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RESUMO

A valva mitral € uma complexa estrutura de tecido conjuntivo, constituida por
proteinas colagénicas, nao colagénicas e proteoglicanos. Histologicamente, o folheto valvar
€ constituido por 4 camadas: auricular, esponjosa, fibrosa e ventricular. A camada fibrosa
forma o nucleo estrutural, enquanto a camada esponjosa funciona como amortecedor de
choques. A corda tendinea possui 2 camadas distintas, um largo nicleo fibroso e uma
camada esponjosa ao redor. Vdrias anormalidades da valva mitral t€ém sido constatadas,
desde lesdes causadas por acimulo degenerativo de célcio, endocardite infecciosa e
anormalidades relacionadas com altera¢des da quantidade de coldgeno, acido hialurdnico e
glicosaminoglicanos. Entre os tratamentos normalmente utilizados, tem-se realizado técnica
de reparo de por¢des da valva danificadas, ou a substitui¢ao destas por valvas artificiais ou
biopréteses. Para tanto, um melhor conhecimento sobre os aspectos organizacionais e
composicionais sdo necessarios, tanto do folheto, como da corda tendinea. Para a anélise
morfoldgica, montagem total e cortes histolégicos do folheto e corda tendinea foram
corados com azul de toluidina e analisados em microscopia de polarizagdo. Feixes de
coldgeno intensamente birrefringentes foram encontrados altamente organizados na corda
tendinea e com orientacdo multidirecional no folheto, onde fibrilas coldgenas vindas da
corda tendinea ramificam-se e entrelacam-se formando uma estrutura em rede no folheto. A
metacromasia foi intensa nas regides de inser¢cdo das cordas tendineas no folheto,
ocorrendo de maneira ndo uniforme. Cortes transversais do folheto mostraram a camada

esponjosa, com caracteristicas de tecido conjuntivo frouxo, e a fibrosa, onde os feixes de



13

coldgeno estdo densamente arranjados. Para o estudo bioquimico componentes da matriz
extracelular foram extraidos com cloreto de guanidina 4M, fracionados em DEAE-Sephacel
e analisados em SDS-PAGE. As proteinas ndo colagénicas encontradas mostraram Mr entre
19 e 179 kDa e 19 e 235 kDa para o folheto e corda tendinea respectivamente. Varias
proteinas similares s@o encontradas em ambos os tecidos. Bandas polidispersas em torno de
67 kDa e 80-100 kDa foram encontradas, as quais provavelmente correspondem aos
pequenos proteoglicanos fibromodulim e decorim respectivamente. Andlise em gel de
agarose-poliacrilamida revelou a presenca de banda polidispersa e matacromatica,
indicando a presenca de proteoglicanos de alto peso molecular, que provavelmente trata-se
do versicam, tanto no folheto, como na corda tendinea. A andlise de GAGs mostrou a
presenca de condroitim sulfato e dermatam sulfato nas duas regides. De acordo com nossos
estudos bioquimicos e morfolégicos, podemos concluir que: 1) A corda tendinea apresentou
maiores quantidades de proteinas e glicosaminoglicanos que o folheto; 2) Pequenos e
grandes proteoglicanos estdo presentes em ambos os tecidos; 3) Os feixes de coldgeno estdao
altamente organizados na corda tendinea, enquanto assumem vdrias direcdes no folheto; 4)
A distribuicdo de proteoglicanos no folheto ocorre de maneira ndo uniforme,
provavelmente devido a atuacdo também ndo uniforme de forcas compressivas nesta

estrutura.
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SUMMARY

The mitral valve is a complex connective tissue structure, constituted by
collagenous proteins, non collagenous proteins and proteoglycans. Structurally the valve
leaflets are composed of four main layers: auricularis, fibrosa, spongiosa and ventricularis.
The fibrosa layer forms the structural core of the valve, while the spongiosa has an
important role in absorption of shock. The chordae tendineae has two distinct layers, a large
fibrous core surrounded by a spongenous layer. Several abnormalities of mitral valve have
been reported, as the result of injuries caused by degenerative calcium accumulation,
infectious endocarditis and disorders associated with collagen content, hyaluronic acid and
glycosaminoglycans abnormalities. Among the treatments normally used, have been
realized repair techniques of portions of the valve or replacement of these with a prosthetic
valve or bioprostheses. Detailed information about organization and composition aspects
of the leaflets and chordae tendineae are necessary. For morphological analysis, whole
mounts and histological sections of leaflets and chordae tendineae were stained by toluidine
blue. Analysis of whole mounts in polarization microscopy showed an intense brightness of
the collagen fibrils, demonstrating the high molecular organization of the collagen in the
chordae tendineae while in the valve leaflets collagen fiber is multidirectional. In this case,
collagen fibrils coming from the chordae tendineae branch cross each other forming a
network-like structure. Intense metachromasy was observed in leaflet region of chordae
tendineae insertion, with a non uniform distribution. Leaflets transversal sections showed

the spongiosa layer with soft connective tissue characteristics, and the fibrosa, where
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collagens bundles are highly arranged. For the biochemical study extracelular matrix
components were extracted with 4M guanidinium chloride, fractionated in DEAE-Sephacel
and analysed by SDS-PAGE. The non collagenous proteins found showed Mr values
between 19-179kDa and 19-235kDa to the leaflet and chordae tendineae respectively.
Several similar proteins were found in both tissues. Polidisperses bands around 70kDa and
80-100kDa which probably correspond to the small proteoglycans fibromodulin and
decorin respectively were found. The analysis in agarose-polyacrylamide gel revealed a
polydisperse and metachromatic band in the leaflet and chordae tendineae, indicating the
presence of proteoglycans of high molecular weight presumables versican. According to
our morphological and biochemical studies, it may be concluded that: 1) The chordae
tendineae showed larger amounts of proteins and glycosaminoglycans than the leaflet; 2)
Small and large proteoglycans are present in both tissues; 3) The collagen bundles are
highly organized in the chordae tendineae while in the leaflet they have a multidirectional
arrangement; 4) Proteoglycans have a non uniform distribution in the leaflets, probably due

to a non uniform action of compressive forces on these structures.
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INTRODUCAO

Caracteristicas Gerais da Valva Mitral

A valva éatrio-ventricular esquerda, também denominada de bictispide ou valva
mitral, € muito semelhante em todos os mamiferos. As de suinos tém uma maior
semelhanga com a de humanos, tanto pelas suas dimensdes, como pelas suas caracteristicas
anatomicas (van Rijk-Zwikker et al, 1994). A valva mitral é uma das estruturas mais
complexas de tecido conjuntivo de todo o corpo (Grande-Allen et al, 2004), e tem a
importante funcdo de impedir o retorno do fluxo sanguineo do ventriculo esquerdo para o
atrio esquerdo durante a sistole ventricular. Isto é, ela se fecha quando um gradiente
retrogrado de pressdo empurra o sangue em direcao ao étrio esquerdo, e se abre quando um
gradiente de pressdo € dirigido do étrio para o ventriculo esquerdo (Guyton & Hall, 2002).
Apresenta 2 folhetos, o anterior e o posterior. O folheto anterior é maior, aproximadamente
triangular, apresenta zonas rugosas e claras (Mandarim, 1990; Nesralla & Sant’Anna,
2000). Recebe na superficie ventricular de seu terco distal a inser¢ao das cordas tendineas,
sendo esta area irregular, e faz aposi¢ao a zona correspondente do folheto posterior quando
a valva se fecha. A superficie do folheto situada entre a zona irregular e a insercao do anel é
clara e membranosa (Nesralla & Sant’Anna, 2000). O folheto posterior € retangular,
apresenta uma zona irregular na porcdo distal do folheto, onde se inserem as cordas
tendineas, e que faz aposicao ao folheto anterior quando a valva se fecha; uma zona clara

ou translicida, intermedidria € uma zona basal, interposta entre a zona clara e o anel, que
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recebe as cordas basais (Mandarim, 1990; van Rijk-Zwikker et al, 1994; Nesralla &
Sant’ Anna, 2000).

As bordas da valva mitral estdo fixadas a parede ventricular e aos musculos
papilares, através de corddes tendineos delicados, as cordas tendineas (Shoen, 1999). Estas
subdividem-se em: marginais, intermédias e basais, que correspondem respectivamente a
borda livre do folheto, regido imediatamente posterior a esta drea, € préxima ao anel mitral.
As cordas tendineas basais sdo maiores, das quais ramificam-se as cordas intermédias e
marginais. A principal fun¢do das cordas marginais é prevenir a eversdo da margem livre
do folheto no momento da sistole ventricular, as intermédias previnem o encurvamento dos
folhetos e as basais suportam a parte central dos folhetos (van Rijk-Zwikker et al, 1994).

O bom funcionamento da valva mitral depende da acdo coordenada do anel fibroso,
dos folhetos, das cordas tendineas e dos musculos papilares (Shoen, 1999).

Os folhetos valvares sdo compostos por 4 camadas principais, que do atrio para o
ventriculo sdo: auricular, esponjosa, fibrosa e ventricular (Tamura et al,1995). A camada
fibrosa, proxima a superficie de efluxo, é constituida principalmente de feixes de coldgeno,
formando o ntcleo estrutural dos folhetos (Faria, 1999; Tamura ef al, 1995; Shoen, 1999).
Estd coberta pelas camadas esponjosa e auricular, vista do lado atrial, e pela camada
ventricular, do lado ventricular (Ferrans & Butany, 1983). Na camada esponjosa, de tecido
conjuntivo frouxo, ha abundancia de granulos contendo proteoglicanos, além de pequena
quantidade de fibras eldsticas e fibrilas coldgenas, funcionando como absorvente de choque
(Faria, 1999; Tamura et al, 1995; Shoen, 1999). Na camada ventricular, hda uma fina
camada de fibras eldsticas arranjadas linearmente, continua com a camada eléstica da corda

tendinea. Na camada auricular, as fibras eldsticas estdo dispostas paralelas ao anel mitral
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(Tamura et al, 1995). As fibras eldsticas s@o mais abundantes na periferia, responsaveis
pelo aspecto rugoso dos folhetos (Mandarim, 1990).

A corda tendinea possui 2 camadas distintas de tecido conjuntivo. Um denso ntcleo
fibroso, composto por feixes coldgenos e uma camada de fibras eldsticas ao redor. Ambos,
folheto e corda tendinea sdo recobertos por uma simples e continua camada de células
endoteliais (Tamura et al, 1995) que formam o endocéardio. Na porcao fibrosa do folheto e
da corda tendinea, as fibras coldgenas estdo intermixadas com fibras eldsticas, ambas
associadas com proteoglicanos (Akhtar et al, 1999; Tamura et al, 1995). As fibras
coldgenas vindas da corda tendinea penetram na vdlvula no seu ponto de inser¢ao,
dispersam-se na por¢do clara e terminam no anel fibroso de sustentagdo da valva mitral

(Mandarim, 1990).

Aspectos estruturais e bioquimicos da matriz extracelular

A matriz extracelular (MEC) dos tecidos conjuntivos em geral é composta por 4
grandes classes de macromoléculas, os coldgenos, os proteoglicanos, as proteinas nao
colagénicas e a elastina (Hay, 1991). A composi¢cdo macromolecular da matriz determina a
hidratacio da MEC, e consequentemente o volume do tecido, criando espacos para o
transporte de moléculas, organizacdo dindmica e resisténcia as forcas de compressdo
(Comper, 1996).

A MEC contém moléculas com caracteristicas quimicas e estruturais necessarias

para se organizarem em forma de rede, devido as interagdes entre Os seus VArios
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componentes, e entre estes componentes e receptores da superficie celular (Bissel &

Barcellos-Hoff, 1987; Adms & Watt, 1993; Lin & Bissell, 1993; Venstron,1993).

1- Colé4geno

Col4genos sdo macromoléculas estruturais da matriz extracelular, constituindo
algumas vezes, mais da metade do total de proteinas do organismo adulto (Linsenmayer,
1985). Sao conhecidos 24 tipos de coldgenos (Olsen & Ninomiya, 1999), sendo que a
diferenca entre eles reside na composicao de aminoécidos, nos dominios de cada molécula
e nos diferentes arranjos estruturais (van der Rest & Garrone, 1991). Estas macromoléculas
interagem entre si e se arranjam para oferecer resisténcia aos tecidos e, em combinagdo
com proteoglicanos, formam estruturas em rede que mantém a integridade mecanica dos
tecidos (Silver et al, 2000). Agem também, direta ou indiretamente, como agentes
promotores de adesdo e diferenciacdo celular, agentes quimiotdticos para macréfagos e
fibroblastos, e como antigenos nos processos imunoldgicos (Linsenmayer, 1985). Sdo os
maiores componentes da valva mitral (Cochran et al, 1991). Em valva mitral ji foram
encontrados os coldgenos tipo I, IIl e V (Tamura et al, 1995). O coldgeno tipo I, também
encontrado em tenddo, osso e pele, € o mais abundante da valva mitral, composto por 2
cadeias distintas, a al (I) e a2 (I) (Bashey et al, 1978), constitui 74% do coldgeno da valva
mitral (Tamura et al, 1995; Cole et al, 1984). O coldgeno tipo III, encontrado em pele,
vasos e membranas fetais, € composto por 3 cadeias al (Bashey et al, 1978), constitui 24 %,
e o tipo V, 2 % do total de coldgeno da valva mitral (Tamura et al, 1995; Cole et al, 1984).

Os colédgenos tipos I e III de valva mitral possuem alto contetido de hidroxilisina (Cole et
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al, 1984) quando comparado com os mesmos tipos de coldgenos de outros tecidos, como
pele e outros tecidos vasculares, o que torna o coldgeno da valva cardiaca mais insolivel e
capaz de sustentar o stress mecanico constante da circulagdo (Bashey et al, 1978).

A molécula de coldgeno tem forma de bastdo, composta por 3 cadeias polipeptidicas
ricas em prolina e glicina, importantes na formagdo da tripla-hélice. A estrutura priméria de
cada cadeia é composta por seqii€ncias triplas Gly-X-Y com X ou Y podendo ser qualquer
aminodcido (van der Rest & Garrone, 1991 ; Linsenmayer, 1985). Freqiientemente X ¢é
prolina e Y € hidroxiprolina, sendo que os residuos de hidroxiprolina estabilizam a estrutura
helicoidal. Diferente de outras proteinas, o coldgeno apresenta expressiva quantidade de
hidroxiprolina, permitindo que o coldgeno seja quantificado pela dosagem desse
aminodcido (Slack et al, 1984). Um outro aminodcido com significado funcional € a lisina,
que participa nas ligagdes covalentes entre as cadeias e as moléculas (Linsenmayer, 1985).
As moléculas de coldgeno sdo glicosiladas, e a glicosilagdo ocorre nos residuos de
hidroxilisina (Hay, 1991).

Além dos coldgenos fibrilares tipos I, III e V, os tipos II e XI também formam
fibrilas, e sdo encontrados na maioria dos tecidos. O coldgeno tipo VIII é constituinte de
cuticula de vermes anelados e exoesqueleto organico de esponjas; coldgeno tipo IV,
presente na lamina basal; o coldgeno tipo VII que forma as fibrilas ancoradouras, auxilia a
conexdo da lamina basal do epitélio multicamada ao tecido conjuntivo subjacente; o
coldgeno tipo VI forma filamentos que interagem com fibrilas e células (van der Rest &
Garrone, 1991).

Outros tipos de coldgeno estdo presentes em pequenas quantidades em tecidos,

conectando macromoléculas com outros componentes da matriz.
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2- Proteoglicanos

Os proteoglicanos sdo complexos macromoleculares que contém um cerne protéico,
ao qual estdo covalentemente ligados uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs).
Diferencas nos cernes protéicos, classes, quantidades e comprimentos de cadeias de GAGs,
assim como o padrio de sulfatacio podem proporcionar enorme versatilidade aos
proteoglicanos, permitindo desempenhar diversas funcdes estruturais e organizacionais nos
tecidos (Hascall & Hascall, 1985; Hardingham & Fosang, 1992).

Os GAGs consistem de polimeros lineares, compostos de unidades repetidas de
dissacarideos, que contém sempre um monossacarideo N-acetilglucosamina ou N-
acetilgalactosamina e sendo o outro geralmente um acido urdnico, usualmente o dcido D-
glicurdnico ou o 4cido L-idurdnico, exceto o queratam-sulfato, que apresenta galactose no
lugar do 4cido urdnico (Hascall & Hascall, 1985). Devido aos grupos carboxila e sulfato
dos GAGs serem carregados negativamente, os proteoglicanos sao moléculas altamente
hidrofilicas (Hay, 1991).

A composicao dissacaridica, o tipo de ligacdo glicosidica entre eles, além do
nimero e localiza¢do dos radicais sulfato, sdo responsdveis pela classificacdo dos GAGs
em: 4cido hialurénico, condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS), heparam sulfato
(HS) e queratam sulfato (KS). A MEC do tecido conjuntivo da valva mitral € constituida
por acido hialurdnico, pelos PGs de dermatam sulfato, de condroitim sulfato e em menor
quantidade o heparam sulfato (Tamura et al, 1995). Ha evidéncias de que dcido hialurdnico
e pequenos PGs como o decorim, possam estar ligados a elastina na valva mitral, podendo

influenciar nas propriedades biomecanicas desta valva (Baccarani-Contri et al, 1990).
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Ha 2 classes principais de proteoglicanos no meio intercelular: os grandes e os
pequenos proteoglicanos. Os principais representantes dos grandes proteoglicanos sdo o
agrecam e O versicam e 0s pequenos sdo representados principalmente pelos decorim,
biglicam , fibromodulim e lumicam (Heinegard & Paulssom, 1984; Wight et al, 1991), que
sdo membros da familia dos proteoglicanos ricos em leucina (Hardingham & Fosang, 1992;
Scott, 1996).

PG de alto peso molecular, como versicam, foi encontrado em valva mitral. Possui
cadeias de GAGs tipo CS, cuja funcdo € oferecer resisténcia as forcas de compressao
(Grande-Allen et al, 2004). O versicam também estd presente nas paredes arteriais
(Rothenburger et al, 2002), e na MEC de vérios tecidos, possuindo nido apenas fungdes
estruturais e biomecanicas, mas também fun¢do na migracao, proliferacdo e adesao celular,
além da montagem da matriz extracelular (Wight, 2002).

Outro grande PG, o agrecam, conhecido inicialmente como um proteoglicano
especifico de cartilagem, mas pode também ser encontrado em outros tecidos, como aorta,
disco intervertebral e tenddo que contorna a articulacdao (Knudson & Knudson, 2001).

PGs de baixo peso molecular como decorim e biglicam foram recentemente
detectados em diferentes regides da valva mitral (Grande-Allen et al, 2004). O decorim,
que provavelmente estd presente em todos os tecidos conjuntivos fibrosos (Kuc & Scott,
1997; Comper, 1996), possui apenas uma cadeia de GAG que pode ser CS ou DS (Knudson
& Knudson, 2001; Hardingham & Fosang, 1992), com fun¢des de regulacdo da
fibrilogénese do coldgeno, modulacdo da atividade do fator de crescimento e regulacdo do

crescimento celular (Weber et al, 1996).
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O biglicam € de distribuicdo mais restrita que o decorim (Kuc & Scott, 1997),
possui 2 cadeias de GAGs, que pode ser CS ou DS (Knudson & Knudson, 2001;
Hardingham & Fosang, 1992), e é um regulador da formagdo éssea, podendo também estar
relacionado a adesdo celular e estruturacao da matriz (Knudson & Knudson, 2001).

O fibromodulim possui 4 cadeias KS, provavelmente tem a funcdo de regular o
diametro das fibrilas (Knudson & Knudson, 2001). Pode ser encontrado em cartilagens,
tenddes, esclera e muito pouco em ossos e pele (Comper, 1996).

O lumicam possui cadeias de GAGs tipo KS, estd envolvido na regulacdo e
montagem das fibrilas de coldgeno, e € o maior componente da cérnea, derme e tem
distribuicdo comum em tecidos conjuntivos dos musculos (Knudson & Knudson, 2001;
Chakravarti et al, 1998).

Além dos proteoglicanos do meio intercelular, existem outros proteoglicanos, como
o perlecam, presente na membrana basal (Knudson & Knudson, 2001); e os proteoglicanos
de superficie celular, como o sindecam, glipicam, trombomodulim e CD 44 (Hardingham &

Fosang, 1992).

3- Proteinas ndo-colagénicas

A matriz extracelular contém diversas proteinas importantes além das
macromoléculas de coldgeno e proteoglicanos. As proteinas ndo colagénicas, formam um
importante grupo de proteinas que podem servir como mediadores da adesdo celular na
MEC (Comper, 1996). No tecido conjuntivo da valva mitral, estdo presentes proteinas

como a fibronectina associada aos coldgenos tipos I e III. E sintetizada por fibroblastos,
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células endoteliais, condrdcitos, células gliais e midcitos. Sao abundantes em matriz dos
tecidos conjuntivos, membranas basais e fluidos corporais (Piez & Reddi, 1984), e possui
dominios de ligagc@o para os coldgenos tipo I, II, III e mais fracamente ao tipo V (Akhtar et
al, 1999), ao GAG HS, ao écido hialurdnico, e dominios que se ligam a superficie celular
(Yamada, 1985). Sao importantes para alguns processos bdsicos, como migracdo e
diferenciacdo celular, desenvolvimento embriondrio, coagulacdo sanguinea e também
participam da formacdo de tumores celulares (Comper, 1996). Outra proteina adesiva, a
vitronectina, encontrada em tecidos eldsticos dos vasos sanguineos e membrana basal da
aorta (Scott-Jupp et al, 1981), é também encontrada em valva mitral, associada as
microfibrilas das fibras eldsticas (Akhtar et al, 1999). Outras proteinas ndo colagénicas
encontradas em valva mitral sdo a fibrina (Faria, 1999) e a fibrilina, associada a elastina,
coldgenos I e III, com funcdo de manter a integridade estrutural da matriz dos tecidos
conjuntivos.

A matriz extracelular contém outras proteinas importantes, mas ainda nao
encontradas em matriz de valva mitral, como a laminina, uma glicoproteina importante na
estrutura da lamina basal (Yamada, 1985), com funcdo de adesdo, migracado e diferenciacao
celular (Comper, 1996); a CMP (proteina de matriz de cartilagem), COMP (proteina
oligomérica de matriz de cartilagem), ancorina e condrocalcina, inicialmente identificadas
em tecidos cartilaginosos (Heinegard & Pimentel, 1992), mas também detectadas em outros
tecidos. Algumas dessas proteinas, como, laminina e ancorina podem servir como

mediadores da adesdo celular na matriz (Comper, 1996).
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4- Elastina

A elastina é uma proteina fibrosa insolivel que constitui a maior parte das fibras
elasticas (Baccarani-Contri et al, 1994). As moléculas de elastina sdo ricas em aminoacidos
hidrofébicos, particularmente alanina, valina, prolina e glicina. Nao contém hidroxilisina, e
possui pequenas quantidades de hidroxiprolina. Estas moléculas podem formar ligagcoes
cruzadas entre si, através de seus derivados de lisina. Estas interagdes permitem que os
varios mondmeros de elastina formem as fibras de elastina, capazes de sofrer distencdo e
retracdo gracas a presenca de dominios hidrofébicos em suas moléculas (Mecham &
Heuser 1991; Kreis & Vale, 1999). Na formacdo destas fibras também participam as
moléculas de fibrilina, que por sua vez formam microfibrilas estabilizadas por pontes
dissulfetos e ligagdes cruzadas (Carvalho, 2001). As microfibrilas normalmente se
associam a elastina, para formar as fibras eldsticas (Ross et al, 1995). As fibras eldsticas,
encontradas na valva mitral (Nasuti er al, 2004), sdo também encontradas na MEC de
outros tecidos que estdo sujeitos a distensdo e relaxamento repetitivos, estiramento e
encurtamento (Edward & Mark,1996), como ligamentos e paredes de grandes vasos

sanguineos (Franzblau & Faris, 1985).

Importancia do estudo da matriz extracelular da valva mitral

A valva mitral em seres humanos é a mais freqiientemente acometida nas doencgas

das valvas do coragcdo (Moore & Dalley, 2001). O maior nimero de lesdes valvulares é

resultado de febre reumatica (Guyton & Hall, 2002), onde ocorre cicatrizacao fibrética dos
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folhetos, com reducdo da elasticidade (Gartner & Hiatt, 1999). As bordas livres dos
folhetos valvares adjacentes ficam presas umas as outras, de modo que com o passar do
tempo transformam-se em massas sélidas e fibrosas (Guyton & Hall, 2002), havendo
também encurtamento, espessamento e fusdo das cordas tendineas (Shoen, 1999). Como
conseqiiéncia ocorre o bloqueio do fluxo normal do sangue, tornando as valvas estenosadas.
Por outro lado, quando as vélvulas ndo conseguem se fechar completamente durante a
contragdo ventricular, devido a destruicdo das valvulas por tecido cicatricial, ocorre
regurgitacdao do sangue. Em ambos os casos, o fluxo do sangue é reduzido (Guyton & Hall,
2002).

As valvas estdo sujeitas a “‘stress” por mecanismos biomecanicos fortes e
repetitivos, particularmente nos pontos de juncdo das cuspides. Essas estruturas podem
sofrer lesdes pelo acimulo degenerativo de célcio. Assim, o anel da valva mitral é
visualizado de modo geral como nddulos irregulares, duros e ocasionalmente ulcerados
(Shoen, 1999). Normalmente o processo ndao afeta a funcdo valvar, entretanto, em
circunstancias incomuns podem resultar em refluxo, e ocasionalmente em mortes
repentinas, devido a arritmias, que ocorrem neste caso, em consequéncia dos depdsitos de
célcio que podem afetar o sistema de conducdo atrio-ventricular (Moore & Adams, 2001).
A calcificagdo anular mitral também pode propiciar aumento no risco de acidente vascular
cerebral, uma vez que os nddulos calcificados podem ser sitios de trombos que podem
embolizar. Os nddulos calcificados podem ser também focos para endocardite infecciosa (
Shoen, 1999 ).

A endocardite infecciosa , uma das mais graves de todas as infeccoes, caracteriza-se

por coloniza¢@o ou invasdo das valvas cardiacas por agente microbiolégico, resultando em
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formacdes de estruturas volumosas e fridveis, compostas de restos tromboéticos e
microorganismos, podendo causar erosio ou perfuracdo das cispides (Robbins, 2000).

O prolapso da valva mitral (PVM) define um grupo de condi¢des nas quais um ou
ambos os folhetos ficam superiores ao plano do anel mitral (Goldman & Braunwald, 2000).
O PVM pode ser funcional ou anatdmico. O PVM funcional ndo apresenta evidéncias de
processo degenerativo cuspidiano, cordal ou do anel mitral. No PVM anatéomico ocorre
degeneracdo mixomatosa, € a lesdo alcanca de pequenos e poucos nddulos discretos na
linha de fechamento, até elevacdes como placas, envolvendo grande parte do folheto,
predominantemente na drea de aposi¢ao valvar (Gagna et al, 1998). Microscopicamente, ha
espessamento da camada esponjosa e degeneracdo da camada fibrosa (Gagna et al, 1998),
onde ocorrem anormalidades e desequilibrio na producdo de coldgeno (Henney et al, 1982;
Cole et al, 1984), com desorganizacdo dos feixes (Tamura et al, 1995), aumento na
quantidade de acido hialurénico e de GAGs (Lis et al, 1987), acimulo de PGs, além de
alteracdes na agregacdo e organizacdo do componente amorfo e microfibrilas das fibras
eléasticas tanto no folheto, como na corda tendinea (Tamura et al, 1995). Na degeneragao
mixomatosa, as cordas tendineas podem ser envolvidas, podendo ocorrer a sua ruptura
(Braunwald, 1997).

O PVM tem sido associado com diversas anormalidades genéticas do coldgeno,
como a Sindrome de Ehlers-Danlos, Sindrome de Marfan e Osteogénese Imperfecta
(Whittaker et al, 1987; Amoresano et al, 2000; Braunwald, 1997). Também pode levar a
graves complicagdes numa pequena minoria de pacientes afetados, onde cerca de 3%
desenvolvem endocardites infecciosas, insuficiéncia mitral, acidente vascular cerebral e

arritmias (Shoen, 1999).
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A substitui¢do das valvas cardiacas lesadas tornou-se uma forma de terapia comum
(Robbins, 2000). Por exemplo, na estenose mitral, que ¢ uma doenca de obstrucao
mecanica, a valva pode ser substituida por uma prétese valvular (Moore & Dalley, 2001).
Embora a inser¢do de uma prétese melhore as condi¢des funcionais do coragdo e possa
oferecer ao paciente uma expectativa de vida normal, (Goldman & Braunwald, 2000), o uso
de valvas mecanicas apresenta muitas desvantagens, como a necessidade constante de
tratamento com anticoagulante, expondo os pacientes a riscos de hemorragia ou
complica¢cdes de tromboembolia (Kirali ef al, 2001), endocardite e insuficiéncia valvar que
podem complicar o uso das valvas. Além disso, todas as préteses sdao inerentemente
estendticas, quando comparadas a valva original normal (Goldman & Braunwald, 2000).
Biopréteses porcinas também tém sido utilizadas como alternativa para as proteses
mecanicas, porém a calcificacdo dos folhetos e ruptura do folheto associados a fadiga do
tecido tem limitado sua funcionalidade a longo prazo (Kirali er al, 2001; Misawa et al,
2001).

Frequentemente a valva mitral inteira era substituida por uma prétese valvar,
entretanto, mais recentemente, com o aparecimento de novas técnicas de reparo e
desenvolvimento continuo de materiais biocompativeis, a substituicao de por¢des da valva
tornou-se uma grande possibilidade (Kunzelman & Cochran, 1992), por resultar em menos
complicacdes e melhor preservar a mecénica ventricular (David et al, 1983).

Informacgdes detalhadas sobre a estrutura e propriedades mecanicas do tecido sdo
essenciais seja para o “design” de valvas biossintéticas ou para a reconstru¢do com material
aut6logo ou sintético (Kunzeman & Cochran, 1992), os quais incluem o pericardio, e mais

recentemente sutura de politetrafluoroetileno (PTFE) (Cohran & Kunzelman, 1991).
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Quando combinados com outras técnicas conservativas de reparo da valva mitral, a
substituicdo da corda tendinea com PTFE, produz bons resultados, pois este exibe
caracteristicas viscoeldsticas (Kunzelman & Cochran, 1992). Apesar da substituicdo da
corda tendinea com suturas PTFE ser um método seguro, em alguns casos pode
desenvolver um espessamento fibroso e calcificagdo do endocardio que recobre a prétese de
corda tendinea, causando regurgitacdao mitral, necessitando de subsequente implantacdo de
valva mecanica (di Gioia et al, 2001).

Alguns trabalhos t€m relacionado valvas anormais com altera¢des na producio de
coldgeno (Henney et al, 1982; Cole et al, 1984; Henney et al, 1989) e na quantidade de
acido hialur6nico e outros glicosaminoglicanos (Lis et al, 1987; Castagnaro et al, 1997 ;
Amoresano et al, 2000). A falta de sucesso completo nos implantes das bipréteses valvares,
tem sido atribuido a falta de informacdes sobre o modelo animal (Vesely, 2001), que
permitiria prever o seu efeito ou sua funcionalidade quando utilizado em uma bioprotese.
Dessa forma, apesar dos muitos estudos ja realizados com MEC de valva mitral de porco

ainda faltam informacdes tanto em seus aspectos bioquimicos quanto estruturais.
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OBJETIVOS

1. Analisar a organizacdo estrutural e distribui¢cdo dos componentes da MEC dos folhetos e
cordas tendineas da valva mitral de porco, sob microscopia de luz e avaliar os padrdes de

anisotropias Opticas da MEC destas valvas.

2. Identificar e analisar os principais componentes presentes na MEC dos folhetos e cordas

tendineas da valva mitral de porco, a partir de extragdes e ensaios bioquimicos.
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Artigo 1

ORGANIZACAO DOS FEIXES DE COLAGENO E PROTEOGLICANOS NO

FOLHETO E CORDA TENDINEA DA VALVA MITRAL DE PORCO

RESUMO

As anomalias que afetam a valva mitral do corag¢do, normalmente podem ser
revertidas ou por substituicdo da valva ou por reparo na prépria valva. O sucesso deste
procedimento requer um conhecimento mais profundo da organizacao da MEC. As andlises
estruturais da montagem total do folheto e corda tendinea da valva mitral, corados com azul
de toluidina, mostraram regides metacromdticas e fibrilares. As fibrilas coldgenas
mostraram-se intensamente birrefringentes em andlise de microscopia de polarizacao,
evidenciando a distribui¢do altamente organizada na corda tendinea, e em varias direcdes
no folheto, onde as fibras e feixes provenientes da corda tendinea ramificam-se e
entrelacam-se formando uma estrutura em rede no folheto. A metacromasia ocorreu de
maneira ndo uniforme, com maior concentracdo em regido de inser¢cdo das cordas no
folheto. Em cortes longitudinais do folheto, corados com azul de toluidina, regides
intensamente metacromdticas, algumas vezes com aspecto fibrilar foram observadas. A
metacromasia foi abolida apds tratamento com hialuronidase testicular, pela remocao dos
glicosaminoglicanos. A corda tendinea exibiu estrutura similar aos tenddes e ligamentos.

Andlise em microscopia de polarizacio mostrou a estrutura continua e ndo linear do
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“crimp”, exibido pela alternancia de cores, além de dicroismo linear, observado quando os
feixes de coldgeno foram posicionados perpendicularmente (AL) e paralelamente (A|) ao
azimute do polarizador. Andlise dos cortes transversais do folheto mostrou a camada
esponjosa, com caracteristicas de tecido conjuntivo frouxo, e a camada fibrosa, com
aspecto fibrilar mais compactado. Andlise sob luz polarizada mostrou material fibrilar

birrefringente orientado, de inser¢do da corda tendinea na camada fibrosa do folheto.
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INTRODUCAO

A valva mitral € composta pelo anel valvar, 2 folhetos, as cordas tendineas e 0s
musculos papilares (Ranganthan et al, 1970). O bom funcionamento da valva mitral
depende da acdo coordenada desses 4 elementos (Shoen, 1999).

Os folhetos valvares sao compostos por 4 camadas principais, que do atrio para o
ventriculo sdo: auricular, esponjosa, fibrosa e ventricular (Tamura et al, 1995). A camada
fibrosa, proxima a superficie de efluxo, é constituida principalmente de feixes de coldgeno,
formando o nucleo estrutural dos folhetos (Faria, 1999; Tamura et al, 1995; Shoen, 1999).
Esta coberta pelas camadas esponjosa e auricular, do lado atrial, e pela camada ventricular,
do lado ventricular (Ferrans & Butany, 1983). Na camada esponjosa, de tecido conjuntivo
frouxo, ha abundancia de granulos contendo proteoglicanos, além de pequenas quantidades
de fibras elésticas e fibrilas coldgenas, funcionando como absorvente de choque (Faria,
1999; Tamura et al, 1995; Shoen, 1999). Na camada ventricular, ha uma fina camada de
fibras eldsticas arranjadas linearmente, continua com a camada eldstica da corda tendinea.
Na camada auricular, as fibras eldsticas estdo dispostas paralelas ao anel mitral (Tamura et
al, 1995). As fibras eldsticas, mais abundantes na periferia, sdo responsdveis pelo aspecto
rugoso dos folhetos (Mandarim, 1990).

A corda tendinea possui 2 camadas distintas de tecido conjuntivo. Um largo nicleo
fibroso, composto por densos feixes coldgenos e uma camada de fibras eldsticas ao redor.
Ambos, folheto e corda tendinea sdo recobertos por uma simples e continua camada de

células endoteliais (Tamura et al, 1995). Na porcao fibrosa do folheto e da corda tendinea,
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as fibras coldgenas estdo intermixadas com fibras eldsticas, ambas associadas com
proteoglicanos (Akhtar ef al, 1999; Tamura et al, 1995). As fibras coldgenas vindas da
corda tendinea penetram na vdlvula no seu ponto de insercdo, dispersam-se na porcao clara
e terminam no anel fibroso de sustentacdo da valva mitral (Mandarim, 1990).
Anormalidades nos componentes do tecido conjuntivo da valva mitral, como
alteracdes no coldgeno , acumulo de proteoglicanos e anormalidades das fibras eldsticas
levam ao enfraquecimento da valva mitral (Tamura et al, 1995). O prolapso da valva mitral
¢ uma das desordens valvulares cardiacas mais comuns, caracterizado pelo afrouxamento
da valva, com ou sem ruptura da corda tendinea, ocorrendo a degeneracdo mixomatosa
(Tamura et al, 1995). Essas mudancas mixomatosas ocorrem principalmente na camada
esponjosa estendendo-se difusamente em outras camadas . Na corda tendinea a degeneracio
mixomatosa ocorre na camada eldastica, estendendo-se ao centro fibroso (Tamura et al,
1995). Na degeneracdo mixomatosa ocorre acimulo de proteoglicanos, encontrados entre
as fibrilas coldgenas e eldsticas. Os proteoglicanos encontram-se associados as fibrilas
coldgenas exercendo importante fun¢ao na montagem destas (Chandrasekhar et al, 1984), e
estdo também envolvidos na formacdo das fibras eldsticas (Fornieri et al, 1987). As
alteracdes nos feixes de coldgeno tem sido relacionados com o enfraquecimento do centro
fibroso dos folhetos e corda tendinea (Tamura et al, 1995). As anormalidades das fibras
elasticas causam expansao do tecido (Tamura et al, 1995), podendo ocasionar o prolapso
valvular. A degeneracdo mixomatosa e consequente prolapso da valva, acarretam a
insuficiéncia mitral, ocorrendo regurgitacio sanguinea durante a sistole ventricular
(Nesralla & Sant’Anna, 2000). J4 na estenose mitral, ocorre obstru¢do progressiva do

orificio valvar (Nesralla & Sant’Anna, 2000), onde ocorre cicatrizacdo fibrética dos
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folhetos, com redugdo da elasticidade (Gartner & Hiatt, 1999), além do encurtamento e
fusdo das cordas tendineas (Kalil, 2000), a ponto de enrijecer totalmente a vdlvula.
Calcificacdes podem estar presentes, tanto intramurais, como superficiais, onde amplas
vegetacdes de tecidos calcificados determinam rigidez e obstrucdo do fluxo sanguineo
normal (Kalil, 2000).

Na estenose mitral, que é uma doencga de obstru¢cdo mecéanica (Moore & Dalley,
2001), a recuperagdo valvular geralmente é possivel (Kalil, 2000), exceto em valvulas
extremamente endurecidas e sem flexibilidade, onde a valva tem que ser substituida por
uma prétese valvular (Moore & Dalley, 2001). Embora a insercdo de uma prétese melhore
as condicoes funcionais do coragcdo e possa oferecer ao paciente uma expectativa de vida
normal, (Goldman & Braunwald, 2000), o uso de valvas mecanicas apresentam muitas
desvantagens, como a necessidade constante de tratamento com anticoagulante, expondo os
pacientes a riscos de hemorragia ou complica¢des de tromboembolia (Kirali et al, 2001),
endocardite e insuficiéncia valvar que podem complicar o uso destas. Biopréteses porcinas
também té€m sido utilizadas como alternativa para as préteses mecanicas, porém a
calcificagdo dos folhetos e ruptura do folheto associados a fadiga do tecido tem limitado
sua funcionalidade a longo prazo (Kirali et al, 2001; Misawa et al, 2001). Na insuficiéncia
mitral, tratamento por valvuloplastia passou a mostrar resultados a médio e longo prazo
comparaveis as proteses, sem as complicacdes das mesmas (Nesralla & Sant’ Anna, 2000).

Ap06s 20 anos de pesquisa sobre substituicdo valvar, nas ultimas décadas (Cochran
& Kunzelman, 1991), com o aparecimento de novas técnicas de reparo e desenvolvimento
continuo de materiais biocompativeis, substituicio de por¢cdes da valva tornou-se uma

grande possibilidade (Kunzelman & Cochran, 1992), por resultar em menos complicacoes e
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melhor preservacdo da mecanica ventricular (Ren et al, 1996; David et al, 1983). Todavia
mais informacdes sobre a organizacdo dos componentes da MEC da valva mitral e
propriedades mecanicas do tecido valvar sdo essenciais seja para o “design” de valvas
biossintéticas ou para a reconstru¢do com material autélogo ou sintético (Kunzeman &
Cochran, 1992).

No presente trabalho apresentamos um estudo sobre a organizacdo dos

componentes fibrilares e sobre a distribui¢do dos proteoglicanos na MEC da valva mitral.
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MATERIAIS E METODOS

Material Biologico

Foram utilizadas valvas mitrais de coragdo de porco com idade entre 4 e 6 meses
provenientes do abatedouro Marchiori da cidade de Amparo - SP. Os folhetos e cordas
tendineas das valvas foram retiradas imediatamente apds o abate, lavadas em solugdo

fisioldgica 4°C e imediatamente colocadas em solugdo fixadora.

Fixacdo do material

Os folhetos e as cordas tendineas foram fixadas em solu¢do de paraformaldeido 4%
em tampao fosfato 0.1M, pH 7.2 a vacuo por uma hora. Em seguida foram transferidos para
a geladeira onde permaneceram no fixador por mais 24 horas. Apds a fixacdo, o material
foi processado para inclusdao rotineira em parafina Histosec/Paraplast Plus (Merck) e
seccionados com 7um de espessura em micrétomo rotativo (MICROM/HM-315). Foram
realizados cortes transversais e longitudinais. Alguns folhetos e cordas tendineas foram

utilizados para montagem total em laminas.

Azul de Toluidina pH 4.0

Montagem total de folhetos e cordas tendineas inteiras e cortes histolégicos, foram
corados em solu¢do de AT 0.025% em tampao Mcllvaine 0.1M pH 4.0 por 15 minutos. Em
seguida, as laminas foram lavadas no mesmo tampdo, secas ao ar, mergulhadas

rapidamente em xilol e montadas em bdlsamo do Canada (Mello and Vidal, 1980), que tem
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o indice de refracdo igual ao do sistema 6ptico do microscépio, o que evita artefatos de
refracdo. Algumas laminas com cortes histologicos, foram previamente tratadas com

hialuronidase testicular e posteriormente coradas com AT.

Digestao Enzimdtica com Hialuronidase Testicular

Cortes histolégicos foram mergulhados, rapidamente, em celoidina e, em seguida,
tratados com hialuronidase testicular (Sigma) na concentracdo de 1 mg/ml de solucdo de
NaCl 0,9% durante 6h a 37°C em camara umida (Kiernan, 1981). Apdés as 6 horas, a
hialuronidase foi retirada dos cortes e a celoidina removida com acetona. Os cortes foram

lavados em dlcool 70% e posteriormente, em dgua destilada.

Microscopia de polarizacao

Para andlise da organizacdo dos componentes fibrosos da valva, foi utilizado
microscopio de polarizacdo Zeiss, com os eixos do polarizador e analisador cruzados. O
brilho da birrefringéncia dos componentes altamente orientados e organizados da matriz,
foi obtido com o material posicionado a 45° dos eixos dos polarizadores. Para visualizar a
coloragdo por azul de toluidina e inferir como os proteoglicanos se arranjam em relagdo aos
feixes de coldgeno, o analisador foi ligeiramente girado em aproximadamente 10°,
permitindo dessa forma que os grupos cromofoéricos das moléculas do corante ligadas aos
glicosaminoglicanos, se apresentassem com diferentes angulos em relagio ao vetor elétrico
da luz polarizada. Isto permite evidenciar as ondulacdes das fibras, onde os

glicosaminoglicanos se orientam diferentemente. O dicroismo linear puro foi detectado
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com analisador removido e com o material posicionado paralelamente e

perpendicularmente ao polarizador.

Documentacdo Fotogrdfica
Para a fotografia do material foi utilizado microscépio Zeiss Axioplan 2, equipado
com objetivas Neofluar de Optica infinitiva e condensador 1,4. Acoplado ao microscépio, o

dispositivo Axiophot 2 (Zeiss), suprido com filme Kodak Gold ISO 100.
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RESULTADOS

A andlise de montagem total da valva de porco corada com AT mostrou o aspecto
altamente fibroso da valva especialmente nas cordas tendineas. E interessante notar que os
feixes de coldgeno das cordas aparecem corados por azul de toluidina, um corante catidnico
(Fig.1A-1E). Também no folheto nota-se que o material metacromatico ndo estd presente
de maneira uniforme, mas aparece mais concentrado em determinadas regides, como
proximo a insercao da corda no folheto (Fig.1B). Observe que esta imagem corresponde ao
mesmo campo de visdo da imagem anterior sé que neste caso o material aparece
ligeiramente girado em relacdo a um dos polarizadores, permitindo a visualizacdo da
metacromasia, principalmente na regido préxima da inser¢do da corda no folheto. Na
insercdo, a corda parece se abrir em leque, sem contudo perder o cardter anisotrépico da
morfologia do crimp, que pode ser observada quando a corda € posicionada paralelamente a
um dos polarizadores (Fig.1C). Neste caso, devido ao aspecto sinuoso dos feixes de
coldgeno, o segmento do feixe que se dispde inclinado, préximo a 45° em relacdo a um
dos polarizadores, exibe um forte brilho de birrefringéncia. A alternancia de faixas claras e
escuras ao longo da corda, evidencia o arranjo ondulado dos feixes de coldgeno na corda
tendinea. Devido a corda tendinea ndo seguir uma Unica dire¢do, pode-se notar intensa
birrefringéncia s6 nos segmentos que se dispdem a 45° em relacdo aos polarizadores
(Fig.1D e 1E). No folheto, intensa birrefringéncia das fibras e feixes de coldgeno pode ser

vista em vdrias direcdes (Fig.1A).
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A andlise de cortes longitudinais da corda tendinea posicionadas a 45° em relacdo aos
polarizadores em microscopia de polarizacdo mostraram intensa birrefringéncia
evidenciando a natureza fibrilar e o cardter altamente organizado da corda tendinea
(fig.2A). Observou-se também regides fortemente birrefringentes e regides com menor
brilho devido ao arranjo ondulado dos feixes de coldgeno, que ora estdo a 45°, ora menos
inclinados ou mesmo em posicado paralela em relagdo a um dos polarizadores (fig.2B). Uma
observacdo mais detalhada, evidencia a estrutura continua e ndo linear da ondulagao,
exibido pela alternancia das cores roxa, branca e azul (fig.2C), devido as moléculas de AT
ligadas aos proteoglicanos, aparentemente associados as fibras coldgenas. O aspecto
ondulado dos feixes de coldgeno bem como as diferentes direcdes que os feixes de
coldgeno exibem no plano do corte, ficaram mais evidentes quando os cortes foram
posicionados em diferentes inclinagdes com relagdo aos polarizadores (fig.2C e 2D).

A mesma regido da corda tendinea, analisada por microscopia de polarizacdo, mas sem
analisador exibiu dicroismo linear, conferido especialmente pela presenga das moléculas de
AT. Quando o eixo maior da corda tendinea estava posicionado paralelamente ao
polarizador (fig.2F), as moléculas de AT ligadas aos GAGs de PG associados aos feixes
coldgenos, ficaram com seus grupos cromofdricos perpendiculares em relacido ao plano de
luz polarizada, absorvendo menos luz, e consequentemente aparecendo com menos
intensidade de cor (fig.2F). Girando-se o material, de maneira que a corda tendinea ficasse
perpendicular ao polarizador, ocorreu o inverso, isto é, as moléculas de AT ficaram
orientadas na mesma dire¢do da luz do polarizador, absorvendo maior quantidade de luz
(fig.2E). Metacromasia foi constatada nos dois casos, reforcando que a ligacdo das

moléculas de AT ocorreu nas moléculas de GAGs, permitindo o empilhamento das
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moléculas do corante e consequentemente o aparecimento da metacromasia e dos
fendmenos anisotrépicos relacionados.

A andlise de cortes longitudinais dos folhetos corados com AT e observados sob luz
polarizada, com polarizadores cruzados, e analisador ligeiramente girado, mostrou a
presenca de material metacromatico, algumas vezes com aspecto fibrilar, orientado em uma
direcdo preferencial. As moléculas de AT ligadas aos PGs, que estavam paralelas ao plano
de luz do polarizador, apresentaram grande metacromasia, pois a luz passa pelo maior eixo
da molécula, onde estdo os grupos cromoféricos do corante. Apesar de ndo exibir
birrefringéncia, observa-se a presenca de segmentos do crimp em algumas regides, de
provavel inser¢do das cordas tendineas no folheto (fig.3E). J4 em algumas regides do
folheto, apesar de apresentar metacromasia (fig.3A), quando posicionados a 45° em relagao
aos polarizadores, mostram birrefringéncia (fig.3B), provavelmente devido a forte interagao
das fibras coldgenas com PGs.

Tratamento dos cortes do folheto com hialuronidase testicular que resultou na
remocgao total dos GAGs, e posterior coloracdo com AT deixou em evidéncia o nicleo das
células dispersas por todo o tecido, e nicleos das células da camada endotelial dos vasos
(fig.3F e 3G).

Cortes histoldgicos transversais do folheto, corados com AT, mostraram as 2 camadas
distintas do folheto: esponjosa e fibrosa (fig.3C e 3D). Intensa metacromasia foi observada
na camada esponjosa, mostrando o aspecto de malha frouxa desta camada (fig.3C). A
camada fibrosa apresenta um aspecto fibrilar mais compactado (fig.3C). Andlise em
microscopia de polarizacdo mostrou material fibrilar birrefringente orientado em dire¢do a

insercdo da corda tendinea na camada fibrosa do folheto (fig.3D).
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DISCUSSAO

A valva mitral € uma das estruturas mais complexas de tecido conjuntivo de todo o
corpo, sendo os seus constituintes estruturais determinados pelas funcdes especificas dos
folhetos e corda tendinea (Kunzelman et al, 1993). Embora alguns autores dividam a valva
em regides, onde a corda tendinea e a regido central do folheto anterior estdo em tensao,
enquanto a borda livre do folheto anterior e a maior parte do folheto posterior estdo em
compressao (Grande-Allen et al, 2004), no presente trabalho, andlise de montagem total e
cortes longitudinais do folheto da valva mitral corados com AT, mostrou que a
metacromasia ocorre de maneira nao uniforme, sendo bem proeminente nas regides de
insercdo das cordas tendineas no folheto, mas também actimulo de material metacromatico
foi encontrado em diversas por¢des do folheto, indicando que nestas dreas ocorre uma
maior presenca de proteoglicanos, provavelmente devido a uma maior intensidade de forcas
compressivas nestes locais.

E conhecido que o azul de toluidina é um corante catiénico, com geometria planar,
que se liga a substratos anidnicos (Vidal,1980), com seus grupos cromoféricos orientando-
se perpendicularmente ao longo dos feixes de coldgeno (Vidal, 1984; Mello & Vidal,
1972). Em pH4,0, liga-se tanto aos grupamentos fosfatos dos dcidos nucléicos, como aos
radicais carboxila e sulfato das cadeias dos GAGs, os quais dispdem-se helicalmente ao
longo do eixo principal das fibrilas de coldgeno (Mello & Vidal, 2003). A forma planar da
molécula facilita o seu empilhamento e a manifestacdo da metacromasia (Vidal, 1984).

Desta forma, a forte metacromasia apresentada em algumas regides do folheto e na corda
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tendinea indica que ha concentracdo de proteoglicanos nestas regides, provavelmente por
receber mais carga compressiva. As for¢as de compressao exercidas estimulam as células a
sintetizarem proteoglicanos, mesmo em tecidos predominantemente fibrosos, mas que
recebem forcas de compressdo, como tenddes de anfibios (Carvalho & Vidal, 1994),
bovinos (Vogel et al, 1994) e suinos (Feitosa et al, 2002).

Os feixes de coldgeno aparentemente corados com AT indicam que as cadeias
glicanicas dos proteoglicanos estdo arranjadas paralelamente as fibrilas de coldgeno de
modo a otimizar as interacdes eletrostiticas entre as cargas positivas do coldgeno e as
cargas negativas dos GAGs (Vidal, 1964; Mello & Vidal, 1972). Além disso, as moléculas
de AT sdo dotadas de propriedades anisotropicas, como o dicroismo linear (DL), o qual é
um fendmeno anisotrépico de absorcao seletiva da luz polarizada, resultante do arranjo
helical das moléculas do corante que estdo eletrostaticamente ligados aos sitios anidnicos
do substrato (Mello & Vidal, 2003). O DL negativo (AL > A|) apresentado pela corda
tendinea, em cortes longitudinais corados com AT se deve aos GAGs, que estdo arranjados
paralelamente ao longo dos feixes do coldgeno, como ji descrito em tendao ( Vidal &
Mello, 1984). As moléculas de AT ao se ligarem aos grupos carregados negativamente dos
GAGs, deixa seus grupos cromoféricos posicionados perpendicularmente ao GAG e
também ao eixo mais longo dos feixes de coldgeno, dessa forma a absorbancia de luz é
maior quando o polarizador estd perpendicular aos feixes de coldgeno.

Esses achados topoquimicos indicam alto contetido de radicais anidnicos disponiveis,
o que se deve a presenca de pequenos e grandes PGs, tanto nos folhetos, quanto na corda
tendinea, como j4 mostrado pelos géis de eletroforese em SDS-poliacrilamida, gel de

agarose-propileno diamino e gel de agarose-poliacrilamida, que vém sendo realizados em
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um trabalho paralelo. As cargas negativas das cadeias de GAGs dos PGs mostram
propriedades hidrofilicas, formando um gel viscoso resistente a pressdo, como ocorre em
cartilagem (Hascal & Kimura, 1982). Em recente estudo realizado por Grande-Allen et al
(2004) um grande PG como o versicam estd presente na MEC da valva mitral. As cadeias
CS deste PG, juntamente com o 4cido hialuronico (Wight, 2002) criam dominios
macromoleculares, com grande volume de 4dgua (Hardinghan & Fosang, 1992). Estes
constituintes macromoleculares sdo ideais para responder as variacdes nas forcas de
compressao e de tensdo, suportando as grandes forgas pulsativas (Wight et al, 1991).

A presenca do GAG de CS e de 4cido hialurdnico é reforcada pelos experimentos
realizados com hialuronidase testicular, que € um tratamento histoquimico efetivo na
remocgao de glicosaminoglicanos, através da despolimerizacdo do 4cido hialuroénico e do CS
( Vidal, 1976). Desta forma, a metacromasia apresentada pelo folheto quando corado com
AT ¢ totalmente abolido, deixando visivel somente os nicleos por todo o folheto,
evidenciando alguns vasos. Apesar de ser discutivel a vascularizacdo dos folhetos (Faria,
1999), os resultados obtidos foram condizentes com alguns autores, que descrevem a
presenca destas estruturas nos folhetos (Faria, 1999; Gagna et al, 1999).

Além dos PGs, € conhecido a presenca do coldgeno nos folhetos e corda tendinea.
Andlise da montagem total do folheto e corda tendinea em microscopia de polarizacdo
mostrou que as fibras e feixes de coldgeno exibem birrefringéncia. A birrefringéncia € uma
propriedade anisotrdpica, através da qual pode-se determinar e quantificar a ordenagdo
macromolecular das estruturas biolégicas (Vidal, 1980), informando sobre a morfologia e
direcdo das fibras de coldgeno, sua distribuicdo, seu grau de associagdo ou de

empacotamento (Vidal, 1964). Os feixes de coldgeno exibem estruturas onduladas que
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equivalem ao “crimp”, estrutura morfofuncional ja descrita em tenddes. Crimp € uma
caracteristica morfolégica de coldgenos que formam fibras, como os tipos I, II e III,
presentes em tecidos conjuntivos sujeitos a forca de tensdao (Gathercole & Keller, 1991). A
microscopia de polarizagdo € geralmente recomendada como o método mais apropriado
para deteccdo, descricdo e interpretacdo destas estruturas onduladas (Vidal, 2003;
Gathercole & Keller, 1991).

Os resultados obtidos com microscopia de polarizacdo mostraram que 0S
componentes fibrilares estdo altamente organizados na corda tendinea, diferentemente do
folheto, onde as fibras coldgenas assumem diversas dire¢cdes. A orientagdo multidirecional
do coldgeno no folheto € responsavel pelas propriedades mecanicas do tecido (Whittaker et
al, 1987), as quais estdo sujeitas a stress por mecanismos biomecanicos fortes e repetitivos
(Shoen, 1999; Bashey et al, 1987). A corda tendinea possui estrutura e fungdo similar aos
tendoes e ligamentos, porém o periodo do crimp da corda é muito menor e o angulo do
crimp muito maior do que outros tecidos fibrosos, como o tenddo calcanear e tenddao de
rato, o que lhe confere caracteristicas viscoeldsticas (Liao & Vesely, 2004), importantes
para as fun¢des das cordas tendineas, que sofrem sobrecargas repetidas e rapidas durante
toda a vida, quando a valva mitral abre e fecha (Liao & Vesely, 2003; 2004).

Analise dos cortes transversais corados com AT, mostrou a intensa metacromasia em
toda a camada esponjosa, indicando a significativa presenca de PGs, provavelmente devido
as forcas compressivas exercidas nesta camada, que funciona como absorvente de choque
mecanico (Faria, 1999). Os PGs possuem fun¢des de protecdo na valva, amortecendo e
diminuindo a fricgdo entre as camadas fibrosa e ventricular no folheto (Tamura et al,

1995), e entre as camadas esponjosa e fibrosa na corda tendinea (Akhtar et al, 1999).



55

A camada fibrosa mostrou os feixes de coldgeno altamente compactados, como
exibem as imagens de birrefringéncia, formando o nucleo estrutural dos folhetos (Tamura
et al, 1995; akhtar et al, 1999; Faria, 1999; Shoen, 1999). Esta camada constitui de 54% a
68% do folheto, enquanto representa de 85% a 89% na corda tendinea. A espessura desta
camada, assim como a orientacdo das fibras de coldgeno sdo responsdveis pelas
propriedades mecanicas das valvas, de resisténcia as forcas de tensdo (Kunzelman &
Cochran, 1992).

Apesar da andlise dos cortes transversais dos folhetos, mostrar que algumas regides
aparecem predominantemente metacromaticos, como a camada esponjosa, € outras
birrefringentes, como a camada fibrosa, algumas regides exibem ao mesmo tempo
metacromasia e birrefringéncia, indicando a forte interacdo entre pequenos PGes,
monodmeros de alto peso molecular (Roughley & White, 1989) e as fibras coldgenas, como

ocorre em cartilagem (Vynios et al, 2001).



56



i "!]1

I\ 3§

57

» g



Figura 3

58



59

LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1 — Montagem total do folheto e corda tendinea corados com azul de toluidina,
observada em microscopia de polarizacdo, visto pela face ventricular (A-E). A — Feixes de
coldgeno partem das cordas tendineas, orientando-se em vdrias dire¢des (setas), onde
regides que se orientam a 45° em relagdo aos polarizadores exibem brilho intenso. X 26.
B - Com polarizadores cruzados, ligeiramente girados, pode-se observar acimulos de
material metacromdtico nas regides de insercao das cordas tendineas (setas). X 26. C —
Corda tendinea posicionada paralela ao azimute do polarizador. Detalhe da corda tendinea
em regido de inser¢ao no folheto, Notar que a corda abre-se em leque. Observar o aspecto
ondulado, devido ao crimp. X 210. D — Regides da corda tendinea que estdo posicionados a
45° dos planos dos polarizadores exibem brilho intenso (seta). X 26. E — Mesma regiao que

a anterior, posicionada paralelamente ao polarizador (seta). X 26.

Figura 2 — Cortes longitudinais da corda tendinea corados com azul de toluidina, vistos em
microscopia de polarizagdo (A-F). A — Corda tendinea disposta a 45° dos planos dos
polarizadores. X 26. B — Mesmo que o anterior visto em maior aumento e posicionado
paralelamente ao polarizador. Pode ser observado regides dos feixes de coldgeno que se
encontram a 45° em relacdo aos polarizadores, que exibem brilho intenso, e regides que
aparecem menos birrefringentes. Observar o aspecto torcido dos feixes de coldgeno, devido

ao embrincamento das fibrilas de coldgeno. X 105. C e D — Detalhe da figura anterior. A
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alternancia das cores roxa, branca e azul (*) mostram a estrutura continua e néo linear do
crimp, e as diferentes orientagcdes dos feixes de coldgeno. X 420.

E e F — Observagao com polarizacdo, sem analisador, mostrou dicroismo linear. E — Feixes
de coldgeno perpendiculares ao azimute do polarizador. X 420. F — Feixes de coldgeno
paralelos ao azimute do polarizador. Note as direcdes perpendicular @ e paralela @ do

plano de luz polarizada, em relac@o ao eixo mais longo da corda tendinea. X 420.

Figura 3 — Cortes transversais (A-D) e longitudinais (E-G) do folheto, corados com azul de
toluidina. A — Microscopia de polarizacdo, com polarizadores ligeiramente girados.
Observar material metacromdtico (seta). X 105. B — Mesmo que A, com objeto
posicionado a 45° em relacdo aos polarizadores, apresentou birrefringéncia. X 105. C -
Polarizadores girados, mostrando as camadas esponjosa (s) e fibrosa (f). Metacromasia
foi observada na camada esponjosa. X 105. D — Mesmo que anterior, a 45° dos
polarizadores. Observar fibrilas intensamente birrefringentes na camada fibrosa. E -
Corte longitudinal do folheto, ligeiramente girado (5°) em relagdo a posi¢do de 45° em
relacdo aos polarizadores. Observe acimulos de material matacromatico em diferentes
por¢des da drea de seccdo longitudinal da valva. Note a presenca do “crimp” em algumas
regides (setas). X 105. F — Corte tratado com hialuronidase testicular, e observado em
microscopia de luz comum. Notar a auséncia de metacromasia apds tratamento
enzimdtico, e a presenca de nucleos e de vasos (setas). X 105. G — Idem em maior

aumento. X 210.
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Artigo 2

ANALISE DE PROTEINAS E PROTEOGLICANOS DA MATRIZ
EXTRACELULAR DO FOLHETO E CORDA TENDINEA DA VALVA MITRAL

DE PORCO.

RESUMO

Muitos estudos ja foram realizados sobre a composi¢do da valva mitral de porco,
mas ainda faltam informacdes sobre a composicdo de proteinas ndo colagénicas e
proteoglicanos no folheto e corda tendinea desta valva, principal razdo deste estudo.
Componentes da matriz extracelular do folheto e da corda tendinea da valva mitral de
porco, foram extraidos com GuHCI 4M, fracionados em DEAE-Sephacel, e analisados em
SDS-PAGE. Glicosaminoglicanos (GAGs) foram analisados em gel de agarose-
propilenodiamino, e grandes proteoglicanos em gel de agarose-poliacrilamida, ambos
corados com azul de toluidina. Andlise em SDS-PAGE mostrou a presenca de proteinas
com massa molecular aparente entre 19-179kDa para o folheto e 19-235kDa para a corda
tendinea. Vdrias proteinas encontradas nos folhetos sdo também encontradas nas cordas
tendineas, com provaveis fungdes estruturais e regulatérias. Em ambos os tecidos foram
encontrados componentes polidispersos em torno de 67kDa e 80-100kDa, os quais
provavelmente correspondem aos pequenos proteoglicanos fibromodulim e decorim,

respectivamente. Andlise de GAGs apds digestdo com papaina, mostrou a presenca de
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condroitim sulfato (CS) e dermatam sulfato (DS) em ambos os tecidos. Também a analise
das fracdes de DEAE-Sephacel, ricas no componente polidisperso de 80-100kDa, que
foram B-eliminadas, tratadas com condroitinases ABC/AC, mostrou a presenga de bandas
de CS e DS. Em andlise de fragcdes de DEAE-Sephacel da fracdo D4 de ultracentrifugagdo
somente o DS foi detectado nas duas regides. Andlise de fragdo D1 de ultracentrifugacao,
mostrou a presen¢a de um unico componente polidisperso metacromatico, tanto no folheto,
como na corda tendinea, indicando a presenca de proteoglicano de alto peso molecular, que
provavelmente trata-se do versicam. A presenca destes proteoglicanos sugerem a presenca

de forcas compressivas no folheto e também na corda tendinea.
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INTRODUCAO

A valva mitral, uma das estruturas mais complexas de tecido conjuntivo de todo o
corpo, tem a importante funcido de impedir o retorno do sangue do ventriculo esquerdo para
o dtrio esquerdo durante a sistole (Guyton & Hall, 2002). E composta por um anel valvar,
folhetos, cordas tendineas e musculos papilares (Nesralla & Sant’Anna, 2002). A matriz
extracelular (MEC) do tecido conjuntivo da valva mitral em geral € composta por 3 grandes
classes de macromoléculas, os coldgenos, proteoglicanos (PGs), e proteinas ndo
colagénicas.

Colagenos sao macromoléculas estruturais da MEC, capazes de interagir entre si,
e se arranjar para oferecer resisténcia aos tecidos (Silver et al, 2000). E o mais abundante
componente dos folhetos da valva mitral (Cochran et al, 1991), compreendendo
aproximadamente 50% do seu peso seco, enquanto a elastina representa cerca de 13%
(Bashey et al, 1967). As valvulas resistem a pressdo sanguinea devido a resisténcia dos
feixes de coldgeno, e a elasticidade das fibras eldsticas (Faria, 1999). O coldgeno do tipo I,
encontrado principalmente em tenddo, osso e pele (Bashey et al, 1978), constitui 74% do
coldgeno da valva mitral (Tamura et al, 1995; Cole et al, 1984). O tipo III, encontrado em
pele, vasos e membranas fetais (Bashey et al, 1978), constitui 24%, e o tipo V, 2 % do total
de coldgeno da valva mitral (Tamura et al, 1995; Cole et al, 1984). As moléculas de
coldgeno, em combinag¢do com moléculas de PGs formam estruturas em rede que mantém a

integridade mecanica dos tecidos (Silver et al, 2000).
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Os proteoglicanos sao complexos macromoleculares formados por um cerne protéico,
ao qual estdo covalentemente ligados uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs).
Diferencas nos cernes protéicos, € nos tipos, quantidades e comprimentos de cadeias de
GAGs, assim como no padrio de sulfatacdo proporcionam enorme variabilidade aos
proteoglicanos, permitindo que estes desempenhem diversas func¢des estruturais e
organizacionais nos tecidos (Hascall & Hascall, 1985; Hardingham & Fosang, 1992). PGs
de alto peso molecular como versicam e baixo peso como decorim e biglicam foram
encontrados na valva mitral (Grande-Allen et al, 2004). Versicam possui cadeias de GAGs
do tipo CS, cuja funcdo € oferecer resisténcia as forcas de compressdo. Estd também
presente nas paredes arteriais (Rothenburger er al, 2002), e na MEC de vérios outros
tecidos, possuindo ndo apenas fungdes estruturais e biomecanicas, mas também funcdo na
migragdo, proliferacdo, adesdo celular e montagem da MEC (Wight, 2002). O decorim
presente em todos os tecidos conjuntivos fibrosos (Kuc & Scott, 1997; Comper, 1996),
possui apenas uma cadeia de GAG que pode ser CS ou DS (Knudson & Knudson, 2001;
Hardingham & Fosang, 1992), com funcdes de regulacdo da fibrilogénese do coldgeno,
modulacdo da atividade do fator de crescimento e regulacdo do crescimento celular (Weber
et al, 1996). O biglicam ¢é de distribuicao mais restrita que o decorim (Kuc & Scott, 1997),
possui 2 cadeias de GAGs, que pode ser CS ou DS (Knudson & Knudson, 2001;
Hardingham & Fosang, 1992), e é um regulador da formacgdo éssea, podendo também estar
relacionado a adesdo celular e estruturacao da matriz. (Knudson & Knudson, 2001).

A matriz extracelular contém diversas proteinas importantes em adi¢do as
macromoléculas de coldgeno e proteoglicanos. As proteinas ndo colagénicas, formam um

importante grupo de proteinas que podem servir como mediadores da adesdo celular na
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MEC (Comper, 1996). No tecido conjuntivo da valva mitral, estdo presentes proteinas
como a fibronectina, fibrina (Faria, 1999), vitronectina (Akhtar et al, 1999), fibrilina
(Nasuti et al, 2004), e elastina (Tamura et al, 1995; Akhtar et al, 1999). Fibronectina foi
encontrada associada aos coldgenos I e III, vitronectina as microfibrilas das fibras elasticas
(Akhtar er al, 1999), e fibrilina associada a elastina, coldgeno I e III (Nasuti et al, 2004).

A valva mitral em seres humanos é a mais freqiientemente acometida nas doencgas
das valvas do coragdo (Moore & Dalley, 2001). As valvas estdo sujeitas a stress por
mecanismos biomecanicos fortes e repetitivos, podendo assim, sofrer lesdes degenerativas
pelo acumulo de cdlcio (Shoen, 1999). Os nddulos calcificados podem ser foco para
endocardite infecciosa, uma das mais graves de todas as infec¢des (Robbins, 2000). Como
resultado da febre reumadtica, ocorre cicatrizacdo fibrética dos folhetos, com reducdo da
elasticidade, havendo também encurtamento, espessamento e fusdo das cordas tendineas,
com consequente reducdo do fluxo sanguineo (Guyton & Hall, 2002; Gartner & Hiatt,
1999; Shoen, 1999). Uma das desordens cardiacas mais comuns, é o prolapso da valva
mitral (PVM), onde um ou ambos folhetos ficam superiores ao plano do anel mitral
(Goldman & Braunwald, 2000), tendo sido constatados anormalidades e desequilibrio na
producdo de coldgeno (Henney et al, 1982; Cole et al, 1984), com desorganizacdo dos
feixes (Tamura et al, 1995), aumento na quantidade de dcido hialurdnico e de GAGs (Lis et
al, 1987), com acimulo de PGs, além de alteracdes na agregacdo e organizacdo do
componente amorfo e microfibrilas das fibras eldsticas tanto no folheto, como na corda
tendinea (Tamura et al, 1995). Frequentemente a valva mitral inteira era substituida por
uma prétese valvar, entretanto, mais recentemente, com o aparecimento de novas técnicas

de reparo e desenvolvimento continuo de materiais biocompativeis, substituicao de por¢des
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da valva tornou-se uma grande possibilidade (Kunzelman & Cochran, 1992), por resultar
em menos complicagdes e melhor preservagdo da mecanica ventricular (David et al, 1983).
Informacdes detalhadas sobre a estrutura e propriedades mecanicas do tecido sdo essenciais
seja para o “design” de valvas biossintéticas ou para a reconstru¢ao com material autélogo
ou sintético (Kunzeman & Cochran, 1992).

Devido a importancia da valva mitral, como estrutura andtomo-funcional, e devido a
importancia da composicdo da MEC para que a valva possa exercer sua fungdo, é que
estamos analisando os componentes da MEC do folheto e das cordas tendineas da valva

mitral de porco, que é anatomicamente muito similar com a valva humana.
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MATERIAIS E METODOS

Material biologico

Foram utilizadas valvas mitrais de coragdo de 30 porcos com idade entre 4 ¢ 6
meses provenientes do Abatedouro Marchiori da cidade de Amparo - SP. Imediatamente
ap6s o abate, folhetos e cordas tendineas foram retiradas, lavadas em solucdo fisiolégica

4°C, e processadas para andlise Bioquimica.

Extracdo dos componentes da matriz extracelular

Folhetos e cordas tendineas foram picados em pequenos pedagos e
homogeneizados em PBS com homogeneizador Polytron-Aggregate de 12mm de diametro.
A homogeneizagdo foi por trés vezes consecutivas com intensidade 5, por 40 segundos
cada, com um intervalo de 15 segundos entre uma e outra. Em seguida o material foi
submetido a centrifugacdo em 18.000 rpm (centrifuga Beckman J2-21 — rotor JA-20)
durante 50 minutos, ao precipitado foram acrescentados 15 volumes de cloridrato de
guanidina (GuHCI) 4M, contendo inibidores de proteases como o fluoreto de fenilmetil
sulfonil (PMSF) 1mM, etilenodiaminotetracético (EDTA) 20 mM, em tampao acetato sdédio
50mM, pH 5,8 (Heinergard & Sommarin, 1987). A extragdo foi 48 horas sob constante
agitacdo e em banho de gelo. Apds o término da extragdo, material foi submetido a
centrifugacdo com 18000 rpm em um rotor JA-20 da Beckmann por 50 minutos. O

sobrenadante foi utilizado para as andlises bioquimicas.
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Ultracentrifugacdo

Parte do extrato total foi submetido a ultracentrifugacdo em gradiente de cloreto
de césio (CsCl) segundo Hascall & Sajdera (1969). Para este procedimento foram
adicionados 0,35g de CsCl por grama de extrato, de modo que a densidade obtida ficasse
1,35g/ml. A centrifugacdo foi de 34000 rpm por 63horas, a 15°C (centrifuga Beckman L-8-
80 M, rotor 80 Ti). Apds este periodo de centrifugacdo foram obtidas as fracoes D1, D2, D3

e D4 do fundo do tubo para o topo, respectivamente.

Analise quantitativa

Para dosagem de proteinas soluveis foi utilizado o método de Bradford (1976),
usando diferentes concentragdes de solucdo de BSA (albumina de soro bovino) para curva
padrdo. A leitura foi em 596nm. Para a quantificacdo de glicosaminoglicanos sulfatados foi
utilizado o DMMB (azul de dimetilmetileno) (Farndale et al, 1986). Para a curva padrao
foi utilizado o Condroitim sulfato, a leitura foi em 526nm. A quantificacdo de
hidroxiprolina foi realizada a partir de fragmentos dos folhetos e cordas tendineas
hidrolisadas em HCI 6N (1ml/10mg de tecido) por 4h a 130°C. A seguir foi acrescentado
1,41g de cloramina-T, 10 ml de dgua, 10 ml de n-propanol e 80ml de tampao (50g de 4cido
citrico, 12ml de 4cido acético, 120g de acetato de sodio e 34 g de hidréxido de sédio,
pH6,0) e apds 20minutos foi adicionado 1ml de solugdo de acido perclorico/aldeido (15g de
p-dimetilamino benzaldeido, 60ml de n-propanol, 26ml de acido perclérico a 60% e n-

propanol para completar 100ml). O material foi incubado por 15 min em 60°C, resfriado e a
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absorbancia lida em 550nm (Stegemann & Karlheinz, 1967). Em todos os casos foi usado

espectrofotometro Hewlet Packard 8452A.

Didalise

Amostras de 3ml do extrato total em GuHCI 4M, foram utilizadas para didlise
contra uréia 7M, em tampao Tris-acetato 0,05M pH 8,0. Foram realizadas quatro trocas da
uréia 7M, utilizando vinte vezes o volume dialisado, deixando deste modo a amostra pronta

para ser utilizada na cromatografia de troca idnica.

Cromatografia de Troca ionica

A amostra (3ml) foi fracionada em coluna de troca idnica com resina de
dietilaminoetil-Sephacel (DEAE-Sephacel 1,5x2,7 cm), equilibrada com uréia 7M em
tampao Tris-acetato 0,05M pHS,0. As fracdes foram eluidas utilizando gradiente de NaCl
0,1-1M, no mesmo tampao com uréia. Fracoes de 2,8ml foram coletadas e monitoradas por

absorbancia em 230 e 280 nm em espectrofotometro (Hewlet Packard 8452A).

Gel de Poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)
Amostras de fracdes de cromatografia foram precipitadas em etanol-acetato
(Heinegard & Sommarin, 1987), 3 vezes com trocas a cada 12 horas e entdo centrifugadas

em Microcentrifuga Fisher Scientific Model 235 Va 8000, a 8000 rpm por 4 minutos. O



76

sobrenadante foi descartado e o precipitado levado em estufa a 37°C para secagem e
suspendido em tampao de amostra contendo Tris-HCI 6,5 mM, SDS 2%, glicerol 10%,
EDTA 1mM em pH 6,8 e azul de bromofenol 0,01% na auséncia ou presenca de [3-
Mercaptoetanol (B-Me 2%). A eletroforese foi realizada conforme Zingales (1984). As
amostras obtidas apds cromatografia de troca idnica foram analisadas em gel com gradiente
de 4 - 16% de acrilamida em presenca de SDS com gel de empacotamento de 3,5% de
acrilamida, usando o sistema de tampao de acordo com Laemmli (1970). A coloracdo do gel
foi feita pelo Coomassie Blue R-250. As massas moleculares aparentes (Mr) das proteinas
foram inferidas por cédlculo de Rf das bandas visualizadas no gel e curva de regressdao dos

marcadores de peso molecular (Klaus & Osborn, 1969).

Eletroforese em gel de Agarose-Propileno diamino(PDA)

Os GAGs obtidos por tratamento enzimatico com papaina, e por B-eliminagdo, foram
analisados por eletroforese em gel de agarose. Padroes conhecidos de glicosaminoglicanos
contendo condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS) foram
aplicados paralelamente. O tampao utilizado foi o propileno diamino 50mM, pH 9,0. As
condig¢des de corrida foram 0,1A e 100 V. Apds a corrida os géis foram fixados em Cetavlon
(brometo de cetiltrimetilamonio) 0,1% e corados com azul de Toluidina 0,1% em etanol

50% e acido acético 1% (Dietrich & Dietrich, 1976).
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p-eliminagcdo

Para andlise das cadeias de GAGs dos PGs eluidos da cromatografia de troca idnica,
amostras foram precipitadas em acetato-etanol, como mostrado acima, incubadas durante 19
horas com 0,5ml de NaOH 0,5M a 4°C e em seguida precipitadas com d&lcool etilico
absoluto, lavadas em etanol 80% e por dltimo lavadas em acetona. As cadeias de GAGs

obtidas foram analisadas em gel de agarose-propileno.

Tratamentos enzimdticos

Digestao com papaina

Para anélise dos glicosaminoglicanos do tecido, o material ficou em acetona overnight
a 4°C, e em seguida 24 horas de estufa a 37°C. Depois de seco e picado, foi acrescentado
papaina na propor¢cdo de 40mg/g de tecido, em tampao citrato de sédio 0,03M contendo
EDTA 0,04M e B-Me 0,08M (80ul/1ml) (Michelacci and Horton, 1989). O preparado foi
incubado em banho maria a 50°C por 24 horas. Ao sobrenadante apds centrifugacdo em
microcentrifuga Fisher a 8.000 r.p.m. por 3 minutos foram adicionados 2 volumes de
etanol. O precipitado final foi lavado com etanol 80%, acetona e secado na estufa a 37°C.

Os glicosaminoglicanos obtidos apds digestdo com papaina, foram suspensos em 140ul de

dgua para a corda tendinea e em 60pl para o folheto, e apds analisados em gel de agarose.
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Digestdo com condroitinase ABC/AC

Condroitinases ABC e AC (SIGMA) foram usadas para digestdo. Apds p-eliminagao,
o material foi suspendido em 10 pL. de Tampao Tris-Acetato 50 mM e EDTA 10 mM pH
8.0 para chase ABC e pH 6.0 para chase AC (Beeley, 1985). Apés 20 horas de incubagao a
37°C, os GAGs foram precipitados em etanol e analizados em gel de agarose-

propilenodiamino.

Digestdo com Colagenase

Algumas fragdes obtidas da cromatografia de troca idnica foram precipitadas em
etanol como descrito acima, suspensas em 10ul da enzima Colagenase tipo VI (Sigma), e
incubadadas a 37°C durante 90 minutos. Em seguida, as amostras foram precipitadas,

suspensas em tampao de amostra e analisadas em SDS-PAGE.

Gel de Agarose-Poliacrilamida

Amostras da fracdo D1 provenientes da ultracentrifugacdo foram precipitadas,
lavadas em 2 volumes de etanol e suspensas em solucdo de SDS 0,5% de modo a conter de
0,25mg a 2mg/ml de proteoglicanos. A utilizacdo de SDS na incuba¢do da amostra antes da
eletroforese, facilita a entrada dessas macromoléculas no gel, pois o SDS dificulta a
interacdo dos proteoglicanos com as demais proteinas de matriz (Oegema, 1979). Apds
incubar a 37°C durante 2 horas, foi adicionado igual volume de sacarose 60% e azul de
bromofenol 0,05% em tampado estoque (Tris-acetato 0,04M, Na,SO4 1mM, pH 6,8). A

solucdo de acrilamida foi preparada com 0,912g de acrilamida, 0,048g de Bis-acrilamida
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em 10ml de dgua dos quais utilizamos 1,64ml, 0,0115g de TritonX-100 e 49ul de TEMED.
Solugdo agarose 0,0786g de agarose em 7,376ml de tampao estoque e 0,0393g de PAM em
0,983ml de dgua. A eletroforese correu usando 2-4 Volts por centrimetro de gel durante dez
horas. O tampao estoque foi diluido 4 vezes e utilizado como tampao de corrida
(Heinergard et al, 1985). Amostras da fracdo D1 foram precipitadas, lavadas e suspensas

em tampao stock sem SDS.
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RESULTADOS

Dosagem de proteinas e glicosaminoglicanos

Andlise das dosagens de proteinas e glicosaminoglicanos sulfatados realizadas nos
extratos totais obtidos do folheto da valva mitral e corda tendinea, mostrou que a corda
tendinea apresenta maior quantidade de proteinas (P) e glicosaminoglicanos (GAG) quando
comparada com o folheto (fig.1A). A quantidade de hidroxiprolina quantificado a partir de
hidrolisado de fragmentos da corda tendinea e dos folhetos também mostrou uma

concentra¢cdo maior de hidroxiprolina na corda do que no folheto (fig.1B)

Cromatografia de Troca Ionica e SDS-PAGE

Os componentes do folheto e corda tendinea extraidos com GuHCI, foram fracionados
por cromatografia em DEAE-Sephacel. As proteinas ligadas ao DEAE foram eluidas com
um gradiente de NaCl (fig.2A e 2D), e analisadas por eletroforese em gel de SDS-
Poliacrilamida (fig.2B e 2E). Analisando-se o resultado da cromatografia e do gel, nota-se
que no caso do folheto, praticamente todas as proteinas com a exce¢do de 2 polipeptideos
que devem corresponder as cadeias al e o 2 do colageno, se ligaram ao DEAE e s6 foram
eluidos com a presenca de concentragdes crescentes de NaCl. J4 em relacdo a corda
tendinea, além das cadeias al e a2 de coldgeno, nas fragdes que continha material que ndo
se ligou ao DEAE, também estava presente um componente polidisperso com Mr proxima
de 67kDa. A presenca das cadeias ol e a2 de colageno nas fragdes anteriores ao inicio do

gradiente de NaCl, foi confirmado apds digestao com colagenase (fig.2C e 2F).
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Andlise do material ligado ao DEAE mostrou vérias proteinas com mesmo Mr e
comportamento similar em gel de SDS-poliacrilamida, em corda e folheto, como as
proteinas com 19, 22, 35, 40, 43 e 62 kDa. Outras proteinas com 58, 76, 84, 97, 119, 161 e
179 kDa foram encontradas s6 em folheto, e proteinas com 28, 54 e 235 kDa na corda
tendinea. Nenhuma modificacdo foi observada na migracdo destas proteinas quando a
eletroforese foi corrida em presenca de agente redutor como o B-mercaptoetanol (resultado
nao mostrado).

Em ambos os tecidos foram observadas bandas polidispersas em torno de 67kDa e 80-
100kDa, que provavelmente representem os pequenos proteoglicanos fibromodulim e

decorim.

Gel de Agarose-Propileno diamino (PDA)

A andlise de GAGs em gel de agarose propileno diamino apds digestdo do tecido
com papaina revelou a presenca de DS e CS tanto no folheto quanto na corda tendinea (fig.
3A e 3B). Também foram analisadas amostras das fracdes, eluidas de DEAE-Sephacel,
ricas no componente polidisperso de 80-100 kDa, que exibe um comportamento em gel
semelhante ao decorim. Estas amostras foram submetidas a -eliminacdo e analisadas por
eletroforese em gel de agarose propileno diamino. Em ambas as amostras foram
encontrados DS e CS. A presenca destes GAGs foram comprovadas apds tratamento com
Chase ABC/AC (fig.3C e 3D). Ja em andlise das fracdes da cromatografia de D4 da
ultracentrifugacdo submetidas a B-eliminag¢do e tratadas com condroitinases ABC/AC,

mostrou somente a presenca do GAG DS (fig. 3E e 3F).
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Gel de Agarose-poliacrilamida

Para avaliar a presenca de proteoglicanos de alto peso molecular, amostras da fragdao
D1 da ultracentrifugacdo do extrato total do folheto e corda tendinea foram analisadas em
gel de agarose-poliacrilamida apds tratamento com SDS 0,5% e com Triton X-100 0,1%.
Uma banda polidispersa e metacromdtica ap6os coloragdo com AT foi encontrada em ambos

os tecidos (fig.4).
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DISCUSSAO

A necessidade da presenca do agente caotrépico GuHCI 4M, para a extragdo dos
componentes da matriz extracelular da valva mitral e corda tendinea, significa que estes
componentes estao interagindo fortemente entre si, para constituir a matriz extracelular, que
vai ser responsdavel pelas propriedades mecanicas do tecido.

Andlises das dosagens dos extratos totais do folheto e corda tendinea mostraram que
as quantidades de GAGs e proteinas sdo maiores na corda tendinea do que no folheto, o que
condiz com os resultados obtidos pela cromatografia em DEAE-Sephacel, onde maiores
valores de absorbancia tanto antes da aplicac¢do do gradiente de NaCl (proteinas catiOnicas),
como depois (proteinas anidnicas) foram encontradas no extrato da corda tendinea, € menos
no caso do folheto. Possivelmente estas diferencas tenham ocorrido devido ao estado mais
hidratado e menos compactado do folheto, em relagdo a corda tendinea. De qualquer forma
¢ interessante observar a grande variedade de proteinas presentes tanto no folheto como na
corda tendinea.

As proteinas de carga positiva correspondem em sua maioria ao colageno,
componente de valva mitral ja& bem conhecido (Kunzelman & Cochran, 1992; Bashey et al,
1978). As proteinas de carga negativa, detectadas nas fracdes eluidas de DEAE-Sephacel
apo6s aplicacdo de gradiente de NaCl, possuem massa molecular aparente entre 19-179kDa
para o folheto e 19-235kDa para a corda tendinea. Pelo valor de Mr e caracteristica das
bandas no gel, os resultados obtidos indicam que vérias proteinas encontradas nos folhetos

sdo também encontradas nas cordas tendineas, o que é esperado pois embora corda e
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folheto possuam diferengas estruturais e funcionais, sao estruturas continuas e constituintes
da mesma valva. Estas proteinas, até agora ndao detectadas em valva mitral de porco,
provavelmente possuam fungdes estruturais, uma vez que interagem com OS VArios
componentes da matriz, deducdo 6bvia se considerarmos que foram extraidas em presenca
de agentes caotrépicos, mas possiveis funcdes regulatérias nao devem ser descartadas.

Em ambos os tecidos foram encontrados componentes polidispersos com Mr em
torno de 67kDa e 80-100kDa, os quais provavelmente correspondem aos pequenos
proteoglicanos fibromodulim e decorim, respectivamente. A banda de 80-100kDa possui
comportamento eletroforético muito perecido com o decorim encontrado na pele (Kuc &
Scott, 1997), tenddes (Scott et al, 1981) e cartilagem (Heinegard & Pimentel, 1992). A
hipétese de que este componente de 80-100 kDa corresponda ao pequeno proteoglicano
decorim € reforcada pela andlise em gel de agarose apds a digestdo com papaina, onde
encontramos além do GAG CS, o DS. Também a andlise das fracdes de DEAE-Sephacel,
ricas no componente polidisperso de 80-100kDa, que foram [-eliminadas, tratadas com
condroitinases ABC/AC e aplicadas em gel de agarose-PDA, mostrou a presenca da bandas
de CS e DS. Para se ter certeza que o DS era proveniente de decorim, foi feita analise de
fracoes de DEAE-Sephacel da fragdo D4 de ultracentrifugagdo que ndo contém grandes
proteoglicanos, e somente o DS foi detectado. E conhecido que o decorim de tecidos moles
possui DS e ndo CS, como aqueles encontrados em ossos (Bianco et al, 1990).

O componente polidisperso de 67kDa, que estamos supondo tratar-se de
fibromodulim, na verdade tem um valor de Mr que ndo confere com o Mr do pequeno

proteoglicano fibromodulim, que foi descrito com Mr de 59kDa (Heinegard & Oldberg,
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1989). E possivel que esta diferenca seja devido a uma maior extensdo das cadeias de KS,
j4 que o esqueleto protéico central € altamente conservado. O aparecimento de banda
polidispersa com Mr de aproximadamente 67kDa nas fragcdes eluidas antes do gradiente de
NaCl, no material de corda tendinea, nos leva a pensar que parte da populacdo deste
componente esteja fortemente ligado ao coldgeno, mantendo-os assim, mesmo na presenca
de Uréia 7M durante a cromatografia, sé sendo dissociado do coldgeno, nas condi¢des
altamente dissociantes em que é realizada a eletroforese. Nao se pode descartar a hiptese
de que este componente seja a proteina osteopontina, que possui Mr de 67kDa (Devoll et
al, 1996), e foi encontrada em valvas adrticas (Shen et al, 1997). Outros experimentos
ainda precisardo ser feitos para a identificacdo deste componente.

A presenga de pequenos proteoglicanos € esperada no folheto e principalmente na
corda tendinea, que possui feixes de coldgeno altamente compactados (Kunzelman &
Cochran, 1992; Whittaker et al, 1987), e necessitam dessas moléculas para regular a
fibrilogénese, e auxiliar na orientacdo das fibrilas de coldgeno (Scott, 1996; Hardingham &
Fosang, 1992; lozzo, 1997).

Grandes proteoglicanos identificados em cartilagem, tenddes, aorta e esclera, com
um grande nimero de cadeias laterais de glicosaminoglicanos, usualmente condroitim
sulfato (Heinergard et al, 1985), foram também encontrados nos folhetos e cordas tendineas
da valva mitral, como mostrado nos resultados de eletroforese em gel de agarose-
poliacrilamida, onde ocorre a presenca de um unico componente polidisperso
metacromético. Em estudo realizado por Grande-Allen e colaboradores (2004), regides que
recebem forcas de compressdo contém o proteoglicano versicam, que € um grande

proteoglicano presente na MEC de um grande ndmero de tecidos moles (Wight, 2002). As
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cadeias de GAGs CS deste PG criam dominios macromoleculares, com grandes volumes de
dgua (Hardinghan & Fosang, 1992), agregando com o 4cido hialurénico (Wight, 2002).
Estes constituintes macromoleculares sdo capazes de responder as variagdes nas forcas de
compressao, suportando as grandes forgas pulsativas (Wight et al, 1991). A presenca de um
componente polidisperso metacromdtico foi encontrado também na corda tendinea,
indicando a presenca de grandes PGs também nesta estrutura, diferente dos dados
encontrados na literatura. Se estes grandes proteoglicanos estdo presentes sO proximo a
insercdo da corda no folheto, onde € esperado uma presenca mais marcante de forca

compressiva, ainda precisa ser esclarecido.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1 — Dosagem de proteinas, glicosaminoglicanos (A) e hidroxiprolina (B) do folheto

e corda tendinea.

Figura 2 — Cromatografia (A e D) e eletroforese (B,C,E e F) - Cromatografia em DEAE-
Sephacel do folheto (A) e corda tendinea (D). As proteinas foram eluidas ap6s aplicacao de
um gradiente de NaCl (0,1 — 1,0 M). G — indica o inicio do gradiente. Eletroforese em SDS-
Poliacrilamida do folheto (B) e corda tendinea (E). Observar as proteinas com 179, 161,
119, 97, 84, 76, 62, 58, 43, 40, 35, 22 e 19kDa (setas) em B,e proteinas com 235, 62, 54,
43, 40, 35, 28, 22 e 19kDa (setas) em E. Bandas polidispersas em torno de 67kDa e 80-
100kDa podem ser vistas em B e E (cabeca de seta). A esquerda estdo os marcadores de
peso moleculares (LW). C e F — Eletroforese em SDS-Poliacrilamida das cadeias al e a2
de coldgeno (setas cheias), tratadas (5a e 4a) e ndo tratadas (5b e 4b) com colagenase.
Observe que estas proteinas foram digeridas pela enzima (cabeca de seta), tanto no folheto

(C) quanto na corda tendinea (F).

Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose-propilenodiamino. A e B — GAGs obtidos apds
digestdo do tecido total com papaina, do folheto (A) e corda tendinea (B). Nos dois casos
pode-se observar condroitim sulfato (CS) e dermatam sulfato (DS). C e D — GAGs obtidos
ap6s B-eliminacdo de fragcdes de DEAE-Sephacel contendo componente polidisperso de 80

— 100kDa do folheto (C) e corda tendinea (D). Em 2 e 3 o material foi tratado com
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condroitinases AC e ABC respectivamente. Em 1 ndo houve tratamento enzimatico. E e F —
GAG obtido apdés B-eliminacdo de fracdes de DEAE-Sephacel de fracdes de D4 da
ultracentrifugacdo do folheto (E) e corda tendinea (F). Em 2 e 3 o material foi tratado com
condroitinases AC e ABC respectivamente. Em 1 ndo houve tratamento enzimdtico. A

esquerda estdo os padroes de GAGs: condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e

heparam sulfato (HS). A seta indica a direcdo da corrida.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida. As bandas polidispersas
observadas correspondem a proteoglicano de alto peso molecular presentes no folheto (1) e

corda tendinea (2).
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CONCLUSOES

- A distribuicdo dos proteoglicanos na valva mitral de porco ndo € uniforme, indicando que
as forcas de compressao nestas regides, ndo ocorrem de forma homogénea.

- Uma maior concentracdo de proteoglicanos parece ocorrer nas regides de inser¢ao das
cordas tendineas no folheto.

- A birrefringéncia observada revela que os feixes de coldgeno estdo altamente orientados,
arranjados paralelamente na direcdo do eixo maior da corda tendinea, enquanto se dispdem
em vdrias dire¢des no folheto.

- As cordas tendineas inserem-se na camada fibrosa do folheto abrindo em leque, ramificam
e entrelacam-se, formando um arranjo em rede no folheto.

- A corda tendinea apresenta uma maior concentragdo de proteinas e glicosaminoglicanos
do que o folheto.

- A matriz extracelular da valva mitral de porco possui proteinas nao colagénicas com Mr
entre 19-179kDa para o folheto e 19-235kDa para a corda tendinea, sendo que as proteinas
com Mr de 19, 22, 35, 40, 43 e 62kDa sdo encontradas em ambos os tecidos.

- As duas regides apresentaram componentes polidispersos de 80-100kDa e 67kDa. A
populacdo de 80-100kDa apresenta o glicosaminoglicano dermatam sulfato, e
provavelmente trata-se do pequeno proteoglicano decorim.

- Grandes proteoglicanos foram encontrados no folheto e na corda tendinea, e

provavelmente trata-se de versicam.



