatico para dilatacdo
traqueal. As desobstrucdes bronquicas, que consistem na remocao do tecido,
que oclui a traqueia, podem ser feitas com laser, coagulagcdo com plasma de
argonio, eletrocautério ou braquiterapia 3'. Ap6s a recanalizagdo traqueal,
pode-se colocar um stent para a manutencéo da luz por um periodo mais

longo.

3.7 Préteses traqueais

O correto uso das proteses traqueais (stents) compreende 0s casos em
que ha a impossibilidade do tratamento cirdrgico definitivo e/ou em que a
dilatacéo e desobstrucao traqueal ndo foram suficientes.

O pioneiro no uso de stents traqueais foi William Montgomery, que em

1965, desenvolveu os tubos-T de silicone, que levam seu nome. Em 1990,
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Jean Francois Dumon desenvolveu uma familia de stents de silicone com
aplicacdo exclusivamente endotraqueal. Em 1994, Lutz Freitag concebeu os
moldes traqueobrdnquios dinamicos, que consistem de stents longos, em
forma de Y para contemplar os bronquios e que possuem uma porg¢ao anterior
semicircular rigida e uma posterior maleavel, simulando a por¢ao
membranosa traqueal 3.

O uso das préteses promove alivio da dispneia, melhora da funcéo
pulmonar e da qualidade de vida, porém é acompanhado de altas taxas de
complicaces, principalmente quando usado por longos periodos em afeccdes
benignas 22:82:33,

O melhor cenério para uso de stents consiste nas estenoses pos-
intubacao/traqueostomia curtas, com menos de 1cm de comprimento. No
entanto, apos a retirada observa-se luz inadequada das vias aéreas em mais
do que 50% dos casos. No caso de estenoses complexas a taxa de sucesso
€ ainda menor (17,6%), necessitando de mdltiplas abordagens com trocas
periddicas 2.

O tempo de permanéncia do stent ndo estd completamente
determinado. Usualmente, os stents siliconados séo retirados entre 6 e 18
meses, no entanto um estudo sugere que apos um periodo de 12 meses
obteve-se menor taxa de insucesso e necessidade de colocacdo de novo stent
34.

Alguns autores defendem que os stents metalicos recobertos (nitinol)
devem ser usados em todos os cenarios clinicos, no entanto apresentam até

30% de complicagcbes como intensa formacdo de tecido de granulacéo,
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fratura, migracao, formacao de rolha de secrecéo, perfuracdo ou sangramento

m

Figura 4. A) Corte coronal de tomografia de térax evidenciando

das vias aéreas 32:35:36,

tragueobroncopatia osteocondroplasica complicada como

traqueobroncomalécia. B) Aplicacdo de stent traqueal em Y (seta).

Atualmente dispomos de stents biodegradaveis de polydaxone, que
mantem a sua resisténcia por seis semanas e sdo absorvidos em trés a quatro
meses 3. Mesmo esses novos dispositivos ndo sdo isentos de problemas,
como absorcao antes da resolucao da estenose e toxicidade dos produtos de

degradacéo da ortese .

3.8 Substitutivos traqueais

Em 1950, Belsey propds que a via aérea reconstruida deveria ser

lateralmente rigida, longitudinalmente flexivel, ter o limen impermeével ao ar

e prover uma camada continua de epitélio ciliado respiratério 3.
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Em 2022, Grillo complementou o conceito para substituto traqueal, o
qual deveria ser biocompativel, ndo poderia ser toxico; ndo poderia gerar
resposta imune; ndo poderia causar ou induzir neoplasia; ndo deveria
deslocar ou erodir as estruturas adjacentes; deveria permitir a reepitelizacao
do seu lumen com epitélio ciliado respiratério; ndo deveria estenosar ou
contrair com o tempo; deveria resistir a colonizacdo bacteriana; deveria evitar
0 acumulo de secrecdes; e, eventualmente, crescer junto com o seu receptor,
no caso de receptores bebés ou criancgas .

Os substitutivos traqueais podem ser divididos em cinco tipos:
sintéticos, aloenxertos, transplante traqueal heterélogo, traqueia obtida por
bioengenharia e substitutivo composto por tecido autélogo 2°.

Os materiais sintéticos testados para substituicdo traqueal mostraram-
se inadequados e nao devem ser utilizados como substitutivos traqueais por
longo prazo. A falta de incorporacéo aos tecidos adjacentes gera granulomas
e obstrucdo da luz traqueal. A incapacidade de depuracao de microrganismos
leva a formacao de biofilme, infeccéo local, deiscéncia, migracao e erosdo das
estruturas adjacentes como aorta ou tronco braquiocefalico, tal evento causa
hemoptise macica com alta letalidade. A colonizacdo crbnica desses
dispositivos também causa halitose e aumento da expectoragcao purulenta.

Entre as décadas de 40 e 50, descreveu-se o uso de diversos materiais
para substituicdo traqueal. Foram testados materiais duros como vitallium (liga
metalica), vidro, aco inoxidavel, polietileno, biocarbono e tantalio; mistos com

associacao de tantalio e fascia lata; ou plasticos como tela de marlex, ivalon,
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dacron, teflon ou nylon 4°. Todas essas préteses cairam em desuso devido a
alta morbi-mortalidade relacionada aos implantes.

Entre 1963 e 67, o grupo da Universidade de Toronto utilizou uma
estrutura tubular feita com tela de Marlex para substituir longos segmentos de
traqueia acometidos por tumor adenoide cistico em quatro pacientes,
obtendo-se uma mortalidade relacionada a prétese de 50%, um paciente
morreu devido a fistula da prétese com a artéria inominada e outro com
deiscéncia distal e pneumonia 1.

Nas décadas de 70 e 80, tentou-se o emprego das proteses de
borracha de silicone flexiveis e um anel de Dacron®, a prétese de Neville, que
podiam ser tubulares retas ou bifurcadas. No entanto, esses materiais apesar
de mais flexiveis e da melhor incorporacdo ao organismo, também geraram
taxas de complicacdes impeditivas. Toomes et al., em 1985, publicou uma
série com nove pacientes operados em que o0ito morreram, seja de
complicacbes precoces em até quatro semanas de pos-operatério, ou de
complicacdes tardias, dentre elas, sangramento de fistula traqueoinominada
ou deiscéncia com mediastinite.

Em 2006, Azorin et al. publicaram a primeira experiéncia clinica com
substituicdo da traqueia com um autoenxerto de aorta abdominal. Tal técnica
teria as vantagens de prescindir de imunossupressdo ou uso de fatores de
crescimento, fatos desejados quando se pensa no tratamento de neoplasias
tragueais. A cirurgia consistiu na retirada da aorta abdominal com interposi¢cao
de uma prétese de Dacron®, resseccdo do tumor traqueal e interposicdo do

autoenxerto aortico sustentado por um stent de Dumon na luz. Houve boa
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evolucdo do paciente, retirada do enxerto apds trés meses, no entanto, o
paciente complicou com pneumotérax e sepse de foco pulmonar aos seis
meses de pos-operatorio 42.

Wurz et al. compararam os aloenxertos aérticos frescos (n:2) ou
criopreservados (n:4) para a substituicAo de traqueias acometidas por
tumores primarios como mucoepidermoéide ou adenoide cistico. A técnica
consistia na resseccao ampla do tumor traqueal com substituicdo por enxerto
aodrtico envolto por um retalho vascularizado muscular e stent intraluminal,
sem a utilizacdo de imunossupressao no processo. Apesar de quatro dos seis
pacientes estarem vivos no momento da publicacdo, o numero de
complicagBes graves, torna essa técnica de dificil incorporagéo clinica. Trés
dos quatro primeiros pacientes apresentaram fistula traqueoesofagica, um
paciente evoluiu com isquemia de medula, houve um caso de necrose do
enxerto com necessidade de retransplante. A longo prazo, documentou-se
encurtamento e estreitamento dos enxertos, o que poderia levar a disfuncéo
do mesmo. Dado positivo do estudo foi que os enxertos ficaram bem
vascularizados e reepitelizados, com epitélio respiratério do receptor 3.

Rose et al. em 1979, realizaram o primeiro transplante traqueal. Eles
consideraram que a traqueia teria como caracteristica propria do orgao ser
pouco imunogénica e que o maior problema experimental encontrado nos
transplantes traqueais seriam a isquemia e infec¢do. A técnica consistia no
implante heterotépico no plano muscular adjacente a traqueia e apoés trés

semanas, jaA com revascularizacdo, foi completado o transplante com
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posicionamento do enxerto topico. Foi apresentado o caso com seguimento
de nove semanas sem rejeicdo ou infeccdo .

Em 1996, Elliot et al. publicaram a experiéncia de substituicédo traqueal
com enxerto descelularizado de traqueia cadavérica. A técnica consistia na
captacdo da traqueia de cadaver, fixacdo em formol 5% por duas semanas,
imersdo por 56 dias em uma solugdo de timerosal, alcool e acetona. A
avaliagao histolégica realizada a época revelou a morte de todas as células e
a auséncia de marcadores MHC. A cirurgia consistia na resseccao de toda a
porcdo anterior da traqueia, da cricoide até a carina traqueal com consequente
abertura de toda a estenose. Preservava-se a parede posterior da traqueia
em toda a sua extensao, sobre a parede posterior era suturado o enxerto. Os
cinco pacientes selecionados para serem submetidos a essa técnica
apresentavam deterioracdo respiratoria grave. Todos encontravam-se em
ventilagdo mecéanica e dois sob suporte de membrana de oxigenacdo
extracorporea e ja tinham sido submetidos a traqueoplastia no mesmo tempo
da correcdo do defeito cardiaco, pois apresentavam estenose traqueal
congénita de segmento longo. Dos cinco pacientes operados, quatro
sobreviveram. Entretanto todos necessitaram de manejos endoscopicos
recorrentes para controle de granulomas, um apresentou estenose residual
com necessidade de dilatacdo com baldo e o Unico 6bito foi decorrente de
sepse por mediastinite 44,

Também em 1996, Jacobs et al, publicou uma série de duas instituicées
com 24 pacientes operados pela técnica de transplante de homoenxerto

cadavérico com resultados muito parecidos, com as mesmas limitacdes e 83%
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de sobrevida 4°. Em 1999, o mesmo grupo publicou uma atualizacdo dos
resultados da técnica de homoenxerto com 31 pacientes operados, sendo trés
adultos, e sobrevida mantida em 83%. Nessa série, cinco pacientes
necessitaram de uso prolongado de stent devido a traqueomaléacia #¢. Em
2011, Propst et al. apresentaram a experiéncia de 10 pacientes submetidos a
14 homenxertos, com sobrevida de 90% e taxa de decanulacdo de 60% 4.
Todos os trabalhos citados ressaltam que a melhor indicacao para a técnica
de homoenxerto seria para pacientes com defeitos traqueais longos, para os
quais nao haveria alternativa cirargica evidente, normalmente ja submetidos
a operacoes traqueais prévias. Destaca-se ainda a limitagdo para emprego da
técnica em pacientes portadores de neoplasias, tendo em vista a necessidade
de preservacdo da parede posterior tragueal para o adequado implante do
homoenxerto.

Em 2010, Delaere et al. publicou o primeiro caso de transplante de
enxerto traqueal com técnica hibrida. A técnica consiste na obtencéo de
traqueia cadavérica com implante da mesma no antebraco do receptor, nesse
momento iniciava-se terapia imunossupressora oral. O enxerto permanecia
por quatro meses no antebraco e nesse periodo havia a completa necrose do
epitélio, seguido de repovoamento com enxerto de mucosa bucal do proprio
receptor e revascularizagcdo por angioneogénese. Apds esse periodo foi
realizado o transplante ortotopico, com revascularizagcdo  por
microanastomose dos vasos radiais do enxerto livre aos vasos cervicais. A
imunossupressao foi suspensa sete meses apés o transplante 48, Em 2021,

Greaney publicou uma revisdo sobre substitutivos traqueais em que
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considerou a técnica hibrida de Delaere, conhecida como protocolo de
Leuven, como a mais promissora até o presente momento, pois ja havia sido
realizada em 75 pacientes e dentre as estudadas era a que apresentava maior
tempo de seguimento médio, cerca de 6 anos. No entanto, ressaltou a
complexidade exigida devido as mudltiplas abordagens, a necessidade de
microanastomose e imunossupressao, o que limitaria sua utilizacdo para o
tratamento de afec¢Bes benignas #°.

Em 2004, Macchiarini at al. publicaram a primeira experiéncia com
enxerto de vias aéreas produzido por técnica de engenharia de tecidos in vitro.
Uma matriz de jejuno de porco descelularizada foi repovoada com cultura
celular do préprio receptor e foi gerado um pequeno enxerto para a cobertura
de uma deiscéncia de coto brénquico apés uma pneumonectomia direita .
Em 2008, o mesmo grupo publicou o primeiro transplante de um segmento de

via aérea totalmente produzido por bioengenharia. Os desdobramentos dessa

técnica serdo por vezes abordados nos capitulos da presente Tese.
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4 METODOS

4.1 Aspectos éticos

O protocolo experimental proposto foi avaliado e aprovado pelo Comité

de Etica de Pesquisa Animal (CEUA-FMUSP, protocolo 172/15).

4.2 Obtencao das traqueias

Para a realizacao do estudo foram adquiridas 96 pecas de vias aéreas
de um frigorifico da cidade de Sao Paulo. As pegas consistiam de toda a via
aérea do porco, habitualmente com laringe, traqueia, brdénquios, cadeias
linfaticas com linfonodos paratraqueais, es6fago e tecido conjuntivo
adjacente. Os porcos tinham cerca de dez meses de idade, com peso de
aproximadamente 100 kg. Imediatamente o sacrificio dos porcos, as pecas de
via aérea eram acondicionadas em gelo e transferidas para o laboratério. Ao
chegarem no laboratério, as pecas de vias aéreas eram lavadas e a traqueia
era dissecada (Figura 1) de forma a obterem-se segmentos traqueais
semelhantes em comprimento (59 + 8,2 nm) e peso (8.69 = 1,7 g). A seguir,
os segmentos foram imersos em solugdo de antibidtico e antimicético
[penicilina 1%, estreptomicina 1% e anfotericina 1% (Sigma-Aldrich — A5955)]

por 12h durante a noite na geladeira.
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Figura 1. Traqueia de porco in natura

4.3 Divisao dos grupos

Dos 96 segmentos traqueais preparados, 12 foram separados para o
grupo controle. Os outros 84 segmentos foram submetidos ao processo de
descelularizagao. Apds a descelularizagdo foram separados 12 segmentos
para a o grupo de traqueia descelularizada. Os 72 segmentos remanescentes
foram entdo separados em trés grupos (n= 24 em cada grupo), conforme
protocolos de armazenamento: PBS, alcool e criopreservagéo. Dentre os 24
segmentos descelularizados de cada grupo, 12 apds trés meses e os 12

restantes apds seis meses de armazenamento (Figura 2).
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TRAQUEIAS
IN NATURA
N=96

TRAQUEIAS TRAQUEIAS
IN NATURA DESCELULARIZADAS

N=12 N=84

MOMENTO ZERO CRIOPRESERVACAO ALcooL
N=12 N=24 N=24
v v v
3 MESES (N = 12) 3 MESES (N = 12) 3 MESES (N = 12)
6 MESES (N = 12) 6 MESES (N = 12) 6 MESES (N = 12)

Figura 2. Organograma com a divisao dos grupos, Traqueias in
natura (n:12), scaffold no momento zero (n:12), armazenamento em
criopreservacao (n:24), armazenamento em alcool (n:24) e armazenamento

em PBS (n:24).

4.4 Protocolo de descelularizagao traqueal

Os segmentos traqueais foram submetidos ao método de tratamento
detergente-enzimatico, um protocolo previamente publicado 5 A
descelularizagéo consistia em dez ciclos de agitagdo por 48h em 30mL de
detergente deoxicolato de sédio 2% (DS) (Merk, Millipore, Darmstadt,

Germany) e acido etilenodiamino tetra-acético 0,02% (EDTA; Sigma-Aldrich,
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MO, USA) numa incubadora a 36°C com 180 rpm seguido de trés lavagens
com solucao tampéo de fosfato (PBS) por 10 minutos. Ao final, os arcabougos
foram imersos em 30mL de solugdo de DNAse [30 pg/mL de DNAse | (Roche
—11284932001), 3 puL de DNAse + 1 mL of 1,3 mM MgSOse 2 mM CaClz) a
37°C e submetidos a agitacao constante por 12h.

A descelularizagdo dos segmentos de traqueia de porco gerou um

scaffold com as mesmas dimensdes do segmento in natura.

4.5 Métodos de armazenamento

PBS: Os scaffolds foram imersos em 30 mL de solugado tampao de
fosfato (PBS) em tubos Falcon de 50 mL e armazenados na geladeira a 4°C.

Alcool: Os scaffolds foram imersos em 30 mL de alcool 70% em tubos
Falcon de 50 mL e armazenados na geladeira a 4°C.

Criopreservagao com congelamento lento (SCM): Os scaffolds
foram imersos em 30 mL de meio composto por 90% de soro fetal bovino
(BFS) e 10% de dimetilsulfoxido (DMSO, Me2SO; Sigma, UK) em tubo Falcon
de 50 mL. O congelamento lento e progressivo ocorreu numa taxa de -1°C/min
até atingir-se -80°C. O congelamento progressivo foi obtido pela acomodagao
do tubo Falcon dentro de um contéiner Nalgene em um freezer a -80°C por
12h durante a noite. Pela manhé, os scaffolds formam transferidos e imersos
em tanques com nitrogénio liquido a -196°C. Para a realizagcdo do
descongelamento os tubos foram transferidos para um freezer a -80°C por 45

minutos, seguido de aquecimento por 10 minutos em banho-maria a 37°C. O
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DMSO remanescente foi lavado com banhos com 30 mL de 0,5 M seguido de
0,25 M de manitol, e por fim PBS.
Metade dos scaffolds de cada grupo foi analisada apés trés meses e o

restante apos 6 meses de armazenamento.

4.6 Quantificagcao de DNA residual

A eficacia da descelularizacédo foi determinada pela quantificagao de
DNA residual presente no scaffold.

Apds o processo de descelularizagdo foram obtidos fragmentos do
scaffold e submetidos a liofilizagcdo em um liofilizador de bancada (Thermo
Electron Corporation, modelo D-115, Milford, MA, EUA) por 12h. Do scaffold
traqueal liofilizado foram separados 300 mg, os quais foram digeridos por
solugdo com 333 pL de proteinase K (3 mL de solugédo tampao, 300 uL de SDS
10%, 30 uL de proteinase K) a 55°C durante uma noite. Pela manha, as
amostras foram divididas em seis tubos de Eppendorf com 555 pL cada. A
cada tubo Eppendorf foram adicionados 222 uL de solugéo saturada de 6 M
de NaCl e 777 uL de cloroférmio, agitados manualmente e incubados por uma
hora no agitador. As amostras foram centrifugadas a 13.000 rpm a 20°C por
10 minutos, 600 pL do sobrenadante com DNA foram transferidos para um
novo tubo, e adicionados 600 pL de etanol 100% gelado. Os tubos foram entéo
centrifugados a 13.000 rpm a 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado, adicionado 1 mL de alcool 70% e novamente centrifugado sob as

mesmas condicdes. O sobrenadante foi descartado, os tubos foram abertos e
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postos para descansar em pé em temperatura ambiente por uma hora. O DNA
foi entdo diluido em 100 pyL de agua milli-q, as amostras foram aquecidas a
55°C por 5 minutos para promover a dissolucdo da pelota de DNA. As
amostras foram submetidas ao turbilhdo, e 2 ul da solugao foram quantificadas
no espectrofotdbmetro (Thermo Fisher Scientific, NanoDrop one, Waltham, MA,
USA). A massa de DNA dos seis tubos foi somada e dividida por 300, o

resultado foi apresentado em ng/mg de tecido seco.

4.7 Analise histopatolégica de material celular remanescente apods a

descelularizagao

Uma fatia de cada traqueia in natura e scaffold foi cortada, imersa em
formaldeido 20% para confecgdo de 1amina de histologia. As laminas foram
coradas com hematoxilina e eosina (HE). Optou-se por quantificar sob
magnificagdo de 100x o numero de células epiteliais por micrometro de
comprimento de membrana basal antes e ap0s a descelularizag&o. Foi gerado
um indice de células remanescentes sobre o encontrado in natura. Optou-se
também pela determinagéo de numero de condrdcitos por area de cartilagem
sob magnificagcdo de 400x. Neste caso, considerou-se positivo para condrocito
a presenca de material nuclear dentro de lacunas de condrécitos na matriz
extracelular cartilaginosa. Da mesma forma, o valor gerado seria apresentado

em numeros de nucleos por campos.
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4.8 Determinagao do limiar de toxicidade do detergente

Para a determinagdo do limiar de citotoxicidade do detergente foi
utiizado o Cell Count Kit-8 (Sigma-Aldrich, EUA). Esse teste molecular
colorimétrico mostra a atividade mitocondrial, a qual € quantificada pela
absorbancia em 450 nm de comprimento de onda no espectrofotdmetro
(BioTek, model EIx808, Santa Clara, CA, EUA). Inicialmente, uma
concentragao de 5.000 células BEAS-2B [linhagem cellular epitelial bronquica
humana; BEAS-2B (ECACC 951022433)] foi semeada em uma placa de 96
pocos revestida com colageno Collagen | (0,06 mg/mL PureCol, Advanced
BioMatrix, Carlsbad, CA, EUA) e meio brénquico-epitelial (BEGM, Lomza,
Basel, Suica). A quantificacao de células foi feita na cAmara de Neubauer por
meio da diluicdo de 10 pL de células ressuspendidas com azul tripano. Apds
24h de semeadura, foi avaliada visualmente a ades&o celular no microscépio
invertido. Com a plotagem de cinco pontos (5.000, 2.500, 1.250, 625 e 313
células/pogo), foi gerada uma curva padrédo de concentracdo celular. A
qualidade da reacgao foi confirmada pelos pogos branco, controle positivo e
negativo.

Para a determinacgao do limiar de toxicidade do DS, foram preparadas
seis concentragdes progressivas de detergente (0,0625%, 0,125%, 0.25%,
0,5%, 1% e 2%). O desafio foi realizado com a adigdo de 100 pL da solugao
aos pogos com 5.000 células por 8 horas.

Apds quatro horas na incubadora, a cada pogo foram adicionados 10

ML de sal de tetrazdlio hidrossoluvel. O sal de tetrazélio permanece no meio
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extracelular e torna a solugdo alaranjada conforme o contato com a superficie
de células vivas. O sobrenadante foi transferido para uma nova placa de 96
pocos e quantificado no espectrofotdmetro de 450 nm de comprimento de
onda.

Cada amostra foi testada em ftriplicata. A regressao linear obtida na
curva padrao foi usada para o calculo da quantidade de células em cada poco.
A viabilidade celular encontrada apds cada desafio foi apresentada em
percentual. A citotoxicidade foi considerada como a diferenca de 100% menos
a viabilidade celular encontrada e foi expressa em percentual.

A norma ISO 10993-1:2009 (Padrao, |. Avaliagdo Biologica de
Dispositivos Médicos) define 70% de viabilidade celular como limiar de

citotoxicidade (6). Utilizamos essa norma como referéncia para o estudo.

4.9 Determinagao da citotoxicidade do scaffold

Para a determinagao da citotoxicadade do scaffold foi utilizado o Cell
Count Kit-8 (Sigma-Aldrich, USA). Esse teste molecular colorimétrico mostra
a atividade mitocondrial, a qual é quantificada pela absorbancia em 450 nm
de comprimento de onda no espectrofotdmetro. Inicialmente, uma
concentragao de 5.000 células BEAS-2B [linhagem cellular epitelial brbnquica
humana; BEAS-2B (ECACC 951022433)] foi semeada em uma placa de 96
pocos revestida com colageno Collagen | (0,06 mg/mL PureCol, Advanced
BioMatrix, Carlsbad, CA, EUA) e meio brénquico-epiteliar (BEGM, Lomza,

Basel, Suica). A quantificagdo de células foi feita na camara de Neubauer por
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meio da diluicdo de 10 pL de células ressuspendidas com azul tripano. Apds
24h de semeadura, foi avaliada visualmente a adesao celular no microscopio
invertido. Com a plotagem de cinco pontos (5.000, 2.500, 1.250, 625 e 313
células/pogo), foi gerada uma curva padrdo de concentragdo celular. A
qualidade da reacgao foi confirmada pelos pogos branco, controle positivo e
negativo.

Para a determinagédo da citotoxicidade do scaffold, foi produzido um
homogeneizado. Primeiro, os scaffolds foram lavados com 30 mL de etanol
70% na incubadora por 12h. A seguir, lavados mais dez vezes diariamente
com 30 mL de PBS na incubadora. As amostras foram entdo cortadas com
uma faca molde cilindrica com area de 0,33 cm? (correspondente a area do
fundo do pogo da placa de 96 pogos). Dois pedagos pesando
aproximadamente 75 mg foram separados para cada ensaio de citotoxicidade.
As amostras foram moidas no homogeneizador (Ultra Stirrer, model 80, india)
com 1 mL de PBS, submetidas a centrifugacdo e entdo aspirado o
sobrenadante. O desafio foi realizado com a adicdo de 100 pL do
sobrenadante aos pogos com 5.000 células por oito horas.

Apo6s quatro horas na incubadora, a cada pogo foram adicionados 10
ML de sal de tetrazdlio hidrossoluvel. O sal de tetrazolio permanece no meio
extracelular e torna a solugao alaranjada conforme o contato com a superficie
de células vivas. O sobrenadante foi transferido para uma nova placa de 96
pocos e quantificado no espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 450

nm.
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Cada amostra foi testada em triplicata. A regressao linear obtida na
curva padrao foi usada para o calculo da quantidade de células em cada pogo.
A viabilidade celular encontrada apds cada desafio foi apresentada em
percentual. A citotoxicidade foi considerada como a diferenca de 100% menos
a viabilidade celular encontrada e foi expressa em percentual.

A norma ISO 10993-1:2009 (Padrao, |. Avaliagdo Biolégica de
Dispositivos Médicos) define 70% de viabilidade celular como limiar de

citotoxicidade (6). Utilizamos essa norma como referéncia para o estudo.

4.10 Determinagcdao das propriedades biomecanicas da traqueia e do

scaffold

Para a determinagao das propriedades biomecanicas das traqueias de
porco in natura e dos scaffolds foi utilizado o ensaio de tracdo, o qual foi
realizado no aparelho padrao (Instron 3365, Norwood, MA, EUA). Os scaffolds
foram testados imediatamente apds a descelularizagdo e apods trés e seis
meses de armazenamento sob os trés protocolos testados. Os dados foram
gerados pelo programa de computador Bluehill 3. Os espécimes foram
cortados longitudinalmente no meio da parede membranosa traqueal, abertos
para se tornarem planos. Realizaram-se os testes de tensdo-deformacéao
seguindo a norma ASTM D638-14 (Método padrdo para teste das
propriedades ténseis dos plasticos), os testes foram executados em ambos
os eixos da traqueia (longitudinal e transverso) 2. As amostras foram obtidas

da parede anterior da traqueia e cortadas nos eixos longitudinal e transverso
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com uma faca molde com formato em “gravata borboleta” com tamanho V,

descrito na norma.

Figura 7. Corpo de prova tipo V. (W= 3,18 mm, L= 9,53 mm, G= 7,62

mm, R= 12,7 mm)

Devido as irregularidades das amostras, com as faixas de cartilagens
mais espessas do que o tecido conjuntivo intercartilaginoso, calculou-se a
area de seccédo transversa do espécime a partir da medida do seu peso e
densidade. Com esses dados, pode-se obter o volume (densidade =
massa/volume), o que nos permite determinar a area da seccgao transversa
(volume= area x altura).

Os espécimes obtidos no eixo transverso eram constituidos
basicamente por um anel cartilaginoso. Os espécimes obtidos no eixo
longitudinal eram compostos por cartilagem e tecido conjuntivo denso.

O ensaio de tragao era realizado com a taxa de distragao de 10 mm/min
em condigao fisiolégica, com a amostra imersa em solugao salina a 36°C para

evitar a desidratacao e manter o controle da temperatura.
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A curva de tensdo-deformagdo foi gravada pelo programa de
computador Bluehill 3, o qual gerou uma tabela com os dados brutos: modulo

de Young em Mpa, carga maxima em N e estresse na carga maxima em Mpa.

A)

Figura 8. A) Aparelho padrao Instron 3365 para ensaio de tragao

B) Detalhe do corpo de prova

4.11 Quantificagao do colageno

Foi cortada uma fatia circunferencial de cada amostra do grupo
controle, traqueia descelularizada e scaffold trés e seis meses de
armazenamento. As fatias foram imersas em formaldeido 20% e processadas

para obtencdo de laminas de histologia, as quais foram coradas com
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picrosirius. As laminas foram entdo digitalizadas no aparelho Scanscope
System (Aperoio Technologies, CA, EUA) (Figura 6). Utilizando-se do software
Case Viewer (CaseViewer 2.4, 3DHISTECH, Budapest, Hungary) foram
tiradas dez fotos em magnificagdo de 400x da area correspondente a
submucosa da traqueia in natura. As fotografias foram analisadas no software
Image Pro Plus (Image Pro Plus V9.0, Media Cybernetics, Rockville, MD,
USA). Como as fibras colagenas ficam coradas em tons de rosa a vermelho
pelo picrosirius, foi definida uma paleta de cores em tons de vermelho para
que o programa de computador contasse 0 numero de pixeis correspondente
a area corada por area de tecido da fotografia. Os resultados foram

apresentados em percentual de colageno/campo.

4.12 Analise estatistica

4.12.1 Estatistica descritiva

As analises descritivas para os dados quantitativos que apresentaram
distribuicao normal foram realizadas, apresentado as médias acompanhadas
dos respectivos desvios padrao (+dp). Para os dados quantitativos sem
distribuicdo normal, foram expressos através das medianas e intervalo
interquartil 1Q (25 — 75%). Os pressupostos da distribuicdo normal em cada
grupo e a homogeneidade das variancias entre os grupos foram avaliados

respectivamente, com o teste de Shapiro-Wilk e com o teste de Levene.
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4.11.2 Estatistica inferencial

Para as variaveis quantitativas que apresentaram distribuicdo normal
onde foram analisados dois fatores (grupo e tempo), foi utilizada a Analise de
Variancia de Duplo Fator (ANOVA), e quando foi necessaria a realizagao de
comparagdes multiplas de médias, foi utilizado o teste de Dunnett. Quando a
variavel ndo apresentou distribuicdo normal, recorremos ao teste Kruskal-
Wallis para o fator grupo e quando foi necessario a realizagdo de
comparacgdes multiplas, foi utilizado o teste de Dunn. Todas as analises foram
realizadas no programa de computador Statistic Package for Social Scienses
(SPSS 21 version for Windows). O nivel de significancia foi definido em

a=0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Quantificagdo de DNA residual

Para assegurar a adequada descelularizagdo dos segmentos
tragqueais, foi feita a quantificacdo de DNA residual nos scaffolds.

Observou-se uma queda significativa da quantidade de DNA com uma
reducdo de 850 + 123 ng/mg para 20 = 8 ng/mg de tecido seco (p<0.001)

(Gréfico 1).

Figura 9. Segmento traqueal descelularizado (scaffold).
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Grafico 1. Comparacgéo da quantidade de DNA na traqueia in natura e

scaffold.
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5.2 Analise histopatoldgica de material celular remanescente apos a

descelularizacéo

A avaliagcdo histopatoldégica sob magnificagdo de 100x, apdés a
descelularizagdo, mostrou completa desnudacdo do epitélio e das glandulas

da submucosa (Figura 10), ndo sendo possivel a identificacdo de células

epiteliais sobre a lamina propria.
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Na porcéo cartilaginosa, sob magnificacdo de 400x, observou-se uma
significativa reducdo de material nuclear por campo (73,7 £ 12 nucleos vs 26

+ 8 ndcleos, p<0,001) (Figura 2) (Grafico 2).

Figura 10. A) Lamina de histologia mostrando epitélio traqueal. B)
Lamina de scaffold mostrando auséncia de cobertura epitelial (Coloragéo

HE, magnificagdo 100x).
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Figura 11. A) Lamina de traqueia do grupo controle evidenciando
condrdcitos normais. B) Lamina de scaffold evidenciando lacunas acelulares

na matriz extracelular da cartilagem. (Coloracéo HE, magnificacado de 100x)
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Grafico 2. Comparacgdo do percentual material nuclear residual
identificado nas lacunas da matriz extracelular entre as traqueias in natura e

scaffold.
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5.3 Determinacao do limiar de toxicidade do detergente

Por meio da determinacéo da viabilidade celular obtida apés o desafio
com diferentes concentracbes de detergente, obtivemos que o limiar de
citotoxicidade do detergente desoxicolato de sédio corresponderia a uma
concentracdo menor do que 0,065%. Essa foi a menor concentragdo do

detergente testada (Grafico 3).
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Figura 12. Placa de 96 pogos apds desafio com diferentes
concentragdes de DS. Coloragéo crescente da cor laranja (3 primeiras fileiras

de pogos) traduz a viabilidade celular.
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Grafico 3. Curva de citotoxicidade do detergente desoxicolato de
sédio. Linha tracejada indica o limiar de 70% de viabilidade celular e

encontra-se num ponto abaixo da concentracao de 0,065%.
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5.4 Determinacéo da citotoxicidade do scaffold

Por meio da determinacgéo da viabilidade celular obtida apds o desafio
com o homogeneizado, concluimos que o scaffold gerado apos o tratamento
detergente-enzimético das traqueias de porco apresenta citotoxicidade,

promovendo a viabilidade celular de 42,7% (Grafico 4).
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Grafico 4. Comparacdo da citotoxicidade do homogeneizado com o
controle negativo por meio da determinagao do percentual da viabilidade

celular.
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5.5 Determinacdo do efeito da descelularizagcdo sobre as propriedades

biomecanicas da traqueia

Quando analisamos as propriedades biomecanicas do scaffold e
comparamos com os dados obtidos das traqueias in natura, percebemos que
0 processo de descelularizacdo ndo gera modificacdo significativa no médulo

de Young (mddulo de elasticidade) nos dois eixos estudados.
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No eixo longitudinal, encontramos 0,94 + 0,61 MPa vs. 1,21 + 2,87 Mpa,
p=0,31. No eixo transversal, encontramos 8,18 + 0,61 MPa vs. 10,35 + 2,68

MPa, p=0,06 (Grafico 5).

Grafico 5. Compara¢do do modulo de Young antes e apos a

descelularizagdo em ambos os eixos (longitudinal e transversal).
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Ao avaliarmos a carga maxima, observamos que no eixo longitudinal
h& um aumento significativo da carga maxima (3,03 £ 1,47 N vs. 4,99 + 1,78
N, p= 0,009). Ja no eixo transversal ocorre uma queda nos valores (36,79 *
13,39 N vs. 25,98 = 7,87 N, p= 0,002). Esse efeito reflete as mudancas na
matriz extracelular na cartilagem (eixo transverso) e no tecido conjuntivo

denso (eixo longitudinal) (Gréfico 6).
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Gréafico 6. Comparacdo da carga maxima antes e apoés a

descelularizagdo em ambos os eixos (longitudinal e transversal).
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Ao analisarmos 0 estresse sob carga maxima, a mesma tendéncia
pode ser notada, ha um aumento do estresse no eixo longitudinal (0,14 + 0,08
MPa vs. 0,24 + 0,07 MPa, p=0.005), porém no eixo transversal o efeito da
gueda néo chega a atingir diferenca significativa (1,65 + 0,69 MPa vs. 1,39 +

0,28 Mpa, p=0,25) (Grafico 7).
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Grafico 7. Comparacdo do estresse sob carga méaxima antes e apos a

descelularizagdo em ambos os eixos (longitudinal e transversal).

Estresse sob Carga Maxima

4.0
3.5+
3.07 p = 0,25
2.5
2.0
Q 1.5

104  p=0,005
0.5+

0.0__|—__'_—i

Longitudinal Transversal

ascal (MPa)

Megal

E1 In Natura BEm Scaffold

5.6 Determinacao do efeito do armazenamento sobre as propriedades
biomecanicas do scaffold sob os trés diferentes protocolos: PBS, alcool

e criopreservacéao

As propriedades biomecéanicas dos scaffolds foram analisadas apoés
trés e seis meses de armazenamento imersas em PBS ou alcool ou
submetidas a criopreservacao.

Ao analisarmos o efeito do armazenamento sobre o0 mdédulo de Young
no eixo longitudinal, foi possivel observar diferenga estatistica apenas no

armazenamento em imersao em alcool em trés meses. Houve um aumento
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do médulo de Young nesse grupo, e, esse efeito foi revertido com o passar do
tempo. Apés seis meses ndo se observou diferenca entre seis meses e 0
momento zero (Gréfico 8).

Ao analisarmos tanto a carga maxima (Grafico 9) quanto o estresse sob
carga maxima (Grafico 10) no eixo longitudinal, ndo se observou diferenca

entre 0s tempos zero, trés e seis meses em cada método de armazenamento.

Grafico 8. Comparacdo do efeito do armazenamento no Médulo de Young
entre 0S momentos zero, trés e seis meses no eixo longitudinal.
Apresentacdo dos trés grupos: PBS, alcool e criopreservagdo com

congelamento lento e progressivo. (*) p<0,05
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Gréfico 9. Comparacgdo do efeito do armazenamento na carga maxima entre
0S momentos zero, trés e seis meses no eixo longitudinal. Apresentacao dos
trés grupos: PBS, alcool e criopreservacdo com congelamento lento e

progressivo.
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Grafico 10. Comparacgéao do efeito do armazenamento no estresse sob
carga maxima entre 0s momentos zero, trés e seis meses no eixo
longitudinal. Apresentacao dos trés grupos: PBS, alcool e criopreservacao

com congelamento lento e progressivo.
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Ao analisarmos o efeito do armazenamento sobre o0 modulo de Young
no eixo transversal, foi possivel observar diferenca estatistica apenas no
armazenamento sob criopreservagcdo em seis meses. Houve um progressivo

aumento do modulo de Young nesse grupo, sendo que apoés trés meses nao
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havia diferenca estatisticamente significativa, o que foi evidenciado apenas
apoés seis meses de armazenamento (Grafico 11).

Ao analisarmos tanto a carga maxima (Grafico 12) quanto o estresse
sob carga maxima (Grafico 13) no eixo transversal, ndo houve diferenca entre

0s tempos zero, trés e seis meses em cada método de armazenamento.

Grafico 11. Comparacéo do efeito do armazenamento no médulo de Young
entre os momentos zero, trés e seis meses no eixo transversal.
Apresentacdo dos trés grupos: PBS, &lcool e criopreservacdo com

congelamento lento e progressivo. (*) p<0,05
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Grafico 12. Comparacéo do efeito do armazenamento na carga maxima

Newton (N)

entre 0S momentos zero, trés e seis meses no eixo transversal.
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Grafico 13. Comparacgéao do efeito do armazenamento no estresse sob
carga maxima entre 0s momentos zero, trés e seis meses no eixo
transversal. Apresentacao dos trés grupos: PBS, &lcool e criopreservagao

com congelamento lento e progressivo.
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5.7 Determinagéo dos efeitos da descelularizagdo e do armazenamento

sobre a quantidade de colageno.

A comparacdo do percentual de coldgeno por area na regido da
submucosa antes e apds o0 processo de descelularizacdo ndo mostrou
mudanga significativa (47 = 4,3% vs 44 = 9,6%, p= 0,40).

O armazenamento dos scaffolds sob os trés métodos de
armazenamento ndo produziu diferenga em trés e seis meses de andlise.

(Graficos 14, 15 e 16).

Figura 13. Foto de lamina de histologia de traqueia in natura (grupo

controle) para quantificagdo de colageno. (Coloragao picrosirius,

magnificagdo 400x)
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Grafico 14. Comparacao do percentual de colageno entre as traqueias in

natura e descelularizadas.
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Grafico 15. Comparagéo entre tempos zero, trés e seis meses no trés nos
trés grupos de armazenamento. Quantificacdo de percentual de colageno

por area.
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6 DISCUSSAO

O protocolo de descelularizacao testado foi considerado eficaz pelo
método de testagem utilizado. A comparacdo entre 0s grupos de
armazenamento ndo mostrou alteracdes relevantes tanto com relacdo as
propriedades mecanicas testadas quanto ao percentual de colageno
encontrado.

O protocolo empregado promoveu uma desceluralizagcdo adequada
dos segmentos de traqueia suina. A escolha pela traqueia suina para o
estudo fundamentou-se na histomorfologia similar a tragueia humana.

Para a descelularizacdo das traqueias foi utilizado um tratamento
detergente-enzimatico baseado em desoxicolato de sédio, DNAse e um

agente quelante (EDTA), modificado de um protocolo previamente publicado
50, Suprimiu-se a primeira passagem em freezer -80°C, porque um Unico

congelamento e descongelamento ndo tem efeito sobre as propriedades
teciduais 51°2. O desoxicolato de sédio (DS) é um detergente iGnico, que
solubiliza as membranas celular e nuclear; EDTA é um agente quelante, que
se liga aos ions metélicos divalentes e rompe as adesbes a matriz
extracelular; e, DNAse, a qual quebra fragmentos de DNA 53-55

Preferiu-se o detergente i6nico DS, por sua habilidade de preservar
as proteinas estruturais necessarias para a manutencdo da mecanica
proximo ao que seria a do tecido in natura. Em comparacdo com outros

detergentes, a descelularizacdo com DS preserva a quantidade de fibras de

elastina, além da quantidade e alinhamento das fibras colagenas *°.
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O scaffold mostrou-se adequadamente descelularizado, pois a
guantificacdo de DNA residual atingiu 20 £+ 8 ng/mg de tecido seco.
Considera-se uma descelularizacao eficaz, quando ha menos de 50ng/mg de
tecido seco de DNA na amostra 8. A avaliacdo histopatoldgica evidenciou
completo desnudamento do epitélio sobre a matriz extracelular da membrana
basal, além de significativa reducdo do material nuclear nas lacunas de
condrécitos. No processo de descelularizacdo de 6rgaos com cartilagem,
recomenda-se um balanco entre a completa descelularizacdo da cartilagem
e a preservacdo das propriedades biomecéanicas. Para se tentar atingir a
completa remocdo de todo o material celular ou nuclear da matriz
extracelular densa da cartilagem, faz-se necessario o emprego de multiplos
ciclos de descelularizacdo as custas de prejuizo da matriz extracelular, com
consequente faléncia estrutural da mesma 6. Entende-se que a porcéo
imunogénica do enxerto estaria localizada na mucosa e submucosa, ricas
em complexos principais de histocompatibilidade (MHC). A relevancia do
material celular dentro da cartilagem para gerar imunogenicidade parecer ser
minima, pois aparentemente a cartilagem nao apresenta MHC 7. O completo
desnudamento das camadas epitelial e submucosa no scaffold garante o
baixo potencial de imunogenicidade.

Com o intuito de se produzir um dispositivo bioldgico implantavel, &
necessaria a avaliagcdo da sua citotoxicidade. O limiar de citotoxicidade definido
em 70% de viabilidade celular deve ser quantificado a partir do ensaio de
citotoxicidade °8. No nosso estudo, o limiar de toxicidade encontrado para o

detergente desoxicolato testado em células BEAS-2B, foi inferior a
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concentracdo de 0,065%. No nosso estudo, ndo chegamos a testar
concentracfes menores do que 0.065%. Estudo prévio sobre a citotoxicidade
do DS feito sobre quatro linhagens distintas de células humanas, ja havia
mostrado que o mesmo seria toxico em concentracdes superiores a 0,002%,
além de que, ha um comportamento distinto sobre cada linhagem celular, o
gue representa distintas resisténcias das células ao detergente.
Encontraram-se diferentes limiares de citotoxicidade: 0,0078% para células
epiteliais brébnquicas humanas (HBE); 0,0078% para células-tronco
mesenquimais humanas (hMSC); 0,002% para células de linhagem vascular
pulmonar endotelial humana primaria (CBF); 0,016% para fibroblastos
pulmonares humanos (HLF) %°. Tais achados fundamentam a necessidade
da lavagem do scaffold para a reducéo da citotoxicidade, caso contrario, o
detergente residual na matriz extracelular prejudica a adeséo celular e o
crescimento das células semeadas °>0.

Cebotari et al., produziram um scaffold e testaram até 10 lavagens
consecutivas com PBS para reduzir a citotoxicidade. Foi identificada uma
melhora progressiva da viabilidade celular, a qual apdés o terceiro ciclo
atingia 50% e 85% * 3% apds o décimo ciclo ©*.

No nosso estudo, mesmo apoés as lavagens com etanol 70% e PBS
por dez vezes, nosso scaffold ndo atingiu o limiar desejavel de 70% de
viabilidade celular no ensaio de citotoxicidade. A citotoxicidade encontrada
deve estar relacionada a uma pequena concentracdo de detergente residual
na matriz extracelular, ja que mesmo em concentragdes muito baixas o

desoxicolato permanece ativo e toxico.
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Apbs o processo de descelularizacdo é fundamental que o scaffold
preserve as caracteristicas biomecanicas proximas as da traqueia in natura,
prevenindo um colabamento do enxerto no futuro receptor. A viabilidade
estrutural do scaffold foi analisada por meio do ensaio biomecanico de
tracdo. ApoOs a determinacdo das propriedades biomecéanicas da traqueia in
natura, determinou-se também as propriedades do scaffold. Seguiu-se a
norma preconizada pela ASTM International e utilizou-se o método de teste
padrao para determinacédo das propriedades ténseis dos plasticos, para que
nossos resultados sejam reprodutiveis em outros cenarios 62,

A traqueia é composta de varios tecidos conjuntivos frouxos,
adventicia, mucosa, submucosa e o musculo traquealis, que compde a sua
parede posterior. Os anéis cartilaginosos com formato em “D” mantem a sua
estabilidade. Decidiu-se analisar a parede cartilaginosa traqueal, por ser
essa porcao a principal responsavel pela manutencdo da sua estabilidade.
Optou-se por analisar os eixos transversal e longitudinal, pois cada eixo
possui composicao tecidual distintas. A faca molde em formato de gravata
borboleta produziu no eixo longitudinal um corpo de prova composto por
cartilagem e tecido conjuntivo frouxo entremeado aos anéis cartilaginosos.
Ja no eixo transversal foi gerado um corpo de prova composto por apenas
um anel traqueal.

Na traqueia de porco in natura encontrou-se comportamentos
biomecéanicos distintos entre os eixos. A traqueia é mais rigida no seu eixo
transversal do que no longitudinal, com o médulo de Young de 8,18 = 2,87

MPa x 0,94 + 0,61 MPa, semelhante ao publicado por Hoffman et al. (5,62 £
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2,01 MPa x 1,10 + 0,68 MPa, p=0.001) ao estudar traqueias de porcos nos
dois eixos. Esse comportamento anisotropico da traqueia ja havia sido
demonstrado quando apenas partes moles foram isoladas e testadas em
dois eixos por ensaio de tracdo. Mucosa, submucosa e adventicia traqueias
sdo mais rigidas no eixo transversal ®. Esse comportamento biolégico é
desejavel, tendo em vista que durante o ciclo respiratério ha a necessidade

de manutencao da rigidez latero-lateral e elasticidade longitudinal.

A comparagédo dos scaffolds as traqueias in natura em ambos os eixos
mostrou que ndo houve diferenca no modulo de Young. O mddulo de Young
ou modulo de elasticidade representa a rigidez do material. Estudos prévios,
gue utilizaram o protocolo de descelularizacdo detergente-enzimatico, nao
encontraram diferenca significativa no modulo de Young ao analisarem:
tragqueia humana %4, traqueia de porco %%, esdfago de coelho ° e diafragma
de rato ®°. Durante o processo de bioengenharia de tecidos, a fase de
repovoamento celular do scaffold natural ou sintético depende dos agentes
quimiotaticos e fatores mecéanicos para correta migracao celular das células
tronco mesenquimais através dos tecidos. E desejavel que o novo meio
mantenha a rigidez tecidual semelhante ao tecido in natura para
proporcionar a adequada migracdo e diferenciacdo celular %667, As células
semeadas sobre substratos com topologias e moléculas de adeséo
semelhantes reagem diferentemente e mudam de morfologia conforme ha o
aumento da rigidez do substrato 8. Portanto, a manutencdo do médulo de

Young nos dois eixos torna o scaffold promissor para semeadura celular.
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No eixo transversal, a analise do estresse sob carga maxima nao
apresentou diferenca e houve a queda de 30% na avaliacdo da carga
méaxima apo0s a descelularizacdo. Outros estudos, que testaram o eixo
transversal (circunferencial) de traqueia de porco ®° e traqueia de coelho 7
ndo encontraram diferenca no estresse sob carga maxima apos a
descelularizagdo. Concluimos que nesse eixo, as propriedades
biomecanicas da traqueia ndo formam afetadas, porque foram preservadas a

rigidez e o estresse do material.

No eixo longitudinal, foi encontrado um comportamento distinto, houve
um aumento no estresse sob carga maxima e na carga maxima apoés a
descelularizacdo. Outros estudos, que analisaram 0 estresse sob carga
maxima no eixo longitudinal ndo encontraram diferenca em traqueias
humanas % e até uma discreta queda em traqueia de porco . No entanto, o
comportamento das propriedades mecéanicas apos a descelularizagdo com
tratamento detergente-enzimético ndo é uniforme para todos os oOrgaos e
tecidos. Foi identificado 0 aumento da carga maxima e aumento do estresse
sob carga maxima em rins descelularizados de rato ‘!, assim como
documentou-se um aumento da rigidez em carétidas descelularizadas de
coelhos 72, Nesse Ultimo, a andlise estrutural mostrou a preservacédo dos
principais elementos da matriz extracelular, as fibras elasticas pareciam
intactas e observou-se o afrouxamento e desembaraco das fibras colagenas,
com consequente aumento do espagamento entre elas. O desembaraco das
fibras colagenas pode estar associado ao aumento da rigidez 2. A andlise da
microestrutura do arcabouco de tecido conjuntivo frouxo do scaffold em

NoSSo
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estudo pode vir a corroborar esses achados de desarranjo das fibras
colagenas e explicar o aumento do estresse no eixo longitudinal.

Portanto, o scaffold gerado sugere ser adequado para a recelularizacao e
posterior implante. A preservacdo do médulo de Young favorece a migragéo e
diferenciacéo celular. No eixo transversal, a preservacao da rigidez, preveniria o
colapso da luz do enxerto durante os ciclos respiratérios, e no eixo longitudinal,
0 aumento da carga maxima e do estresse sob carga maxima favorecem a
realizacdo de anastomose sob algum grau de tenséo.

O processo de engenharia de tecidos, tanto na etapa de pesquisa
laboratorial quanto na fase de implementagcdo de programa clinico necessitara
de scaffolds. Idealmente esses scaffolds devem permanecer armazenados para
gue estejam prontamente disponiveis e nos mais diversos tamanhos. Pode-se
prever a necessidade de scaffold com tamanhos de traqueias de bebés para
tratamento de estenoses congénitas ou tamanhos compativeis com adultos,
para o tratamento de estenoses complexas ou tumores. O armazenamento dos
scaffolds pode abreviar o tempo de disponibilizacdo da traqueia produzida por
bioengenharia, pois suplanta a etapa de descelularizacdo, previne uma eventual
indisponibilidade momentanea de doadores cadavéricos, ao mesmo tempo que
permite uma resposta rapida a um eventual transplante clinico malsucedido. Os
biobancos ou biorrepositérios séo laboratérios criados para 0 manuseio de
bioespécimes para pesquisas ou ensaios clinicos. Portanto, a criagdo de
biobancos de scaffolds traqueais facilitaria e promoveria a pesquisa

translacional.
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A terapia de substituicdo traqueal com uso de enxertos construidos por
bioengenharia teve seus primeiros passos dados por Macchiarini et al., que em
2008, substituiram um segmento do brénquio principal esquerdo por um enxerto
produzido em laboratério. A paciente sofria de broncomalacia grave, com
grande impacto negativo em sua qualidade de vida. A tragueia de um doador
cadaver foi descelularizada, todas as células e antigenos MHC foram retirados
por meio de um tratamento ciclico detergente-enzimatico. A seguir, o scaffold foi
repovoado com cultura de células de condrocitos, obtida com células
precursoras retiradas da medula 0ssea da paciente. Para a reconstru¢cdo do
epitélio foi utilizada cultura primaria de mucosa brénquica obtidas por meio de
bidpsias em broncoscopia. A paciente recebeu alta dez dias apés o transplante
e apos dois meses apresentava bons testes funcionais, dentro dos valores
normais para sexo e idade 51,

Apbs o sucesso inicial da nova terapéutica, outros 14 pacientes foram
tratados com o transplante de vias aéreas construidas por bioengenharia. No
entanto, o acompanhamento desses pacientes mostrou as limitagcdes desse
tratamento. O enxerto apresentou colapso e 0s pacientes precisaram ser
tratados com endopréteses. Dentre esses pacientes, houve duas mortes
provavelmente relacionadas a complicacdes dos implantes 3.

Portanto, o emprego e difusdo da técnica teve que ser interrompido.
Houve a necessidade do retorno a bancada para que melhor se
compreendesse 0 processo e a proposta de uma solucéo para as limitacdes

encontradas. Aparentemente, 0 enxerto construido por bioengenharia

mantinha a viabilidade celular e a funcionalidade da mucosa. O principal
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problema que deveria ser abordado seria o colapso do enxerto com
consequente prejuizo da ventilacao.

As fibras de elastina e colageno séo as principais proteinas da matriz
extracelular, sendo elas que determinam o comportamento mecanico dos
tecidos biolégicos 7. Todavia, ndo foi esclarecido se a faléncia da estrutura
do enxerto ao longo do tempo se da por degradacdo intrinseca dessas fibras

ou por efeito do remodelamento in vivo.

Sabe-se que a matriz extracelular em tecidos vivos sofre
remodelamento decorrente de degradacdo enzimatica ou hidrolitica. O
colageno de dentina, por exemplo, quando armazenado em agua por 500
dias muda de aspecto e sua rede de colageno torna-se escassa, 0S espacgos

interfibrilares de alargam de 20 nm para 80nm, como resultado da hidrolise
75, No entanto, 0 armazenamento em imersdo em PBS na geladeira a 4°C

é muito difundido, especialmente para periodos curtos de armazenamento .
Scaffolds de traqueia de porco foram armazenados por até dois meses na
geladeira e permaneceram aptos para o repovoamento celular 6.

Com o intuito de entender melhor como a degradacdo da matriz
extracelular dos scaffolds impacta nas propriedades mecéanicas e viabilidade

dos enxertos, Baiguera et al. propuseram o armazenamento de scaffolds

traqueais imersos em PBS por um ano em geladeira a 4°C. O meio PBS
reproduziria 0 meio tecidual in vitro. Tal experimento evidenciou um

significativo aumento da distenséo até a ruptura apés um ano (96 + 10% vs
50 + 11%, p<0,05). Nesse estudo, também foi encontrado que a quantidade

de elastina e colageno nao se altera ao longo do tempo de armazenamento

13
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Um estudo, que testou o armazenamento de scaffolds de pulm&o em
imersdo em PBS a 4°C por trés e seis meses, evidenciou a progressiva

perda da arquitetura pulmonar, que resultava em atelectasia que podia ser
revertida aos trés meses, mas que se tornava irreversivel aos seis meses .
A conclusdo de que os scaffolds tornavam-se inadequados apds longos
periodos de armazenamento em PBS ajudava a explicar a faléncia do
enxerto ap0s o implante, porém gerava o questionamento de qual método
seria o ideal para o armazenamento desses scaffolds. Ndo ha na literatura
consenso sobre o melhor método de armazenamento de scaffold para
utilizacdo no processo de bioengenharia, nem esta definido quanto tempo o

scaffold pode permanecer armazenado antes de sofrer degradacéao.

Estudou-se os scaffolds armazenados em imersio em PBS a 4°C e

nao se obteve diferenca estatistica nas variaveis do médulo de Young, carga
méxima e estresse sob carga maxima apds trés e seis meses de
armazenamento. Nao houve diferencas nos dois eixos estudados.

Testou-se também outro método de armazenamento simples, barato e

disponivel em qualquer laboratorio, o armazenamento em imersdo em alcool

70% a 4°C. Os Otorrinolaringologistas utilizam a imers&o em alcool 70% para o

armazenamento de enxertos de cartilagem para cirurgia de septoplastia. No
entanto, as alteracbes que o armazenamento em alcool faz a cartilagem sao
pouco estudadas. Uma andlise histopatolégica comparando alcool com outras
modalidades de armazenamento (solugdo de gentamicina, cefazolina, salina e

cloroférmio) sugeriu que o armazenamento em alcool preservaria melhor e



DiscussAo 75

preveniria a necrose dos condrécitos 8. Assim sendo, decidiu-se testar a

preservacdo dos scaffolds traqueais em alcool 70%.

Apoés trés meses de armazenamento em alcool 70% a 4°C observou-se

um significativo aumento do médulo de Young apenas no eixo longitudinal. No
entanto, esse efeito reverteu-se apos seis meses. Ainda no eixo longitudinal, as
variaveis carga maxima e estresse sob carga maxima nao atingiram diferenca
significativa. No eixo transversal, ndo houve diferenca nas vaidveis analisadas.
Estudo com fragmentos 6sseos armazenados por sete semanas em alcool 70%
demonstrou o aumento de 24,5% na rigidez. O mesmo estudo sugere que a
reidratacdo do 0sso apds 0 armazenamento seria incapaz de reverter esse
efeito 7°. Portanto, o armazenamento em alcool deve ser melhor estudado para
a melhor caracterizacdo do efeito sobre a matriz de colageno, pois ha uma
tendéncia ao aumento da rigidez com periodos de até trés meses de
armazenamento, que nao se mantem apdés o periodo mais longo de
armazenamento de seis meses.

A técnica de criopreservacdo foi desenvolvida para permitir a
preservacao de 6érgdos e tecidos por longos periodos. O objetivo era recuperar

um grande numero de estruturas celulares e componentes teciduais apdés o
descongelamento. Na temperatura de -196°C em nitrogénio liquido, todas as

reacfes quimicas, processos biologicos e atividades fisicas intra e
extracelulares sdo suspensas. Em tecidos ndo-descelularizados, o processo de
simples congelamento causa: a perda de 95% da agua intracelular, o que leva
ao aumento da concentracdo dos eletrdlitos tanto no meio intracelular quanto no

extracelular; formacao de cristais no espaco intracelular, que
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deformam e comprimem as células, destruindo as estruturas intracelulares.
O método de congelamento lento e progressivo dos tecidos permite a
desidratacdo das células, evitando que a cristalizacdo ocorra dentro delas.
Os crioprototores como o dimetilsulfoxido (DMSO) tem o peso molecular
menor do que 400 e atravessam a membrana celular facilmente. DMSO
forma ligagBes com hidrogénio na agua mantendo o estado liquido abaixo da
temperatura de congelamento, esse soluto constitui um solvente para o0s
eletrdlitos reduzindo o efeito do aumento da concentragdo intracelular. O
DMSO também bloqueia a cristalizacdo pela inativacdo do nucleo de
condensacéo .

O uso dos agentes crioprotetores na criopreservacao de scaffolds
pode ser questionado, jA que o seu principal beneficio se d& sobre a
viabilidade celular 8. No entanto, o efeito dos cristais de gelo dentro da
matriz extracelular deve desorganizar as fibras colagenas e fibras de
elastina. A prevencao da formacdo de cristais e consequente formagao de
rachaduras na matriz extracelular auxilia a manutencdo as propriedades
desejaveis de porosidade e rigidez dos scaffolds 8.

A protocolo de criopreservagao com congelamento lento e progressivo
€ simples, seguro e reprodutivel na maioria dos laboratorios e biobancos com o
emprego de equipamentos béasicos de criopreservacdo. O protocolo de
congelamento lento e progressivo tem a vantagem de ser menos variavel do
gue o método de vitrificacdo. A vitrificacdo € um protocolo de criopreservacao,
gue previne a formacédo de cristais de gelo. No entanto, a vitrificagdo pode ser

citotéxica com minimas mudancas, por exemplo, na espessura do scaffold, no
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grau de deposicdo da matriz extracelular e de citotolerancia celular, o que
leva a necessidade de constantes mudancas no protocolo 83,

A andlise das propriedades mecanicas do scaffold apos a
criopreservacdo com protocolo lento e progressivo mostrou um significativo
aumento do modulo de Young na comparacdo entre zero e seis meses
apenas no eixo transversal. As variaveis de carga maxima e estresse sob
carga maxima nao apresentaram diferengcas em ambos os eixos. Wang et al.
também ndo encontraram diferenca no estresse sob carga maxima apos trés
meses de criopreservacdo de traqueias de porco #. Ja4 o estudo que
analisou a mecanica dos scaffolds esofagicos de coelho apds seis meses de
criopreservacdo com congelamento lento e progressivo observou um
decréscimo tanto no moédulo de Young quanto no estresse sob carga
maxima 1°. Provavelmente, a criopreservacdo promove efeitos diferentes na
musculatura lisa (eséfago) e na cartilagem tragueal (eixo transversal).

Para melhor caracterizacdo da matriz extracelular optou-se pela
quantificacdo do percentual de colageno presente na traqueia e nos scaffolds.
Testaram-se os scaffolds imediatamente apos a descelularizacédo, em trés e seis
meses de armazenamento. Nao foi observada diferenca no percentual de
coldgeno antes e apos a descelularizacao (47 + 4,3% vs 44 + 9,6%, p= 0,40). O
percentual de coldgeno no scaffold ndo apresentou diferenca quando
comparados trés e seis meses de armazenamento ao controle in natura nos trés
protocolos testados. Estudos prévios com traqueia porcina 5%, diafragma ©° e
rim de rato "* confirmam que ndo ha diferenca na quantidade de colageno na

matriz extracelular apds a descelularizacdo com o
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tratamento detergente-enzimatico. A criopreservacdo apos descelularizacao
também ndo causa mudancgas na quantidade de colageno nos scaffolds de
porco 8485,

A confeccdo de substitutos traqueais utilizando técnicas de engenharia de
tecidos oferece uma oportunidade de pesquisa na busca de solugdes para
os problemas clinicos complexos envolvendo a via aérea central. O preparo
e armazenamento futuro de scaffolds de via aérea descelularizados em
biobancos podera ensejar a implantacdo e difusdo da técnica para 0 uso

clinico futuro.
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7 CONCLUSOES

A descelularizagcdo das traqueias suinas com 0 protocolo proposto
produziu scaffolds com viabilidade estrutural adequada em virtude da
preservacdo da matriz extracelular. No entanto, o scaffold permaneceu
citotoxico mesmo apoés as lavagens empregadas.

As propriedades biomecanicas dos scaffolds obtidos né&o
demonstraram alteracdes significativas na comparacéo entre os protocolos de
armazenamento estudados (PBS, alcool e criopreservacdo com
congelamento lento e progressivo).

A comparacao entre os trés protocolos de armazenamento também néo
revelou alteracbes na quantificacdo de colageno e, por conseguinte, na
integridade da matriz extracelular.

O simples armazenamento em solucdo de PBS a 4°C por seis meses
nao foi prejudicial aos scaffolds.

Novos estudos estdo em curso para a otimizagcdo do processo de
descelularizacdo, em particular no que tange a toxicidade residual dos

scaffolds obtidos.
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Anexo B — Publicacédo do artigo: “Evaluation of a physical-

chemical protocol for porcine tracheal decellularization.”
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Decellularization
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ABSTRACT

Introduction/Objective. Tracheal resection with primary reconstruction is the definitive
treatment for many tracheal benign and malignant discases. When primary resection is not
deemed feasible as a result of the length of the stenosis, airway transplantation may
become a solution. Tissue engincering offers an alternative way for creating tracheal
substitutes. The development of tracheal allograft transplantation includes the decellu-
larized tracheal scaffolds made of extracellular matrix that are sceded with the receptor’s
cells. Many protocols are used to obtain a decellularized scaffold. Most of them consist of
cyclical physical-chemical steps with enzymes. This study proposes a protocol for
decellularization based only in physical-chemical steps.

Methods. Decellularization of pig tracheal segments was carried out using a standardized
protocol consisting of freezing and thawing, 10 cycles of agitation, exposure to sodium
deoxycholate, and washing. The degree of decellularization was determined by quantifying
residual DNA. We also analyzed the morphology under hematoxylin and cosin staining.
Results. Fourteen porcine tracheal segments were decellularized. All scaffolds obtained
showed less than 2% of residual DNA (mean 20 = 8 ng/mg) when compared to the fresh
samples (mean 850 £ 123 ng/mg). P = .001. Morphological analysis showed that the
epithelium and mixed glands were completely removed. It was possible to identify residual
nuclei inside the cartilaginous rings (73.7 = 12 x 26 = 8 nucleifficld, P < .001).
Conclusion. The protocol tested was able to provide effective decellularization of
porcine tracheas.

IRWAY resection with prmary reconstrsction remains
lhc definstive treatment modality for benign and
tracheal d However, #t poses a major
challeng«. depenxling on the extent of resection, which
cannot exceed 50% of the length of the organ in adults and
30% in chaldren [1).
Tracheal for the damaged trachea were eval-
uated wing cadaveric allografts and synthetic material, but
none resulted in clinical success.

regard, decellularzzed tracheal scaffold capable of being
reseeded with receptor own cells has been investigated.

This study eval a cydic p col for tracheal decel-
lulanization based oaly in physical-chemical processes using
freezmg, agitation and a detergent.

METHODS

The experimental protocol was approved by the Animal Ethics
(& ittee (CEUA FAMUSP)

Tissue eng ing tech hive by an all
tive lor the pmdnumn u( a functional. bic b “Addi
noncare and d lrxbc.n llul woald

be the ideal material for tracheal transplantation. In this
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Fig 1. DNA Quantification.
Fe fresh 6 Jong tracheal segments were

obtained from Landrace pigs (18-22 kg). Eleven were decellu.
larized, and 3 were kept as Is. The decellularization pro-
tocol was hased in 2 physical.chemical peocess as follows. The
segments were cheaned and kept in antibotics/antinyycotics solu-
tion (pemicllin’strepomycn/amphotericin B 1%) at 4°C for 24
howurs.

The samples were changed in dry Falcon tube and frozen withoust
cryoprotectant solution at < 80°C for 24 bours. Samples were
thawed for A min in a 36°C water bath and washed 3 times with
phosphate-buffered saline soll and then exposed 10 sodum
deoxycholate 2%. The tracheal les were shaken in the incu-
batar at laDrpl.kant.l-%&h‘lwadc These cycles were
repeated 10 times.

At the end of the protocol. the ssmples were washed with
phasphate-buffered saline sode and divided in 2 halves. One was
submitted 10 the DNA extraction protocol, and the other sent to
bistopathological analysis.

The DNA extraction protocol was carmied out using DNAse
solutioa for 12 hours, Proteinase K for 12 hours, extraction with
phenolchloroéorm, and guantiied by absorbance in the Nanodrop
spectrophotometer. The results were obtained in ng'mg of tissue.
The control youpwumxexpoudloDNAu‘

GUIMARAES, CORREIA, ALVES ET AL

Data were peeseoted as mean and standard deviution. The
groups were compared using Student £ test. The level of significance
wis set for P < (5

RESULTS

M‘ul IO qﬂu of drlttgtnl protocol the extraction of DNA
of the DNA content
(850 & 123 x musumg.r& 001) (Fig 1).

The histc i plete denu-
dation of the qmlwlmm and meved glands over the cartslage
(Fig 2). It was not possible 1o identify any epithelal cell over
the lamina propria.

In the cartilaginous part of the trachea we observed 2
mirked reduction in the number of visible nuwcled
(737 £ 12 x 26 £ 8 nuclei/field, P < 001) (Figs 3 and 4).

DISCUSSION

The present decellularzation protocol was effectve in
removing all the epithelivm and mixed glands, and 65% of
the chundmwmx

Since many indi of tracheal | focus
on benign diseases. The tracheal sul'nhlulc must be func-
tional,  beocompatibl and non-
immunogenic, in order to prevent the complications of a
lifetsme immunosuppression |11

Many different protocols have been proposed 1o oblain
an organ scaffold for tssue engmeernmg.

The majonty of decellulanization processes are based in
detergent and enzymatic protocols with multiple cycles
[2-4). Few changes were tested to the main cyclic detergent
and enzymatic protocol. Evaristo et al presented a method
with the addition of p)unumgnclx energy |5]. Giraldo-
Gomez et al introduced ethyl etic acid
and trypsin i order to reduce the number of cycles (6]

Regardless of the protocols used, it was shown that there
1 residual chondrocytes nuclei inside the cartilage rings.
Partington et al, after 25 cyclic protocol using detergent and

found a deci in the of viable chon-

The histog HE staining was used to & ine the
sesidual epithelial cdls over the I:umm propria in 10X magnifica.
won. The residual chondrocytes were counted oa the cartilaginous
portion with 40X magnification.

A

dm;ylcs (1.257 £ 412 x 629 £ 192 nuclei/Beld. P < .01) {2}
Furthermore, the amount of the DNA found in the
scaffold belongs to the ressdual chondrocytes mside the

Fig 2. (A) Control with regular epsthelium. (B) Decelufarized without epithelium.
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PORCINE TRACHEAL DECELLULARIZATION
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Fig 3. (A} Control cantilage showing regular chondrocytes. (B) Deceliudarized trachea showing aceliular cartilage lacunae.

cartilaginoas portion, probably because the cartilage 1
made of a dense extracellular matnix and the methods used
were not able to wash it out properdy.

It has been described that the major histocompatsbelity
complex in the trachea is located in the epsthelium and
mixed glands. Even of there is viable cartilage in the scaffold
it doesa't seem o mduce a host response [7).

Commercally available scaffokd materials were tested for
the presence of residual DNA, and the results conlirmed its
presence in different amounts (1.13 £ 0.03 to 0 ng/mg) |5].
The swuocessful clinkal expersence with the use of these
extracellular matnx scaffolds suggests that the residual
DNA found in the tracheal scaffold is probably not a clinscal
Emitatson for its clmical use.

%00
00 P o
- 05
Z
400
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s
In Nsture Decellutaneed
Fig 4 Chondrocytes nucel
CONCLUSION

The protocol proposed offers an adequate decellularization
of tracheal segments.

The generated scaffolds should be further tested for
cellubar mtegration and potential immunogemicity.
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Anexo C - Publicacéo do resumo: “Biomechanical properties
of the porcine trachea before and after decellularization for airway

transplantation.”
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diseases with mgroved DA compared w TEFB, bul with meafTicken evi-
dence in diggeosis and screesisg of ACK. This sbady sims 1o provide dala
an safiety, disgnostic utility and impact o8 weammen decisions after TRLEC
I lungg, ressplan recipleses (LTHs).

Methods: Berween December 2019 snd June 20340, bods THER and LELEC
wene obiained serially in LTEs dering tee same hronchoscopy session
detect AUR. Acconfisg w our prosocol, after 5 TEFE samples, 2 amples
by TELC were taken from dafferent lusg segmenis. The biopsies were
scored acconding 8o the receml ISHLT orinena by & dod d |
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[Patterns of Daily Physical Activity and Sedentary Behaviors in Recent
Lung Transplant Reciplents

MM, Abawinl’ K. donies,” E Moon,” ML Veadeni” B ﬂl'ﬁ'l'r.v.' AL
Hrrmmlm’rr." M. Mowrell F. Sciurba,” A DeVito Dabds, and C
Tiies” J.Tl.'h!l‘l.l__r.'lllnd"u'. Lldvrrdiry cof Pimaburgk, Pimaburgh, P
“h el wof Health & Reubilinanio S frmee. Department of Pleydcoal
Thevapy, Uwive ity of Piltsbuspk, Pimsburpk, PA; aod the ' Diviio of

pathologls), ssseesing TBFE and THLC samples isdependemly. The seves-
Iy of bleading we sssessed with the Nosbville Bleading Scale {grade | - 41,
and preumothorces were excluded with romine chest .

Results: Tosally, 25 comsecstive procedwes is 17 LTEs {13 males, medio
age 5H) were perfonmed cither as moutine surveillance bronche hiscopy

Fuil v, Allergy, and Crivical Cere Midicine, Dniversiy of Pinsbargi.
Firusburgh. FA

Purpase: Greater physical acsivity (PA) asd kess tme |8 sodentary belay-
bor are msocised with Betier soovery post lung tmnsplaniation

(== 19} o o8 clmically indicated (& =6} using fexibde bronchoscopy. Ret-
respective amalysis of 125 THER and S TBLL sampldes was perfomed.
ACR (AL - A3} was datected in & cases (24%) by THLC resulisg n &
chamge of i & smuegy, d w (1% by TBFB. Non-
disgnostic Bopsy ann.l.plnwmrmﬁl in 1|.unn:l1‘ﬁl-_mrTN.L compered
1021 (B4%) of TEFE. The beogsy provedure wis complicaisd by moderats
{grade 2) bleeding i 6 (24%) cases &= o mmph.m of TBCH, snce in
ocouss immedialely after i procedure. No | Wi d

Conclusion: THLLC mﬂmﬂmm&wudu‘nwﬂm
scoeptshle safery profile, leading b reclwsifoation wd & change of

dsced all-coise momaling. The simn ol this anslysis was w describe md
examise ssocislons betwesn pasticipant charmcoensies and objecrively
e grred A1iviEY mmeoeg recent lusg rassploes reci plests (LTHs).
Methods: In dsis descriptive sudy, sctigraph sccelerometers wese ued Do
mieiraare: biseling PA for 20 LTRs csrolled = an osgoing ielerchabilaaios
imervention stady. Pamcipants were msaucied bo wear the sccelermeier
during wakisg hours for 7 days. Average lime spent in sedenlmy asd mod-
efmle-lo-vigorois PA IMYPA) were calculaied in minules per day. Spear-
miwn commelations wene wsed 1o exsmise the relaiorebips berween sctlvicy

amd haseline ch 7i {age, sex, body mass index (BMI)

stmiegy in 24% of dee cases. Fanier prospecive studies ane needed 1o cosfinm
these findings s recommmesd THLC as gold standesd o detecs ACR-

{548)
Annual Surerillance Biopsies for Detection of Acute Cellular Rejection
Hawe Limited Utility Mere Than Two Years Post-Transplant

O Sharver, 505 Morfolk and 1A, Robding Allergy, Pubnosary, and
Crindeon’ Care Misleos, Vasdeebil Diniverairy Meive Cioneer, Nasinills, TH

Purpose: Purpess: Surveillance broschiscopy for e dagness of ssbclin-
lcal refection are comanos afier lung wansplamation. Our cemler previomsly
performed msiinl sureellmmos b h Wiy o hial hiopey
for up w3 years po-trssplass 'I'Iug,minrmls snudy was o delamine
the wilay of snnusl survelllane Bromshoscopy.
Methods: Medical reconds wese reviewed for patiests who endeswent lung
transplaniation berween LF2004 snd 12312007, servived grester thas |
v, el underwent o ka2 annual bronchoscopy procedures (m=H05
repos For gowee cellular pejection were revicwed. Clisical noles
and pelmecsary fesonion wesis were reviewed 1o delermine whsether detes ed
rejection was associaiad with clisicsl sympioms or o declise in FEV].
Resuilts: A ootal of 232 moual surveillssce Bonchoscopies wese
I B0 pakens. 21232 (59 ) of anmea] beoschosoples showed A gl mjec-
o andd TY2ED (3% ) of BroncBoscopies showed B grade ejection. Acue cellu-
lar regection (A or B prade’) wic dagnosed s 22000 (17.5% b of pasients on o
lei | anmmal procedere. A2 ejection was detecizd o 3 annsal bronchosoop-
i25. AZ Bejections oocurmisg alter the 2™ arsual hevncioacopy wiene ool
with = WFE declise: in FEW'] and wene clasdcally apparest, wheseas A2 nejac-
thims within I yess of mansplost were nol.
Condusion: Conclsion: Asnual surveillance broschoscopy beyond I years
after heng trmsplantation b limmed clinsal wilivy. Afer 2 vears, shisificany
acube cellular refecton (A2 of greer) was sssociand with & decline in FEV 1.

Aculi calllar e

an drewsl hronchoscogy

A ACH
0 | EA2ACH

i+
i!I
) I
0

'ﬂcmlumw

destying hemg condition, lesgi of stay (LOG) of wesplan hospializ.
uhon, Eypenession sigge, Charlsos Comorbidity Index Soores (O omd
days post-iramsplantation.

Resultsr Baseline PA dais were colleoied af o Sean of 2522131 days poss-
erarcplaniasios. LTRs were mostly white (98995 ) asad female (605} with &
mim age of 556134 years. Mot panicipants bkad & double lusg trans-
plant (%1%, non-obstnective lung disease (B05%), clevied Blood pressare
(555, momal BMI (3050, and scored <3 on e 00T (@00L The meas
L35 dor ransplant Bospitalization was 758+ 114 days, Panicipass wore
the acuigrapl scceleromeiers for an average of G200 dayvs. Time spent
in sedentay behavior snd MYPA were TOEYT and 153204 minfday,
respectively. Time spem i sedestary Behavior was significantly Bigher
among males (7572112 va BA2+H67 pm 048] (0T (1= 452 p=031), diys
post-transplastation (r=597, p=08), nd sex (P=d60L p=0d1) were sig-
mificanly positvely comelased wilh ime spent in sedemary Behavion. No
oy stgnifican comelations were found berween PA messures and hise-
line charatensns.

Cemcluzinn: Pamicipant: spesd the majoniny of the day in sedentary behavior
and had less dam desrable levels of MVPA. Comoehidiny isdex, days pos-
romsplantation, and sex were found 1o he modenely cormelaed with ssden-
rary e, Farner siuies are plasned o evaluse: plysical sotl vity pamenss of
LTH: over nme and e e il s | (T AR recovery.

(988)

Blemechamical Froperties of the Porcine Trachea before and after
Decellularization for Alnway Transplantation

AR Cuimaraes, | AT, Correa, PO Pego-Fernamdes, W3 Maigara,” I.
A Cestani,” and PF. Cardivic " Divizion of Thoracic Surgery, LIW 81,
s andd Tiwie Laforabory, Maninne do Coragde, Bospia das Clinko
HCFMUSF, Faculdade de Medicing, Deiversidade de Sao Paulo, Sae
Punlo, 5P, Breeril; awd the * Bioengenharia, Suain do O, Hopind
deet Climicas HOFMUSP, Faculdade de Medivim, Dniversidade de Sao
Paula, Sav Pasde, 5P, Brazil

Purpese: Tracheal replacemen based on o Basee saginesred wackeal scaf-
Told is &n al iwe for ive benign or mal rackeal disease.
The mechasecs of e scaflold depends on the decel bl i L
], This study Tocuses om e rrm:h.nlcnl propesties of rackssl x.nﬂnhls
citained from the decellalanztion peoiocol used in o laboratory.

Methods: The promos] wis approved by the Asimal Ethics Commines
CELA-FMUSPY. Fresh mackess (24) wene obmned from aduh Lasdesce
pgs (10Gg). Twelve were decellulmized mad 12 were testod in s,
Decellularization prowes] seluded W cycles of desergent (D5 2%) fol-
Nowesd by 3 winkiags with PRS for 10 mis and agitstios for 48h s o e
Bator (36O Decellelanzation of the scaflfold win ssscceed by messunsg
residsal DNA coments. The scaffolds were thes submimed w0 feese-
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dryis, imeeraos s DNA sl Proicsase K for 128 cach The DNA
Enm thon Wi dome with e phesol-chlorofonm eehnique and quantified
by sheorbesce in & spectroph  Trackeal mechanical

were meieed using a tensile west sysiem (INSTROM Maodel 3305, Nor-
wood, A} N twe axes socording 1o the sorm of the Amezican Sockery for
Tesming and Muserial [ASTM D838-14). Dat bs represened as means
STD. Comgarses berween da used Sosdent 1iest and Mann-Whaney.
Shgmificamoe was ssssmed for pilils,

Results: There wes so dfference in the Yousg's felasic ) module in both
s herween decellularized scafTolds md irackess i aoure. The maxi-
mum loed iscressed o de longiudinl o and decreasad in the mes-
vemse s of the decellslanzed scaffolds reflecting ®e changes in e
exmracellular maimix in e coilage (ransvers:) and cossective tsue (s
givsdinal juable )

Conclusien: The mechanical propemies of the scaffolds chismed afier dae
decellularization protecol suggest thal despite the chasges in the exracel-
Dslar misrin the dece] lulari xed scaffodds will be abde 1o resain is plysodog-

izl progemies.

i ngmeg ey e MPa: Megepascal; M Mewtom

Farnraters Meunzrerant I Neture Ducelsiroed  p vulse
BMA contet LY 129 18 8,081
¥ourg Module (MPs)  Longitadisalosa 834 0,81 1214087 031

Trarsvme azn I ET W E2EE 0
Maxisum Load ] Longisdisslass 1834147 4994178 0008
Trarese axin BAEN  PMETE 0@

(569}

Jeherah's Witness Patients “Going the Extra Mile” for Bloodless LVAD
Implantation

LA Sibligh, PS5 Comba, C. Sionebraber, £ Gowsales, 5. Micaf, A Lee. L
Cruz, K. Hu, T. Syl O LaBulw, 5. Plowcy and 10

Jewvamandawe Uiversies of Chivage, Chicaga, JL

Purposes Due 10 thewr selighos beliels, Jowval's Wimesses (1Ws) do not
mzcepl hiood prodects; consegeently, these patiests with esd-stage beart
failuse frequestly seck & center willing o perform bloodless kel venirios-
lar assisl device (LVAD) il ol We d the challesges IWs
comdfront in obaining secess w care, bised on o cenlers expenence
oinchestmming Bloodles LVAL mglaniamo.

Metheds: We rerospectively reviewed de medical recosds of 36 par e -
18 J%W's and 15 mon-FWs - undergoing LV AL implasation s our cester.
Results: Our dedings revealed e JWs mavellad & significastly gremer
distance I receive meamen Bas non-JWs (medisn: 293 (107.75, 6075}
we 25 miles {155, TAS) F= (ulH) Pre-opemmtive characienstics, inchad-
img INTERMALS profiles and re-opermtive sl al implan, were compa-
rable herwess the pwn groups (P > 005 for alli However, all IWs
underwent concomilant sugerics al the tme of bloodiess LVAD implania-
v, as comparad w0 6TE of noa-JWs (P = RIS Lengih of sy, ds-
charge location, e peni-opemtive wese 0ol signiticanly

Tha ok Foars e Mos-PW gacaps b & pation wh was weed i pan of o0 intewratioral. dhassd

T progrem o owr oy

Wi 2 Acvos - Cuos b e W Farhos Popalaton

{s70)

hy of Limited Benefit in LVAD Patient Management
BT Fawelll,' M. Elsmedel,” A Makmoud, ' EI Smg," G
Asmaiakia,” M ALARL” A Parker,” T Vilare,” F. Arcmda ol WM.
Abmical If.'uurxrufln'ru\:\: ine, Daiversiny of Flonkds, Galweniile. FIL;
“Mnermal Meadicine, Lliadierainy of Floridi, Guabsenille, FL
'Cardimasoular Medicine. Lfverain of Floride, Ceeleesville, FL awnd i
*Mhowacie and Cordimaieubar Surgery, Daherairy of Florie, Cuinenills, FIL
Purpose: The sole of wilizing thromboel iy (TEL) im i
astigilateler derapy (APT) i LVAD patients s conroversial. The purpose
ol this ssdy was 10 desermine o the ramoval of TEG from AFT protecsd
reduced late onset Meeding wighout an meresse in Ssomboembalic events.
Methods: We perfarmed a single-cemer netrospective cobom sudy o the Usi-
wersiry of Flords schading all recif of & HeamWane (1, HesnMae L or
Heamware LW ALY berween Agedl 3005 asad MNovember 2014 {n=203). LVAD
recipeents Before June 1520017 (o=221) whise AFT wis monfossd snd
adjusted using TECG were compared 10 VAL recipienss after Juse 12017
(=72 wiese TEG was nod utilized The coreresce of kie-osset blending
events alter pol-opemative day 7, as defined by INTERMACS maor blesfing,
a5 well as thromboembolic events were collecind. Patens wese followed up
0 oEe vear posi-mnglasintion of 1 tme of death ransplast of pump
exchange. APT doses, warlens use mid INR values wese colleoted m dis-
chasge as well 55 1, 3, & s 12 months post-implanatios.
Resutts: Over & medisn follow-sp period of 12 mosths, INTERMACS majer

differem (P = D055 We fotnd tha 1Ws curresdly [ace bamers in e
avarilabdlily, appropriiieness, proferemce, and rimelieeds of Soo2ss 10 cane
(Figure Zi In paricular, bemg refused implastaion o Cesters Bearer 1
iheir residence causes IWs o avel excessive dsmances in Bopes of mea-
mest; however, long-distance ravel may prolong the time umil reament
mad may B be an opuiom for patens with financisl or logsmical
challe nges.

Conclusien: Dur cenmer’'s expenence Bas shown that I'Ws face unnecessany
hemThers in access (o care, bt dhey com be successtully operaied on with b
use of optise s prosccols snd open comssese st berwesn the paten
il coe neam. Further research s seeded wo elachdae the challenges Ws

hlezding evests occumed s 3% of potess where THG was wilized com-
pared w 2% where TEG wis not silized {povales 1375), and procedural
imervestion wis reguired in 2% comparad 10 13% egpectively (povale
00K}, After June 1 2007, patiests had & highes average BMI (31 compared
o 2, povaloe QIR wene more likely u be on digoss o8 decharge (4%
compared o 12%, p-vabes (L9 and were bass Bhely 1o be of white moe (p
value 0L or have tschemic costomyopaty (p-value (LK) In o mukivari-
ahie Cox propomsonal-hazends segression model mcksding all thess variabies,
oilbider age was the only ind = d of bleeding events (HE 103 for

ench addiional yesr of mge, 95% C1 L0105, p O Use of TEG was

face i accessing case and (deseily potsseial sxletioss which halance ethi-
call comsidertions with pasenl ssonomy.

Lt winh use of higher doses. of aspirin {23 2%mng 1% ve. (M6, o e
ol a sevond anmgpdacler (3% va 1%) There wes no slgsificam ddlerence in
thromboemnbole: evenits {135 meach).
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