The 6th Latin American Congress of
Artificial Organs and Biomaterials

€\oCOLAOB

AVALIACAO IN VITRO E IN VIVO DE VALVULA BIOLOGICA
LIOFILIZADA

Marina J. S. Maizato®, Sérgio A. Hayashida®, Fabio P. Taniguchi', Olga Z. Higa?, Ronaldo N.
M. Pitombo?, Idégene A. Cestari', Adolfo A. Leirner*
!Bioengenharia, Instituto do Coracéo (InCor) - HC FMUSP, Sao Paulo (SP), Brasil
“Centro de Biotecnologia, Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN - CNEN/SP, Sao Paulo (SP),
Brasil
*Departamento de Tecnologia Bioquimico-Farmacéutica, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
de Séo Paulo, USP, Séo Paulo (SP), Brasil
E-mail: marina.maizato@incor.usp.br

Resumo. A liofilizacdo de tecidos biologicos permite sua preservacdo a seco, facilitando a estocagem e
esterilizacdo por meio de raios gama para utilizagdo em produtos médicos hospitalares. Objetivo - Avaliar o
desempenho in vitro e in vivo de proteses valvulares liofilizadas. Metodologia - Duas préteses valvulares
aorticas feitas de pericardio bovino n° 23 de diferentes fabricantes foram avaliadas em um duplicador de pulso
(80 bpm, 5 L/min, Shelhigh Inc, New Jersey, USA) antes e apos a liofilizagdo. Os sinais de fluxo e gradiente de
pressdo transvalvular foram registrados nos experimentos in vitro e in vivo e filmadas a abertura e fechamento
das proteses no duplicador de pulsos. Antes e apo6s a liofilizagdo e reidratagdo, o excesso de agua foi retirada
com toalha de papel e as prdteses foram pesadas. A reidratacdo das préteses valvulares liofilizadas se deu
diretamente dentro do sistema duplicador de pulso durante o ensaio. A avaliagcdo in vivo das proteses
liofilizadas esta sendo realizada em ovinos jovens da raga Santa Inés com o implante na posi¢do pulmonar apés
reidratacdo (30 min, solucdo salina 0,9%). Resultados - Houve altera¢do no perfil de abertura e fechamento das
proteses valvulares apos a liofilizacdo. O gradiente transvalvular registrado in vitro em duas valvulas foi de
17,08 + 0,57 e 18,76 + 0,70 mmHg antes da liofilizacéo e 34,24 + 0,59 e 30,40 + 0,97 mmHg apds a liofilizagao.
A reidratacdo de ambas as valvulas liofilizadas em média foi de 82%. A média do gradiente transvalvular das
proteses ndo liofilizadas in vivo foi de 2,58 + 1,06 imediatamente apds o implante e 7,71 + 3,92 mmHg apds 3
meses. Imediatamente apds o implante, as valvulas liofilizadas apresentaram um gradiente transvalvular de 8,14
+ 5,12 mmHg. Conclusdo - A liofilizacdo resultou em modificacdo da dinamica das proteses valvares e
aumentou em média 83% o gradiente transvalvular em ensaios in vitro. O gradiente encontrado em ensaios in
vivo estd dentro dos niveis aceitaveis. (Apoio financeiro - FAPESP)
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1. INTRODUCAO

A liofilizacdo pode ser definida como sendo um processo de secagem de um produto
previamente congelado onde o solvente é removido por sublimagéo. Por meio desse processo
podem ser obtidos produtos desidratados de alta qualidade, preservando as suas estruturas e
minimizando a perda de produtos volateis que ndo sdo observados durante a secagem por
meios convencionais. Diversos autores tém recentemente aplicado a técnica de liofilizacdo a
biomateriais com a finalidade de substituir ou restaurar érgaos e tecidos danificados fazendo
com que estes materiais sejam biocompativeis com o local de aplicagdo [Palmer, 2003,
Kumar, 2002, Zaleske, 2003, Webb, 2002].

Proteses valvulares biolégicas ou mecéanicas sdo clinicamente utilizadas para a
substituicdo de valvulas humanas quando estes apresentam problemas clinicos de diversas
origens. As proteses valvulares mecénicas possuem uma vida Gtil longa, mas necessitam de
uma anticoagulacdo permanente. As proteses valvulares bioldgicas de PB ou suino possuem
um tempo de vida util menor, em média 15 anos, mas com a vantagem de ndo necessitarem de



uma anticoagulacéo, e a cirurgia para uma substituicao dessas proteses valvulares poderem ser
programadas.

Trabalhos anteriores do grupo mostraram que o0 processo de liofilizacdo ndo altera
significativamente as caracteristicas mecénicas do PB, mas diminuiram significativamente a
quantidade de aldeidos residuais [Maizato, 2003 e Maizato, 2003b], resultante do tratamento
realizado nos tecidos de PB para melhorar as qualidades mecanicas e imunogénicas [Braile,
1990].

Otimizacdo no processo de liofilizacdo de tecidos biologicos tem sido estudada pelo
grupo na tentativa de melhorar a qualidade das préteses valvulares biologicas de PB. Varios
protocolos de liofilizacdo foram avaliados e o escolhido foi a liofilizacdo com tratamento
térmico (annealing) que apresentou melhores resultados [Borgognoni, 2009].

Objetivando avaliar as altera¢fes in vitro e in vivo de bioproteses valvulares de PB
quando submetidos a esse protocolo de liofilizagdo com annealing, algumas préteses
valvulares bioldgicas de PB foram liofilizadas para um estudo in vitro em simuladores de
desempenho hidrodindmico e outras proteses valvulares apés a liofilizagdo foram esterilizadas
para serem implantadas em ovinos para avaliacdo in vivo. A escolha de ovinos para o estudo
foi pela semelhanca do sistema hidrodindmico dos ovinos com os humanos, além de serem
considerados animais de eleicdo para o estudo da calcificacao [Sillas, 2008 e Ozaki, 2004].

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Materiais

« Préteses valvulares de PB n°. 23 de empresas fabricantes distintas (X e Y)

« Solucdo salina de NaCl a 0,9%

« Ovinos jovens, machos da raga Santa Inés com peso entre 35 a 40 kg, n = 16

« Materias cirargicos descartaveis para a realizacdo das cirurgias: bombas centrifugas,
reservatorios de cardioplegia, filtros de sangue, canulas, conjunto de tubos para
circulacdo extracorpdrea, fios de sutura, etc.

« Farmacos: anestésicos, antibiéticos, analgésicos, etc.

2.2 Instrumentais para ensaio in vitro

« Duplicador de pulsos Shelhigh® (Shelhigh Inc, New Jersey, USA)

o Fluxémetro Ultrassdnico T101 (Transonic System, Inc., USA)

« Transdutores de Pressdo Fisioldgica TPS-2 (Bioengenharia, InCor/HC FMUSP,
Brasil)

« Amplificador de Sinais Fisiologicos Lynx (Lynx Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil)

« Sistema de Aquisicdo de dados Windag® (Dataq Instruments, Inc. Akron, USA)

« Camera digital Sony DSC-P150 (Sony Corp, Japan)

2.3 Métodos

Ensaio in vitro. O desempenho de préteses valvulares adrticas de PB n® 23 de duas
empresas X e Y foram avaliadas em um duplicador de pulso Shelhigh® (Shelhigh Inc, New
Jersey, USA) em frequéncias de 60, 80 e 100 pulsos por minuto (bpm), com fluxos variando
de 3 a 6,7 L/min, em posicdo adrtica. Os valores de gradiente apresentados correspondem
somente ao ensaio de 80 bpm e fluxo de 4,5 a 5,0 L/min, antes e apos a liofilizagao.

A Figura 1 apresenta o sistema de ensaio in vitro e na (Fig. 2) a vista frontal da prétese
valvular adrtica sendo avaliada.



Figura 1. Sistema de avaliacdo de préteses valvulares: (a) Valvula padrdo em posic¢do mitral -
Vista frontal, (b) Prdtese em teste posicionado na posicdo aortica - Vista lateral, (c)
Duplicador de pulsos da Shelhigh® - Vista frontal, (d) Fiacdo do probe do
Fluxémetro ultrassénico, (e) Transdutores de pressdo, (f) Monitor do PC para
visualizacdo das variaveis de interesse, (g) Caixa do Sistema de Aquisicdo
Windag® e (h) Amplificador de sinais bioldgicos.

Figura 2. Vista frontal da valvula adrtica em avaliacdo no duplicador de pulsos.

As variaveis de interesse: pressdao ventricular esquerda (PV) em mmHg, Pressdo adrtica
(PA0) em mmHg, Fluxo instantaneo através da valvula adrtica em L/min, e gradiente
pressorico transvalular (dP) em mmHg, (Fig. 4 e 5), foram monitorizadas e gravadas numa
taxa de aquisicdo de 200 Hz por canal, para célculos e analises posteriores (Software de
Analise e Sistema de Aquisi¢éo de sinais da Windag®).

Para a quantificacdo do gradiente transvalvular, foi utilizada a média das medidas em 10
pulsos seguidos de cada sequéncia (pre e pos-liofilizacdo), de acordo com a norma 1SO 5840.
Durante os testes, 0 comportamento dindmico das préteses adrticas em teste foi filmado com
uma camera digital, posicionada em um suporte fixo, proporcionando uma vista frontal do
funcionamento valvular adrtico (Fig. 2).

Para averiguar o grau de reidratacdo, as proteses valvulares foram secadas em papel
toalha e seus pesos registrados antes e apos a liofilizacdo e reidratacéo.

Apbs a liofilizacdo as proteses valvulares foram colocadas novamente no duplicador de
pulso, onde se deu a sua reidratagdo durante o ensaio.



Ensaio in vivo. Para a avaliacdo cronica (3 meses), da prétese valvular liofilizada foi
escolhido ovino jovem da raga Santa Inés com peso entre 35 a 40 kg. Para este estudo foram
realizadas implantes de proteses valvulares de PB comercialmente utilizadas, sem nenhum
tratamento que foram utilizadas como controle e proteses valvulares liofilizadas, apés a
reidratacdo de 30 min em solucdo salina de NaCl a 0,9%. As proéteses valvulares foram todas
implantadas na posicao pulmonar.

Os ovinos utilizados foram todos vermifugados, submetidos ao exame clinico e mantidos
em observacdo por 10 dias antes de serem submetidos ao processo cirurgico. Para a cirurgia
os carneiros foram colocados em jejum de 24 horas de sélidos e 12 horas de liquidos. Todos
foram anestesiados, entubados com sonda endotraqueal, colocados em ventilagdo mecanica e
seus parametros hemodinamicos monitorados, e registrados em um sistema de aquisicao de
dados Windag® (Dataq Instruments, Inc. Akron, USA), em sala cirdrgica para experimentacédo
animal.

Apbs a anestesia geral foi realizada a toracotomia esquerda no 4° espacgo intercostal
esquerda, o pulmdo esquerdo afastado e o pericardio seccionado. Esta abordagem possibilitou
a exposicdo do tronco pulmonar. O carneiro foi colocado em assisténcia cardiaca direita
utilizando uma bomba centrifuga, pela canulacdo Unica do atrio direito com tubo de 3/8
polegada e retorno sanguineo pelo tronco pulmonar. O implante da valvula biolégica numero
23 foi realizado na via de saida da artéria pulmonar com ampliacdo utilizando um patch de
pericardio bovino (Fig. 3). O animal foi retirado da assisténcia circulatéria, apds o
procedimento e estabilizacdo hemodindmica. Na finalizacdo do procedimento cirurgico foi
feita uma verificacdo criteriosa de hemostasia. Antes de fechar o animal as pressdes foram
avaliadas e registradas no Windag® (Dataq Instruments, Inc. Akron, USA) para a
determinacdo do gradiente de pressdo transvalvular do ventriculo direito-tronco pulmonar
(gradiente VD-TP). Terminado os registros de pressfes o animal foi suturado por planos,
esperou-se a recuperacao anestésica antes de ser encaminhado para o biotério.

A duracdo do experimento cronico dos ovinos € de 3 meses. Para o registro dos
parametros hemodinamicos antes da eutanasia, 0s animais sdo anestesiados e colocados em
ventilagdo mecénica. Depois do registro o carneiro é sacrificado, obedecendo aos critérios
aprovados pela comissdo de ética, para o explante das préteses valvulares implantadas, que
serdo avaliados macroscopicamente, por analise histoldgica e quantificacdo de calcio por
espectrometria de absorcao atdmica. Todos os animais que ndo sobreviveram por esse periodo
ou por problemas intra-operatérios ou pds-operatdrios foram excluidos do estudo.



Figura 3. Avaliacdo crénica das proteses valvulares em ovinos jovens, machos da raca Santa
Inés: Implante de protese valvular de PB n° 23 na posi¢cdo pulmonar, com
ampliacdo sendo realizada com a utilizag@o de patch de PB (indicada pela seta).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados dos ensaios in vitro
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Figura 4. Registro dos sinais da Protese X-23, (a) = antes e (b) = apdés a liofilizagdo, com
frequéncia de 80 bpm e fluxo de 4,5 a 5,0 L/min
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Figura 5. Registro dos sinais da Protese Y-23, (a) = antes e (b) = ap6s a liofilizagdo, com
frequéncia de 80 bpm e fluxo de 4,5 a 5,0 L/min.

Tanto a protese X-23 como a Y-23, demonstraram um significante aumento no gradiente
transvalvar apds o processo de liofilizacdo, em todas as condicGes testadas.

A 80 bpm, com fluxo de 4,5 a 5,0 L/min, o gradiente transvalvar da protese X-23 variou
de 17,08 + 0,57 mmHg, antes da liofilizagdo, e atingiu 34,24 + 0,59 mmHg apds a
liofilizacdo, a protese Y-23 variou de 18,76 + 0,70 mmHg a 30,40 + 0,97 mmHg. (Fig. 6).
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Figura 6. Variacdo do gradiente das préteses valvulares adrticas de PB, tamanho 23 dos
fabricantes X e Y, avaliadas a 80 bpm e fluxo de 4,5 a 5 L/min, antes e apds a
liofilizac&o.



Pela observacdo da filmagem das valvulas nos ensaios, foi verificada dificuldade na
abertura dos folhetos de todas as proteses testadas, apos a liofilizagdo. Nos ensaios que foram
realizados, pode-se notar que somente 2 folhetos se abrem totalmente com um fluxo de até 6,7
L/min (Fig. 7), promovendo aumento do gradiente pressorico transvalvar como descrito
acima. Esse padrdo de abertura ocorreu de maneira similar nas duas proteses valvulares X-23
e Y-23.

Figura 7. Sequéncia de abertura da protese valvular aortica X-23 (a) = antes da liofilizacédo e
(b) = apos a liofilizagéo.

A Tabela 1 apresenta a porcentagem de reidratacdo das proteses valvulares liofilizadas
15 min apds reidratacdo durante o ensaio no sistema duplicador de pulso Shelhigh® até 72 h
apos ficarem imersos em solucéo salina de NaCl 0,9%.

Tabela 1: Porcentagem de reidratacdo das proteses valvulares liofilizadas de 15 min até 72 h.

valvula % reidrat % reidrat % reidrat % reidrat
Fab - N° 15 min 24 h 48 h 72h
X-23 81,3 83,2 88,6 88,9
Y -23 83,4 83,7 90,5 92,7

reidrat = reidratacdo; Fab = fabricante

3.2 Resultado dos ensaios in vivo

A média £ DP de gradiente VD-TP em carneiros em experimentos crénicos de implante
de prétese valvular bioldgica de PB liofilizadas e ndo liofilizadas estdo apresentadas na
Tabela 2.



Tabela 2: Média dos gradientes logo ap6s o implante das proteses valvulares de PB em
carneiros jovens, machos da raca Santa Inés e apds 3 meses de implante, no lado

pulmonar.
Experimento Gradiente VD-TP (mmHg)
C logo apds o implante 2,58+ 1,06
C ap0s 3 meses 7,71+ 3,92
L logo ap6s o implante 8,14 £5,12
L apos 3 meses Avaliagdo cronica em andamento

C = protese valvular bioldgica de PB ndo liofilizada, n = 5; L = prétese valvular biolégica de PB liofilizada, n =4; VD-TP =
ventriculo direito-tronco pulmonar

Figura 8. (a) = Protese valvular de PB néo liofilizada apos 3 meses de implante na posicao
pulmonar do carneiro no momento da eutanasia. (b) Observa-se que os folhetos
estdo deformados e enrijecidos. (¢) = Material esbranquicado em toda volta da
prétese valvular é formacdo de pannus. (d) = Pannus aderido ao patch de PB.

3.3 Discussao dos resultados in vitro

O funcionamento de uma bioprotese valvular cardiaca depende, dentre outras
caracteristicas [Bakhtiary, 2007, Dasi, 2009, Robicsek, 1999], das propriedades fisicas dos
folhetos. Elas precisam de rigidez para proporcionar uma forca estrutural, e também de
flexibilidade e elasticidade para seu perfeito funcionamento.

Segundo Benarcca [Benarcca, 2002],, bioproteses com folhetos com baixo modulo de
elasticidade resultam numa boa fungéo hidrodindmica, com uma abertura facilitada das 3
lacineas, enquanto alto Modulo de Young pode ser benéfico em termos de durabilidade, pois
tem reduzida tendéncia de acumular tensdes durante a abertura e fechamento da valvula. No
entanto, quanto mais rigido for o folheto da lacinea, a fungé@o hidrodindmica da bioprotese é
prejudicada, devido a dificuldade na abertura dos folhetos.

Os resultados obtidos nos experimentos sugerem que o tipo de liofilizacdo realizada nas
amostras avaliadas promoveu um aumento na rigidez dos folhetos valvulares, provavelmente



devido a uma reidratacdo inadequada do pericardio bovino depois do processamento
realizado.

3.4 Discussao dos resultados in vivo

A prétese valvular de PB liofilizada, quando reidratada em solucdo salina de NaCl a 0,9%
durante 30 min fica visualmente semelhante ao de uma prétese nédo liofilizada e também ao
tato Quando essas proteses liofilizadas sdo implantadas o gradiente VD-TP comparado com o
gradiente VD-TP de uma protese néo liofilizada, apresenta aumento em torno de 3,2 vezes
(Tabela 2). O aumento do gradiente em carneiros com valvula liofilizada sugere haver
alteragdes provocadas nas proteses valvulares liofilizadas, como as observadas nos resultados
dos ensaios in vitro. Ha referéncias de que gradientes VD-TP de 10 a 15 mmHg sdo
aceitaveis resultando em desempenho da valvula pulmonar satisfatorio [Maluf, 1993 e Pinto
Jr, 1999]. Quando comparados os gradientes imediatamente apds o implante das proteses
liofilizadas nota-se semelhanca com o de proéteses ndo liofilizadas apds 3 meses de implante,
guando estes ao serem explantadas apresentavam os folhetos deformados e enrijecidos devido
a calcificacdo (Fig. 8). Ainda nenhum ovino com prétese valvular liofilizada alcancou o
tempo para o seu explante, assim sendo, ndo existem dados comparativos tardios entre as
préteses valvulares de PB liofilizadas e ndo liofilizadas.

Trabalhos anteriores mostraram que a quantidade dos aldeidos residuais dos PB tratadas
com glutaraldeido diminuiu consideravelmente quando submetidos a liofilizagdo [Maizato,
2003]. Segundo a literatura o glutaraldeido residual é uma das causas de calcificacdes das
préteses bioldgicas [Beuchamp, 1992 e Grabenwdger, 1998]. A expectativa é que as proteses
valvulares liofilizadas apds 3 meses se apresentem menos calcificadas do que as nédo
liofilizadas.

4, CONCLUSOES

A liofilizacdo alterou o perfil de abertura e fechamento das préteses valvulares e
aumentou em média 83% o gradiente transvalvular em ensaios in vitro. O resultado do ensaio
in vivo sugere a manutencdo dos niveis de pressdo do animal que recebeu a prétese valvular
liofilizada dentro de niveis aceitaveis para um desempenho satisfatorio da protese.
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Abstract. Freeze-drying of biological tissues allows for dry storage and gamma ray
sterilization, which may improve their use as medical prosthesis. Objective - Evaluate the
rehydration characteristics and hydrodynamic performance of prosthetic valves before and
after lyophilization. Methodology - Two bovine pericardium aortic valvular prosthesis size 23
of different manufacturers were evaluated in a pulse duplicator (80 bpm, 5 L/min, Shelhigh



Inc., New Jersey, the USA) before and after lyophilization. Flow and transvalvular pressure
gradient were registered in vitro and in vivo and images of opening and closing of the
prosthesis were obtained in the pulse duplicator at a 12 frames per second. Rehydration was
evaluated by comparison of dry valve weight with valve weight after 15 min, 1h, 24h, 48 h
and 72h in saline solution, inside the pulse duplicator. In vivo performance was assessed by
surgical implantation in young male sheep Santa Inés bred in the pulmonary position after 30
min rehydration with 0.9% saline. Transvalvular pressure gradient and flow measurements
were obtained immediately after implantation and 3 months after surgery, when valves were
explanted. The 3 months period of implantation is currently in progress. Results - Captured
images showed a change in the profile opening and closing of valve prosthesis after
lyophilization. The gradient measured (in vitro) in two valves was 17.08 + 0.57 and 18.76 +
0.70 mmHg before lyophilization and 34.24 + 0.59 and 30.40 + 0.97 mmHg after
lyophilization. Rehydration of liophilized both valves was approximately 82%. Conclusion -
The drying changed the profile of opening and closing of valve prostheses and increased on
average by 83% the gradient in vitro tests. The result of the in vivo suggests maintaining
pressure levels of the animal with the lyophilized prostheses within acceptable levels.
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