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RESUMO

As cuspides da valva adrtica sdo constituidas principalmente de dgua (cerca de
80%), mas também contém proteinas colagénicas e ndo colagénicas, elastina, pequenos e
grandes proteoglicanos, responsaveis por suas propriedades mecanicas. Estruturalmente sao
formadas por trés camadas distintas, a fibrosa, a esponjosa e a ventricular. As camadas
fibrosa e ventricular mantém a integridade estrutural da valva, enquanto a esponjosa tem
papel importante na absor¢do de forcas mecénicas de tensdo e compressdo. As valvas
aorticas de porco tém sido utilizadas para a producdo de biopréteses, mas sua durabilidade
tem sido prejudicada especialmente devido a calcificagdo, o que justifica a necessidade de
um melhor conhecimento sobre seus aspectos organizacionais e composicionais. A
montagem total dos folhetos valvares corados com azul de toluidina, mostrou uma estrutura
fortemente corada, com componentes fibrosos e material metacromdtico acompanhando
estes componentes. Estes componentes fibrosos emergiam das regides de inser¢ao da valva
na parede da artéria, de ambos os lados do folheto e exibiram um trajeto preferencialmente
longitudinal, seguindo o eixo mais longo do folheto. A andlise em microscopia de
polarizacdo mostrou brilho intenso exibido pelas fibras e fibrilas evidenciando a
distribui¢do altamente orientada dessas estruturas. A metacromasia foi intensa ao longo dos
feixes de coldgeno e em vdrias regides distribuidas de maneira ndo uniforme no folheto.
Andlise de cortes histologicos mostrou as trés camadas bem distintas do folheto, sendo duas
fibrosas e uma intermedidria com caracteristicas de tecido conjuntivo frouxo. Os folhetos
apresentaram grande quantidade de células com diferentes morfologias e distribuigdo,

enquanto que, nas faces voltadas para a artéria aorta e para o ventriculo, foi encontrada uma
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camada endotelial. Na camada fibrosa as células sdo alongadas, denominadas de
fibroblastos, e apareceram dispostas ao longo dos feixes de coldgeno. A camada ventricular
apresentou cé€lulas arredondadas, similares aos condrdcitos. Na camada esponjosa foram
encontrados os dois tipos celulares.

O estudo bioquimico mostrou a presenca de proteinas ndo colagénicas que
apresentaram massa molecular aparente entre 18 - 170kDa. Uma banda polidispersa em
torno de 70kDa e outra na faixa de 80 a 100kDa possivelmente correspondam aos pequenos
proteoglicanos fibromodulim e decorim, além da presenca de proteoglicano de alto peso
molecular. Condroitim sulfato e dermatam sulfato sdo os principais glicosaminoglicanos
presentes nesse folheto.

Analizando os dados morfolégicos e bioquimicos, podemos concluir que: 1)
Pequenos e grandes proteoglicanos estdo presentes na matriz extracelular da valva adrtica.
2) Os proteoglicanos estdo preferencialmente distribuidos no folheto em certas regides,
devido a presenga de intensas forcas compressivas nestas regides. 3) Feixes de coldgeno
estdo distribuidos ao longo do maior eixo do folheto que se fundem formando uma estrutura

entrelacada para fornecer a sustentacdo da valva durante a sistole e a didstole.
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SUMMARY

The cuspids of the aortic valve are constituted mainly by water (approx. 80%), but
also by collagen and noncollagenous proteins, elastin and proteoglycans, which are
responsible for their mechanical properties. Structurally are formed by fibrous, spongeous,
and ventricular layers. Fibrous and ventricular layers maintain the structural integrity of the
valve, while the spongeous layer has an important role in absorption of tension and
compression mechanical forces. The porcine aortic valves have been utilized for the
production of bioprostheses, however its durability is reduced especially due to
calcification process. Structural analyses of whole mounts of the valvar leaflets stained with
toluidine blue showed strongly stained fibrous components and metachromatic material
following the fibrilar components. The fibrous components emerged from the insertion
regions of the valve at the aorta wall, from both sides of the leaflet and have exhibited a
mainly longitudinal trajectory, according the main axis of the leaflet. Analysis in
polarization microscopy showed an intense bright of the fibers and fibrils demonstrating the
high molecular order of the collagen molecules in the fibrous components. Along the main
axis of the collagen bundles intense metachromasy was observed. Several metachromatic
regions were also found in a non-uniform distribution. Analysis of histological sections
stained with toluidine blue showed the three well distinct layers of the leaflet. A great
amount of cells was observed in the endothelial layer of the aortic and ventricular faces of
the leaflet. Cells with different morphologies and distributions were also observed in the

different layers. At the fibrous layer elongated cells, named fibroblasts, were found along
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the collagen bundles. The ventricular layer showed round cells, similar to condhrocytes. At
the spongeous layer both types of cells were fond.

The biochemical study consisted of extracting the extracellular matrix components
using 4 M guanidine-chloride, fractionation in DEAE-Sephacel column and analysis in
SDS-PAGE. The collagenic proteins found at the leaflets showed Mr values between 18-
170 kDa. A polydisperse band with 70 kDa and another between 80 and 100 kDa were
found and possibly are the small proteoglycans fibromodulin and decorin. The analysis of
glycosaminoglycans in agarose-propilenodiamino gel, after digestion with papain, revealed
the presence of chondroitin sulfate and dermatan sulfate. The analysis in agarose-
polyacrylamide gel of the ultracentrifugation D1 fraction revealed a polydisperse and
metachromatic band after toluidine blue staining, indicating the presence of proteoglycans
of high molecular weight.

Analyzing the biochemical and morphological data, may be concluded that: 1)
Small and large proteoglycans are present in the extracellular matrix of the aortic valve. 2)
Proteoglycans are distributed preferentially in certain regions of the leaflet probably due a
more intense presence of compressive forces in those regions. 3) Collagen bundles are
distributed along the main axis of the leaflet but are also found forming an interwoven

structure to provide sustentation of the valve during systole and diastole.
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INTRODUCAO

A valva adrtica estd localizada na raiz da artéria aorta sendo formada por trés
cuspides (semilunares), as quais se encontram fixadas inferiormente a parede interna do
vaso, possuindo uma margem livre superior (DIDIO, 1974) (fig 1). A pressao relativamente
alta na artéria aorta apds a sistole provoca o fechamento abrupto da valva aértica, o qual
impede o retorno do sangue do vaso ao ventriculo esquerdo, mantendo o fluxo sanguineo

unidirecional (GUYTON & HALL, 2002).

Borda livre

Parede da aorta

>
Longitudinal

Fig 1. Esquema de um dos folhetos da valva adrtica de porco. A borda longitudinal se fixa a
parede da aorta, enquanto a borda superior estd livre para se abrir e permitir o fluxo de sangue
durante a sistole, e se fechar durante a didstole. Os feixes de coldgeno estdo dispostos nas dire¢des

longitudinal e transversal.
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Os folhetos da valva adrtica sdo formados por um sistema de malhas eldsticas,
reforcados por um denso feixe de fibras coldgenas, arranjadas de forma orientada
(VESELY, 1998). A invaginacdo desses feixes de coldgeno atua como potentes redutores
do estresse durante a acdo mecanica da valva (SAUREN et al., 1980). Todas as valvas
exibem uma estrutura semelhante, em camadas, que consistem predominantemente em um
nicleo denso, formado de fibras de coldgeno, proximo a superficie de efluxo e continuo
com as estruturas de sustentacdo valvares. Também € encontrado um tecido conjuntivo
frouxo (esponjoso) proximo a superficie de influxo. A porcao fibrosa mantém a integridade
estrutural da valva, enquanto a esponjosa tem papel importante na absor¢cdo de forgas
mecanicas de tensdo e compressao (ROBBINS, 2000). Estas camadas por serem
extremamente exigidas do ponto de vista biomecéanico, devido a prépria funcionalidade da
valva, podem facilmente sofrer rupturas devido a compressao durante a flexura valvar na
abertura ou no fechamento (VESELY, 1998).

As fixacdes dos folhetos que constituem a valva sdo feitas por estruturas
fibrocartilaginosas contendo grande quantidade de fibras coldgenas (SAUREN et al., 1980),
glicosaminoglicanos e elastina (McDONALD, et al., 2002). O coldgeno e as fibras elésticas
fazem parte dos componentes fibrilares da matriz extracelular. A matriz, abundante nos
tecidos conjuntivos, € constituida por complexos macromoleculares relativamente estaveis,
formados por moléculas de coldgeno, proteoglicanos e proteinas nao-colagénicas
produzidas e exportadas pelas células, modulando a estrutura, fisiologia e biomecanica dos
tecidos (JOHANSSON, 1996).

O coldgeno é um componente fibrilar da matriz extracelular, sua estrutura alongada

¢ formada por trés cadeias polipeptidicas (van der REST & GARRONE, 1991)
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denominadas cadeias o, ricas em prolina e glicina, que formam uma tripla fita helicoidal
(LINSENMAYER, 1985). Cada cadeia helicoidal é composta por uma tripla seqiiéncia
repetitiva de Gly - X- Y, onde X e Y podem ser qualquer aminoicido (LINSENMAYER,
1985), mas freqiientemente X € prolina e Y € hidroxiprolina (van der REST & GARRONE,
1991; LINSENMAYER, 1985). As moléculas de coldgeno sdo glicosiladas, e a glicosilacao
ocorre nos residuos de hidroxilisina (HAY, 1991).

Atualmente sdo conhecidos vinte e quatro tipos de coldgenos, sendo que a diferenca
entre eles reside na composi¢do de aminodcidos, nos dominios de cada molécula e nos
diferentes arranjos estruturais (van der REST & GARRONE, 1991).

O papel atribuido ao coldgeno é conhecidamente estrutural, mas também estd
envolvido direta ou indiretamente em processos de adesdo e diferenciacio celular, como
agente quimiotitico para macréfagos e fibroblastos e como antigeno nos processos
imunolégicos (LINSENMAYER, 1985).

A rede de coldgeno depende do balanco entre a sintese e a degradagdo das fibrilas
de coldgeno, sendo que estes fatores podem ser modulados por enzimas de degradacio e
proteoglicanos (RADERMECKER, et al., 2003).

Os proteoglicanos sdo constituidos basicamente por um esqueleto protéico central
ao qual estdo ligados covalentemente uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos, no
espaco intercelular existem duas classes principais de proteoglicanos: os grandes,
representados pelo agrecam e versicam, € 0s pequenos proteoglicanos, onde se destacam o
decorim, biglicam e fibromodulim (KUC & SCOTT, 1997). As diferencas observadas tanto

no esqueleto protéico quanto nas classes de glicosaminoglicanos ligados, permitem que os
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proteoglicanos desempenhem diversas fun¢des no organismo (HASCALL & HASCALL,
1985). Os glicosaminoglicanos sdo cadeias polissacarideas ndo ramificadas, compostas de
unidades repetidas de dissacarideos (HASCALL & HASCALL, 1985). Nos dois agucares
do dissacarideo, um é sempre sulfatado e o outro é geralmente um 4cido urdnico, com
excecdo do queratam sulfato (no lugar do dcido urdnico tem galactose). Devido aos grupos
sulfato e carboxila que fazem parte da cadeia, os glicosaminoglicanos sao carregados
negativamente (HAY, 1991).

As diferentes caracteristicas apresentadas pelos glicosaminoglicanos estio
relacionadas a composicao dissacaridica, ao tipo de ligacdo glicosidica entre eles e ao
nimero e a localizagcdo dos radicais sulfato. Com base nestas caracteristicas sao conhecidos
os seguintes glicosaminoglicanos: condroitim sulfato, dermatam sulfato, heparam sulfato,
queratam sulfato e dcido hialurénico (COMPER, 1996).

Os pequenos proteoglicanos decorim e fibromodulim estdo envolvidos na
montagem das fibrilas de coldgeno, podendo influenciar na organizacio e no diametro das
mesmas (YAMADA, 1985; KUC & SCOTT,1997). O decorim estd presente provavelmente
em todos os tecidos conjuntivos fibrosos (COMPER, 1996). Rico em leucina possui uma
cadeia de glicosaminoglicanos que pode ser de condroitim ou de dermatam sulfato,
dependendo do tecido em que se encontra. O decorim tem influéncia na fibrilogénese do
coldgeno tipo I e tipo II, e tem sido mostrado recentemente que tanto o decorim como o
lumican, que também € um pequeno proteoglicano, t€ém diferentes efeitos na formacdo da
fibrila bem como locais distintos de liga¢cdo na mesma (RADERMECKER et al., 2003).

O fibromodulim tem sua distribuicdo mais restrita em relacdo ao decorim e

biglicam. E abundante em cartilagem, tenddes e esclera e pouco encontrado em 0ssos € pele



21

(FOSANG et al., 1996). Provavelmente tem a funcdo de regular o didmetro das fibrilas de
coldgeno (KNUDSON & KNUDSON, 2001).

O biglicam da mesma forma que o decorim, também € rico em leucinas, mas possui
duas cadeias de glicosaminoglicanos, e dependendo do tecido considerado, estas cadeias
podem ser condroitim ou dermatam sulfato. Sua func¢do pode estar relacionada a adesdo
celular e estrutura¢do da matriz (FOSANG et al., 1996; KNUDSON & KNUDSON, 2001).

Além de componentes como o coldgeno e os proteoglicanos, a matriz extracelular
contém proteinas ndo-colagénicas que na maioria, sdo multifuncionais, devido a presenca
de dominios estruturais dentro da mesma molécula. Essas proteinas estdo envolvidas em
fendmenos que contribuem para a interagdo célula-matriz permitindo uma sinalizag¢io
bidirecional (MODIS, 1991; JOHANSSON, 1996). Proteinas ndo-colagénicas como a
fibronectina e laminina, servem de mediadores da adesdo celular com outros componentes
da matriz (RUBIN et al., 1996; JOHANSSON, 1996).

A fibronectina ¢ uma molécula sintetizada por fibroblastos, células endoteliais,
condrécitos, células gliais e midcitos. E abundante na matriz dos tecidos conjuntivos,
membranas basais e fluidos corporais (PIEZ & REDDI, 1984). Participa de alguns
processos bdsicos, como migragdo e diferenciacdo celular, desenvolvimento embrionério,
coagulacdo sanguinea, formacdo de metdstases e tumores celulares. Pode se ligar as
integrinas, aos proteoglicanos, ao coldgeno e a fibrina JOHANSSON, 1996).

Além de fibronectina e laminina, outras proteinas niao colagénicas tém sido
identificadas como proteina oligomérica de matriz de cartilagem (HEDBOM et al., 1992),

proteina de matriz de cartilagem, proteinas de 58 e 36kDa (HEINEGARD & PIMENTEL,

1992), entre outras.
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A matriz extracelular também € formada por um sistema eldstico. A elastina é o
principal componente de uma fibra eldstica madura e sua composi¢do € rica em glicina,
prolina, lisina e aminodcidos hidrofébicos. Estruturalmente as fibras elasticas sdo formadas
por um cilindro central sélido composto por abundante material amorfo e homogéneo, a
elastina, envolvido por microfibrilas formadas de glicoproteinas, entre elas a fibrilina
(ROSS et al., 1995). A presenca de uma estrutura eldstica permite a valva sofrer distensao
durante o trabalho valvar (SCOTT & VESELY, 1996) permitindo que se distenda durante a
passagem de sangue do ventriculo para a aorta.

A valva adrtica possue uma estrutura altamente viscoeldstica exibindo um complexo
comportamento anisotrépico e seu comportamento ndo pode ser explicado simplesmente
devido ao coldgeno. A longevidade desta estrutura depende da interacdo dos seus
constituintes na matriz extracelular como o coldgeno, a elastina e os proteoglicanos
(SCOTT & VESELY, 1996).

As cuspides valvares contém cerca de 50% de coldgeno e apenas 13% de elastina do
seu peso seco (BASHEY et al., 1967). O principal coldgeno presente na valva adrtica € o
do tipo I, composto por duas cadeias distintas de polipeptideos, a al (I) e a a2 (I). Também
estd presente o coldgeno tipo III, composto de trés cadeias ol (BASHEY, et al., 1978;
MANNSCHOTT, et al, 1976; SCOTT & VESELY, 1996). As fibras do coldgeno
funcionam como pontes de unido dos folhetos valvares as paredes da aorta, comportando-se
como cabos de uma suspensdo, transmitindo as for¢as impostas aos folhetos, pelo retorno
do sangue, a parede da aorta durante a didstole (LOVEKAMP & VYAVAHARE, 2001). As
valvas estdo sujeitas a intensos estresses mecanicos repetitivos, devido a 40 milhdes de

ciclos cardiacos/ano. Deformacdes teciduais significativas tém sido observadas a cada
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ciclo, onde o gradiente de pressdo para a valva adrtica € cerca de 80mm de mercurio
(ROBBINS, 2000), dessa forma, as valvas tém que apresentar uma estrutura capaz de
suportar estas oscilagdes de pressao.

A valva do coragdo tem sido substituida em operacdes cardiacas no tratamento
severo de doencas valvares (YE et al., 2000) ocasionadas por alteragdes nas células e na
matriz extracelular como: degeneracdo das fibras de coldgeno, aumento da elastina e
alteracdes nos proteoglicanos (SUNG, et al, 1999; McDONALD, et al., 2002). Essas
doencas incluem alteracdes como estenose, causada pela calcificacdo distrofica da valva,
resultando na incapacidade da valva de se abrir por completo, ou ainda alteracdes que
causam a insuficiéncia valvar, que impede a mesma de fechar por completo, resultando na
doencga intrinseca das cuspides valvares ou na deformacgdo das estruturas de sustentac¢io
(ROBBINS, 2000).

Em geral a estenose das valvas adrticas pode ser congénita ou adquirida, entretanto
a imensa maioria dos casos representa uma calcificacdo degenerativa relacionada com a
idade (ROBBINS, 2000). No caso da estenose adrtica reumdtica que pode permanecer
durante anos no organismo sem que o paciente perceba, sdo produzidos efeitos secundérios
no coragdo, vasos sanguineos e em outros Orgdos tanto distais como proximais a lesdo
valvar (FARIA et al., 1999; ROBBINS, 2000). O comprometimento das valvas por focos
inflamatérios (febre reumdtica aguda) consiste tipicamente em necrose fibrindide no
interior das cuspides onde sdo encontradas “verrugas” ao longo das linhas de fechamento;
estas projegcdes verrucosas provavelmente resultam da precipitacdo de fibrina (LEHNER et
al., 1997). Também pode haver formacdo de depositos calcificados degenerativos nos

folhetos da valva adrtica, que podem ser visualizados macroscopicamente sob a forma de
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nédulos irregulares (VILLALBA et al., 2001), pétreos e em certas ocasides ulcerados
(ROBBINS, 2000). Estes depésitos de célcio podem causar at€é mesmo morte subita se
atingirem uma profundidade suficiente para comprometer o sistema de condu¢do (MOORE
& ADAMS, 2001).

Como os ndédulos ulcerados podem propiciar um local para trombos que podem
embolizar, alguns pacientes com calcificacio dos folhetos valvares apresentam riscos
aumentados de acidente vascular cerebral. Estes n6dulos também podem constituir sitios
para uma endocardite infecciosa (FARIA et al., 1999).

Uma das mais graves de todas as infec¢Oes valvares se caracteriza pela colonizagao
ou invasao das valvas cardiacas, do endocardio mural e de outros locais cardiovasculares
por um agente microbioldgico caracterizando a endocardite infecciosa (TOLSTRUP et al.,
2002). Tanto na forma aguda como sub-aguda da doenga, nas valvas cardiacas sdo
observadas vegetacdes fridveis, volumosas e potencialmente destrutivas, que contém
fibrina, células inflamatorias e bactérias ou outros microorganismos, que podem causar até
mesmo erosao ou perfuracio das cuspides (FARIA er al., 1999; ROBBINS, 2000).

A variedade de biomateriais utilizados em laboratério inclui as biopréteses de
valvas cardiacas (FISHBEIN et al., 1982), estas fornecem durabilidade boa comparada com
valvulas mecanicas (SUNG et al., 1999). Nos ultimos trinta anos, as valvas cardiacas t€m
sido clinicamente substituidas (LEHNER et al., 1997) por diferentes tecidos bioldgicos, que
podem ser homodlogos, como a fascia lata, o peritoneo e o pericardio, tecidos heter6logos
como enxertos de valvas adrticas ou ainda tecidos autélogos como valvas pulmonares
(ZERBINI, 1975). As préteses também podem ser mecinicas (ROBBINS, 2000). De modo

geral sdo utilizados biopréteses de valvas cardiacas de porco, devido a similaridade em
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tamanho e forma com a humana (SAUREN et al.,1980a; VALENT ef al., 1985; COLOMB
et al., 1987; SUNG, et al., 1999; KIM, 2002; MOORE & ADAMS, 2002).

A limitacdo da prétese valvar estd relacionada com a deterioracdo do tecido da
cuspide (SINGLA & LEE, 2002) seguido usualmente de violenta estenose cuspal, muitas
vezes com regurgitagdo sanguinea (CHEM et al., 1997), ou tem sido limitado devido a
calcificagdes que ocorrem nos folhetos (YE et al., 2000). Esta calcificacdo pode ser
consequéncia da interacdo da valva com o receptor, do préprio implante ou de fatores
mecanicos (CHEM et al., 1997). Essa calcificagcdo do tecido valvar € comum devido ao
envelhecimento, as doengas como aterosclerose, diabetes, estenose adrtica e outras
(SINGLA & LEE, 2002). Para que ocorra um efeito clinico vidvel na substituicdo das
valvas quanto a sua eficiéncia e durabilidade, muitas pesquisas visam conter o processo de
mineralizacdo (CHEM et al., 1997), isolando componentes envolvidos na ancoragem das
células que podem estar associados a componentes estruturais do tecido, facilitando a
calcificac@o (YE et al., 2000; SINGLA & LEE, 2002).

Os estudos quanto ao reparo dos defeitos da matriz em bioproteses (VILLALBA et
al., 2001) ainda sdo incompletos no sentido de se obter uma bioprétese em condi¢des de ser
usada de forma eficiente, ou seja, ser resistente a uma possivel acdo degradativa e ao
mesmo tempo manter as propriedades mecanicas que permitam sua funcionalidade (KIM,
2002).

Cerca de 60 % dos pacientes que receberam préteses valvares apresentam lesdes
relacionadas com a prétese dentro de um periodo de dez anos apds a cirurgia. Entre as
conseqiiéncias devido as falhas nas préteses, estdo: trombose, hemorragia relacionada a

anticoagulantes, endocardite da prétese valvar, deterioracdo estrutural (intrinseca),
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calcificacdo, disfuncdo ndo-estrutural como extravasamento paravalvar, anemia hemolitica.
As falhas nas biopréteses sdo devido a problemas estruturais como fratura, falha de
encaixe, dilaceracdo da cuspide, desproporcdo, desgaste e ruido (ROBBINS, 2000). Vérios
estudos t€ém mostrado que a utilizacdo de valvulas mecanicas trazem desvantagens como
tromboembolismo e infec¢des, com conseqiiente redugcdo do tempo de utilizagdo da valva.
Ultimamente tem sido intensificado os estudos com biopréteses (LEHNER et al, 1997;
SAMOUILLAN et al, 2000; YE et al, 2000), utilizando valva cardiaca de porco. Contudo
os resultados ainda ndo sdo satisfatorios devido a falhas no processo de desvitaliza¢do do
material, induzidas pela presenca de fixadores como o glutaraldeido.

Acreditamos que os procedimentos para a producdo de biopréteses de valvas de
porco, para serem mais eficientes em termos de durabilidade e redugdo dos processos de
calcificagcdes, requerem um melhor conhecimento sobre 0s aspectos organizacionais e

composicionais destas valvas.
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OBJETIVOS

1. Estudar aspectos estruturais da valva adrtica de porco, especialmente aqueles

relacionados a organizagdo e distribuicdo dos componentes da matriz extracelular.

2. Extrair, fracionar e identificar os principais componentes presentes na matriz extracelular

do tecido conjuntivo presente nesta valva.
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ORDEM MOLECULAR DE FEIXES DE COLAGENO E DISTRIBUICAO

DE PROTEOGLICANOS EM VALVA AORTICA DE PORCO
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RESUMO

Andlise estrutural das cuspides da valva adrtica, através da montagem total dos
folhetos valvares fixados em solu¢do de paraformaldeido a 4% e corados com azul de
toluidina pH 4,0, mostrou que estes folhetos sdo formados por componentes fibrosos e por
material metacromatico encontrado tanto concentrado em algumas regides do folheto como
acompanhando as estruturas fibrosas. Os componentes fibrosos emergiam das regides de
insercdo da valva na parede da artéria, de ambos os lados do folheto e exibiram um trajeto
preferencialmente longitudinal, segundo o eixo mais longo do folheto. A metacromasia foi
observada nos feixes de coldgeno e também de maneira ndo uniforme em vérias regides do
folheto. O folheto é composto por trés camadas bem distintas, sendo duas fibrosas e uma
intermedidria com caracteristicas de tecido conjuntivo frouxo. As estruturas fibrilares e as
células presentes nestas camadas apareceram fortemente coradas pelo azul de toluidina. A
intensa metacromasia observada em vdrias regidoes da valva, foi abolida apds tratamento
com hialuronidase testicular, devido a remocao total dos glicosaminoglicanos. Anélise em
microscopia de polarizacdo mostrou brilho intenso tipico de feixes de coldgeno, exibido
pelas fibras e fibrilas evidenciando sua distribui¢do altamente orientada. A disposicdo
organizada das fibras de coldgeno também foi encontrada nos cortes impregnados com
prata. Andlise em microscopia de polarizacio mostrou o dicroismo linear positivo,
observado quando os feixes de coldgeno foram posicionados paralelamente ( A, ) e
perpendicularmente ( A.) ao azimute do polarizador. Na camada intermedidria foram
encontradas fibras coradas em preto que correspondem a fibras reticulares. Nos cortes

corados com HE foram observadas células com diferentes formas e distribuicdes.
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INTRODUCAO

A valva adrtica é uma das quatro valvas que controlam o fluxo de sangue no
coracdo. Estd localizada em uma abertura do ventriculo esquerdo, que permite a passagem
de sangue do ventriculo para a aorta durante a sistole. A calcificacio desta valva, que pode
ser causada por ma formagdo congénita, idade ou um processo inflamatério, (Sung et al.,
1999; Kim, 2001) geralmente culmina com sua substitui¢do, que tem sido realizada nos
ultimos trinta anos por uma variedade de biomateriais incluindo as biopréteses de valvas
cardiacas (Fishbein et al, 1982), que permitem maior durabilidade comparada com
valvulas mecanicas (Sung et al., 1999). De modo geral sdo utilizados biopréteses de valvas
cardiacas de porco, devido a similaridade em tamanho e forma com a humana (Sauren et
al.,1980b; Valent et al., 1985; Colomb et al., 1987; Sung, et al., 1999; Kim, 2002; Moore &
Adams, 2002).

Todavia o bom funcionamento das préteses valvares tem sido limitado devido a
calcificacdes que ocorrem nos folhetos (Ye er al, 2000) resultando em deterioracdo do
tecido da cuspide (Singla & Lee, 2002) seguido usualmente de acentuada estenose cuspal,
muitas vezes com regurgitacdo sangiiinea (Chen et al., 1997). Embora ndo se conheca
claramente o mecanismo molecular da calcificagdo, este processo parece ocorrer devido a
alguma rejeicao por parte do paciente ou a algum outro fator originado do préprio implante
(Chen et al., 1997; Colomb et al., 1987).

Para que ocorra um efeito clinico vidvel na substituicdo das valvas quanto a sua
eficiéncia e durabilidade, muitas pesquisas visam conter o processo de mineraliza¢io

bloqueando componentes envolvidos na ancoragem das células (Ye et al., 2000) que



36

poderiam estar associados a componentes estruturais do tecido e desse modo facilitar a
calcificacdo (Singla & Lee, 2002), mas ainda ndo se tem resultados satisfatorios.

A valva consiste em trés cuspides localizadas no interior da artéria aorta e
estruturadas por trés camadas distintas, a fibrosa, a esponjosa e a ventricular. As camadas
fibrosas, sdo compostas por uma camada denominada fibrosa (voltada para a artéria aorta) e
outra denominada ventricular (voltada para o ventriculo). Essas camadas mantém a
integridade estrutural da valva e possuem fibras de coldgeno dispostas de forma orientada,
permitindo que os feixes arranjados de maneira ondulada possam expandir-se durante o
trabalho da valva, bem como auxiliar o acoplamento dos trés folhetos selando o orificio
valvar (Scott & Vesely, 1996; Vesely, 1998). Entre a fibrosa e a ventricular encontra-se
uma camada de tecido frouxamente organizado denominada de esponjosa, com papel
importante na absor¢cdo de forcas mecanicas de tensdo e compressao (Robbins, 2000). O
coldgeno e as fibras eldsticas fazem parte dos componentes fibrilares da matriz extracelular.
Além destes, também estdo presentes os proteoglicanos, que junto com componentes
fibrilares modulam a estrutura, fisiologia e biomecanica dos tecidos. Em razao das camadas
da valva serem extremamente exigidas do ponto de vista biomecanico, devido a prépria
funcionalidade da valva, podem ocorrer rupturas durante a flexura valvar na abertura ou no
fechamento (Vesely, 1998).

No presente trabalho apresentamos um estudo sobre a organizacdo estrutural da
valva adrtica de porco utilizando a microscopia convencional e a microscopia de

polarizagdo.
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MATERIAIS E METODOS

Material Biologico

Foram utilizadas valvas adrticas de oito coragdes de porcos da linhagem Large-
White com idade entre 4 e 6 meses provenientes do Abatedouro Marchiori da cidade de
Amparo - SP. As valvas foram retiradas imediatamente apds o abate, lavadas em solucio

fisioldgica 4°C e colocadas em solucdo fixadora.

Fixagdo das Valvas

As valvas foram fixadas em solu¢do de paraformaldeido a 4% em tampao Mcllvaine
0,1M, pH 7,2 a vacuo por uma hora. Em seguida foram transferidas para a geladeira onde
permaneceram no fixador por mais 24 horas. Apos a fixacdo, as valvas foram processadas
para inclusdo 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 foram utilizados para montagem total em

laminas.

Coloragdo
1. Azul de Toluidina pH 4.0

Montagem total de folhetos inteiros e cortes histolgicos, foram corados em solucao
de azul de toluidina a 0,025% em tampao Mcllvaine 0,IM pH 4,0 por 15 minutos. Em

seguida, as laminas foram lavadas em tampao Mcllvaine 0,IM pH 4,0, secas ao ar,



38

mergulhadas rapidamente em xilol e montadas em balsamo do Canadd (Mello & Vidal,
1980), que tem o indice de refracao igual ou préxima das estruturas dos tecidos, o que evita
artefatos de refracdo. Algumas laminas com cortes histolégicos foram previamente tratadas

com hialuronidase testicular e posteriormente coradas com azul de toluidina.

2. Hematoxilina e Eosina

Alguns cortes foram corados com solu¢do de Hematoxilina de Erlich durante 2
minutos e posteriormente corados em solucdo alcodlica de eosina por 1 minuto (Kiernan,
1981). Em seguida, as laminas foram desidratadas em uma sequéncia de élcoois 70, 80, 95

e 100%, mergulhadas rapidamente em xilol e montadas em bdlsamo do Canada.

Digestao Enzimdtica pela Hialuronidase Testicular

Cortes histologicos foram mergulhados, rapidamente, em celoidina, deixados a secar
de modo a formar uma pelicula de prote¢do, e em seguida, tratados com hialuronidase
testicular (Sigma) na concentracdo de 1 mg/mL de solu¢dao de NaCl 0,9% durante 6h a 37°C
em camara imida (Kiernan, 1981). Apds as 6 horas, a hialuronidase foi retirada dos cortes e
a celoidina removida com acetona. Os cortes foram lavados em é&lcool 70% e

posteriormente, em dgua destilada.

Impregnacdo com Prata
A solug@o de carbonato de prata amoniacal foi preparada utilizando 15mL de
carbonato de sédio a 5% para SmL de nitrato de prata a 10%. O resultado imediato € a

formagdo de um precipitado amarelo-esbranquicado. Durante a reacdo o sobrenadante é
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removido e o precipitado lavado e ressuspendido ao volume inicial de 20mL. Neste foi
adicionado gota-a-gota uma solucdo de hidréxido de amodnia em constante agitacdo. O
volume final da solucdo foi completado para 30mL com &dgua destilada. A solugdo foi
recentemente preparada antes do uso. Outras solucdes requeridas pelo método incluem a
solucdo de reducdo de formoldeido a 10% e solugdo de tiossulfato de sédio a 5%. Os cortes
foram cobertos com solucdo de carbonato de prata amoniacal até ficarem amarelados ou
amarelo-escuro. Apds utilizou-se a solu¢do redutora de 1-5 minutos, lavados em dgua
destilada vérias vezes e apos embebido em solucdo de tiossulfato de sédio a 5% depois

desidratados, diafanizados e montados em balsamo do Canada (Vidal, 2003b).

Documentagao Fotogrdfica

Para documenta¢do do material foi utilizado Lupa Zoom Stereo Microscope SZ
4060 acoplada com PM 20 Photomicrographic System e microscopio Zeiss Axioplan 2,
equipado com objetivas Neofluar 2,5X, 10X, 20X e 40X, optovar fator 2,5 e condensador
1,4. Acoplado ao microscopio, o dispositivo Axiophot 2 (Zeiss), ambos suprido com filme

Kodak Gold ISSO 100.
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RESULTADOS

Cortes corados com HE mostraram a estrutura geral do folheto, em que as trés
camadas na regido central apresentam-se com grande quantidade de células (fig 1a). A
camada fibrosa, voltada para a aorta, e a esponjosa aparecem fortemente coradas pela
eosina, ja a face ventricular, préxima a inser¢do aparece fracamente corada (fig 1b),
evidenciando uma composi¢do diferente dos elementos da matriz extracelular, como
também se pode verificar nos cortes corados com a AT (fig 4c, d). O folheto possui a
presenca de células com diferentes morfologias e distribui¢des. Na camada esponjosa foram
encontradas células alongadas, semelhantes aos fibroblastos, e arredondadas, semelhantes a
condrdcitos (fig 1a, b), em maior aumento, células semelhantes aos fibroblastos aparecem
dispostas ao longo dos feixes de coldgeno (fig lc, d). A camada ventricular apresentou
células arredondadas, similares aos condrdcitos (fig 1b).

Montagem total do folheto valvar corado com azul de toluidina (AT) e observado
com pequeno aumento (fig. 2a), mostrou uma estrutura fortemente corada, com
componentes fibrosos e material metacromdtico acompanhando estes componentes. As
fibras pareciam ter um componente corado ortocromaticamente com azul de toluidina (fig
2b). Estas fibras que emergem das regides de inser¢do da valva na parede da artéria, de
ambos os lados do folheto, exibe um trajeto preferencialmente longitudinal, segundo o eixo
mais longo do folheto. Ao se dirigirem para o centro do folheto, abrem-se formando uma
rede de fibrilas que se entrelacam e podem ser vistos em diferentes profundidades, na

montagem total e nos cortes (fig 4).
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Observando os feixes e fibrilas principalmente nas regides de inser¢do da valva
junto a parede da aorta (fig 4c) e no centro (fig 2a, 4a) do folheto, pdde-se notar presenca
de grumos metacromadticos nessas regides. A borda livre do folheto apresenta-se fortemente
corada com AT, mas nao exibiu metacromasia.

Observagdao do mesmo material em microscépio de luz comum (fig 2b), mostrou
que as fibras abrem-se em outras menores e distribuem-se em diferentes dire¢des no
folheto, mas em alguns locais estes ramificam-se dispondo-se de forma inclinada em
relacdo a borda livre da valva que apresenta regides metacromaticas. Quando analisado em
microscopia de polarizagdo foi observado o brilho intenso exibido pelas fibras e fibrilas
posicionadas a 45° do plano do polarizador (fig 2c) ou paralelamente a um dos planos de
polarizacdo (fig 2d), ficando evidente a natureza colagénica das fibras e fibrilas. Neste
ultimo, o brilho foi devido aos segmentos dos feixes de coldgeno, mais precisamente as
por¢des do “crimp” (estrutura ondulada, morfo-funcional) que estavam dispostas a 45° em
relacdo aos polarizadores. A birrefringéncia das fibrilas de coldgeno foi observada em toda
extensdo do folheto (fig 2d). A ondulagdo repetitiva presente nos feixes de coldgeno revela
a organizacao das fibrilas de coldgeno que fazem parte deste feixe quando este encontra-se
a 45° (fig 2e) ou paralelo aos planos do polarizador (fig 2f).

Intensa metacromasia devido a ligacio das moléculas de AT com estruturas
anidnicas, associadas ao longo dos feixes de coldgeno (fig 3a). Vadrias regides
metacromadticas estavam distribuidas de maneira ndo uniforme no folheto (fig 3b).

Cortes histolégicos transversais ao folheto, corados com azul de toluidina,
mostraram as trés camadas distintas do folheto: as fibrosas (fibrosa e ventricular) e a

esponjosa (fig 4a). Em toda extensao do corte foi observado grande quantidade de células, e
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nas faces do folheto voltadas para a artéria aorta e para o ventriculo foi encontrado uma
camada endotelial. As estruturas fibrilares e as células presentes nestas camadas apresentam
metacromasia quando coradas pelo AT. Andlise em microscopia de polarizacio mostrou
que a disposicdo da grande maioria das fibras de coldgeno acompanhava o eixo mais longo
do folheto, tal como se observa na vista panoramica da valva (fig 2), mas que em algumas
regides, como na que estd voltada para o ventriculo, algumas destas fibras assumiam
diferentes direcdes (fig 4b). Préximo a insercdo na parede da aorta (fig 4c) a disposi¢ao dos
elementos fibrilares do folheto é diferente do encontrado na regido central (fig 4a).
Metacromasia intensa foi observada nas trés camadas e a camada intermedidria ndo
apresenta-se tdo esparsa e com malhas frouxas, mas com um aspecto fibrilar mais compacto
como as outras camadas. Anélise ao microscopio de polarizacdo mostrou material fibrilar
birrefringente na posi¢do intermedidria indicando a presenca de feixes de coldgeno
altamente orientados (fig 4d). Os feixes de coldgeno embora estejam todos orientados
predominantemente em uma Unica direcdo, exibiram um aspecto imbricado entre si, com
feixes se entrelacando e assumindo uma complexa estrutura tridimensional. Na camada
ventricular os pontos brilhantes mostraram uma disposi¢do diferente das fibras do coldgeno
onde as cores da birrefringéncia se devem também a presenca de proteoglicanos nesta
regiao.

Tratamento de cortes do folheto com hialuronidase testicular e coloragdo com AT
resultou na remogdo total dos glicosaminoglicanos, ficando apenas em evidéncia o nicleo
das células (fig Sa). Observacdo em microscopia de polarizagcdo, com as fibras do coldgeno
a 45° dos planos do polarizador, mostrou que o tratamento enzimdtico ndo alterou o

“crimp” das fibras de coldgeno (fig 5b).
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A mesma disposi¢do das fibras do coldgeno ja descritas acima, foi também
encontrada nos cortes impregnados com prata, onde as fibras do coldgeno aparecem
coradas em amarelo-escuro e/ou marron-claro. Dicroismo linear (DL) foi observado quando
cortes foram posicionados de modo que os feixes de coldgeno estivessem paralelamente
(A|) (fig 6a) e perpendicularmente (AL ) (fig 6b) ao azimute do polarizador. O DL
encontrado foi positivo (A} > A1) . Na camada esponjosa foram encontradas fibras coradas
em preto que correspondem as fibras reticulares (fig 6¢). Nesta camada também foi
observado a presenca de feixes mais estreitos de coldgeno, que pareciam interligar feixes

maiores (fig 6¢).
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DISCUSSAO

Os métodos citoquimicos para andlise da metacromasia utilizaram o azul de
toluidina, um corante catidnico, do grupo dos corantes tiazinicos, cuja molécula é planar e
obedece a lei da quimica supra-molecular. Este corante possui excelentes propriedades
anisotrépicas, permitindo a determina¢do da ordem molecular em biopolimeros poli-
anidnicos (Vidal, 1987; Mddis, 1991). As informagdes obtidas com a microscopia de
polarizacdo, através da birrefringéncia, permitem a visualizagdo dos componentes fibrilares
da matriz extracelular, uma vez que a birrefringéncia € determinada pela orientacdo e pela
forca de oscilac@o de todas as transi¢cdes eletronicas das moléculas que compdem as fibrilas
colagénicas (Vidal, 1964, 1986). A ordem molecular é a fonte das propriedades
piezoelétricas, presentes em estruturas cujos componentes moleculares geram um campo
elétrico quando submetidos a deformagdes, e das propriedades piroelétricas, cujos
componentes desenvolvem uma polarizagdo espontaneamente e formam dipolos
permanentes em sua estrutura (Athenstaed, 1974; Fukada, 1974; Jaworeck et al., 1998),
sendo a microscopia de polarizacdo um dos meios de pesquisa adequado para este género
de estudo.

A microscopia de polarizacio € uma ferramenta que pode dar informagdes de
natureza micromorfolégica porque evidencia a fibra de coldgeno pela sua birrefringéncia,
que é causada devido a fatores da birrefringéncia intrinseca e textural ou de forma. A
birrefringéncia intrinseca corresponde as médias de todas as transi¢oes de elétrons entre as

ligacGes peptidicas, estabelecendo informacdes sobre a dire¢do de vibracdo e ressonincia

dos elétrons da regido de ligacdo peptidica na molécula de coldgeno ao longo da fibra. A
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birrefringéncia textural ou de forma por outro lado depende da geometria das moléculas,
das concentracdes dos componentes dos feixes de coldgeno e das diferengas entre seus
indices de refracdo (Vidal, 1987). Nas condicdes do presente trabalho, o tnico material
birrefringente é o coldgeno. Assim, os detalhes morfolégicos encontrados permitiram
analisar a importancia dos feixes de coldgeno na organizagdo estrutural da valva adrtica.

A arquitetura dos feixes de coldgeno valvar funciona como ‘“cabos de uma ponte
suspensa’, transmitindo a parede da artéria aorta as forcas de tensdo impostas aos folhetos
durante a fase diastolica (Vesely, 2001). Nesta fase, os trés folhetos se acoplam em resposta
ao fluxo sanguineo (Fishbein er al.,1982; Lovekamp & Vyavahare, 2001), impondo uma
biomecanica que depende muito da distribuicdo da malha dos feixes longitudinais de
coldgeno, na regido central de cada folheto, proporcionando a valva resisténcia necessdria
para suportar as variacdes de forcas que surgem neste processo.

Andlise da montagem total do folheto valvar em microscopia de polarizagao,
mostrou que os feixes de coldgeno exibem birrefringéncia, que é causada por uma ordem
molecular (Vidal, 1986). Os feixes de coldgeno exibem estruturas onduladas, que
evidenciam uma super estrutura helical tri-dimensional que provavelmente corresponde a
exigéncia termodindmica criada pela demanda biomecéanica do tecido, a exemplo do que ja
foi encontrado em tenddes flexores de porco (Feitosa et al., 2002). A birrefringéncia
exibida mostrou uma estrutura ondulada, morfo-funcional conhecida como “crimp”
(Gathercole & Keller, 1991; Vidal, 1995). Os feixes e fibras inseridos na parede da aorta
formariam uma hemicesta de malhas com espessuras varidveis, cujas malhas mais finas se

entrecruzam no centro. Deste modo forma uma estrutura viscoeldstica apropriada a ceder a
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passagem da coluna sanguinea e voltar a posi¢do diastdlica, suportando agora, a pressao
(impacto) do retorno.

Além do coldgeno, a matriz extracelular da valva contém os proteoglicanos,
evidenciados pela metacromasia do azul de toluidina que ¢ um corante catidbnico, com
estrutura molecular planar, que se liga a substratos com carga negativa (Vidal, 1980). No
tecido, em pH 4,0, o corante se liga preferencialmente aos grupamentos fosfatos dos dcidos
nucléicos e aos carboxila e sulfato das cadeias de glicosaminoglicanos na matriz
extracelular, sendo que tais cadeias se dispdem helicalmente ao longo do eixo principal das
fibras de coldgeno (Mello & Vidal, 2003). Os proteoglicanos estdo inclinados ao longo do
eixo principal das fibrilas do coldgeno em tenddes (Vidal & Mello, 1984) e cartilagem
articular (Vidal, 1963; 1964;Vidal & Vilarta, 1988; Vilarta & Vidal, 1989). Os resultados
obtidos estdo de acordo com a literatura onde os feixes de coldgeno aparentemente corados
com azul de toluidina, indicam que as cadeias glicnicas dos proteoglicanos estiao
arranjadas paralelamente as fibrilas de coldgeno de modo a otimizar as interacdes
eletrostaticas entre as cargas positivas do coldgeno e as negativas das glicanas dcidas (Vidal
& Mello, 1970; Mello & Vidal, 1973). A forte metacromasia devido ao empilhamento das
moléculas do AT, mais concentradas em determinadas regides do folheto valvar, indica que
nestas regides existe uma maior concentragdo de proteoglicanos, possivelmente como
consequéncia da presenga mais intensa de forcas compressivas. A existéncia dessas forcas
compressivas induziria as células a produzirem proteoglicanos, mesmo em tecidos
predominantemente fibrosos como em regides que recebem compressdo como em tenddes
de anfibios (Carvalho & Vidal, 1994), coelhos (Merrilees & Flint, 1980) bovinos (Vogel et

al., 1994, Koob & Vogel, 1987b) e suinos (Feitosa et al., 2002).
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No caso da analise dos cortes de valva corados com AT, foram observadas
nitidamente a camada fibrosa, voltada para a artéria aorta, a ventricular voltada para o
ventriculo e entre as duas camadas fibrosas, a malha frouxa denominada esponjosa (Sauren
et al., 1980b; Scott & Vesely, 1996; Vesely, 1998; Mc Donald et al., 2002; Bertipaglia et
al., 2003).

Alguns autores sugerem que as fibras de coldgeno na regido central do folheto, s@o
circunferenciais, € na regido proxima a inser¢ao na parede da aorta, sdo radiais (Sauren et
al., 1980a; Scott & Vesely, 1996; Vesely, 1998; Mc Donald et al., 2002; Bertipaglia et al.,
2003). Contudo nossas observacdes mostraram que as fibras de coldgeno assumem vérias
direcdes, embora haja um predominio da direcdo longitudinal para as fibras da regido
central, e inclinados, em diferentes angulos na regido proxima a inser¢do na aorta. Este
arranjo juntamente com a elastina, permitiria ancorar o folheto valvar em todas as dire¢des,
estruturando eficientemente a valva e evitando rupturas do folheto durante o trabalho
mecanico da valva.

A andlise dos cortes corados com AT mostrou intensa metacromasia em toda
extensdo da camada fibrosa, ou seja, a voltada para a aorta, enquanto que na camada
ventricular, a metacromasia estava presente apenas proxima a insercdo na aorta. Essas
diferencas regionais na ocorréncia de metacromasia, resultam da presenca mais
significativa de proteoglicanos nestas regides, provavelmente devido a acdo de forcas
compressivas que ocorrem de maneira uniforme durante a abertura e fechamento da valva.

A funcionalidade da valva depende do movimento relativo entre as fibras de

coldgeno e fibras elasticas, que juntamente com o efeito hidratante e lubrificante dos
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proteoglicanos minimiza o estresse sofrido pelo folheto (Scott & Vesely, 1996; McDonald
et al., 2000).

Na regido central do folheto, a camada esponjosa aparece formada por feixes de
coldgeno mais finos e esparsos do que no restante da valva, que conecta as camadas fibrosa
e ventricular (Scott & Vesely, 1996). Nossos resultados sugerem que haja um
entrecruzamento de fibras nesta regido, promovendo uma distribuicao adequada de forgas,
compativeis a viscoelasticidade da estrutura, o que garante a qualidade biomecanica do
folheto. Este aspecto contudo muda na por¢do mais proxima da insercdo do folheto na
parede da aorta, onde os feixes de coldgeno aparecem altamente compactos, como
demonstrado pelas imagens de birrefringéncia. Esta mudanca na estruturagdo do folheto
estd provavelmente relacionada a uma maior necessidade de reforco biomecénico nesta
regido.

Extragdes enzimdticas com maior ou menor especificidade permitem o controle das
reacoes de basofilia e metacromasia, de modo a identificar quais substdncias sdo
responsaveis pela ligacdo do corante (Vidal & Mello, 1987). A hialuronidase testicular €
um tratamento histoquimico efetivo na remocgdo de glicosaminoglicanos, abolindo
totalmente a metacromasia exibida pelo folheto quando corado com AT deixando visivel no
folheto valvar somente os nucleos. Sua acdo causa a despolimerizagao do acido hialurénico
e do condroitim sulfato (Vidal, 1976), sugerindo que um destes ou ambos estdo presentes
no tecido.

A impregnacdo com prata dos componentes da matriz extracelular pode nio ser
especifica, entretanto a ligacdo da prata com a super estrutura do coldgeno pode prover um

ordenado complexo metal-biopolimero (Vidal, 2003a), mostrando a distribuicdo,
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variabilidade e orientacdo macromolecular das fibras do coldgeno na valva. A impregnacao
por prata apresenta 0 mesmo padrdo ja demonstrado em coloracdes com AT, onde as trés
camadas do folheto valvar aparecem estruturadas diferentemente com relagdo aos seus
componetes fibrilares. Medidas das propriedades anisotrépicas 6pticas do DL, dispersdo
anomala de birrefringéncia e curvas de birrefringéncia textural de fibras de coldgeno de
tenddes impregnados com prata, tém sugerido que as particulas da prata estdo distribuidas
paralelamente ao longo do eixo principal das fibras do coldgeno (Mello & Vidal, 1972;
Vidal et al., 1975). Um diferencial da prata é permitir que as fibras reticulares, coldgeno
tipo III, sejam distinguidas das fibras de coldgeno I, ficando evidente a participagdo de
fibras reticulares na estruturagdo em particular da camada esponjosa do folheto. O DL
positivo (A| > A1) encontrado para os feixes de coldgeno impregnados com prata, confirma
que estes feixes estdo orientados em uma direcdo preferencial na valva. O dicroismo linear
em fibras de coldgeno impregnadas com prata é causado por uma ligacdo ordenada das
nanoparticulas da prata nas moléculas de coldgeno, de modo a permitir a detectacio e
medi¢do da ordem molecular das fibras de coldgeno no tecido (Vidal & Joazeiro, 2002).

Os fibroblastos, células intertisciais da valva (Sung et al., 1999; Kim, 2001;
McDonald et al., 2002; Bertipaglia et al., 2003), vistos principalmente na camada fibrosa
acompanhando as fibras de coldgeno e dispersamente na camada esponjosa, possivelmente
tenham um comportamento multifuncional, como de comunicagdo célula-célula, migracao
e reparo de ferimentos, sendo de fundamental importancia em alteragdes da valva
relacionadas com a idade (McDonald et al., 2002). A presenca de células semelhantes a
condrdcitos em determinadas regides do folheto se deve provavelmente a existéncia de

forcas compressivas nestas regidoes, como ocorre em tenddes de ratos que demonstraram a



50

existéncia de modifica¢des fenotipicas de acordo com o grau de for¢a compressiva a que

foram submetidos (Ralphs et al., 1991; 1992; Rufai et al., 1992).
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1 - Cortes tranvesal (A e B) e longitudinal (C e D) corados com HE, vistos em
microscopia convencional (A - C) e microscopia de polarizacdo (D). A — Corte da regido
central do folheto, mostrando grande quantidade de células nas trés camadas do folheto. B —
Corte da regido do folheto proximo a inser¢do na parede da aorta. Notar mudanca na
organizagao tecidual quando se compara a camada esponjosa e a ventricular. Na esponjosa
aparecem fibroblastos (f) e células arredondadas (ch) semelhante a condrdcitos, enquanto
na ventricular somente células arredondadas (ch) foram notadas. C - Presenca de
fibroblastos (f) dispostos ao longo dos feixes de coldgeno. D — Mesma que C, sob luz
polarizada, onde pode ser observado os feixes de coldgeno que estdo posicionados a 45° dos
polarizadores.

Barras = 70um.

Figura 2 - Montagem total do folheto valvar corado com azul de toluidina e observado com
o auxilio de lupa (A), em microscopia convencional (B) e microscopia de polarizagdo (C -
F), sob a perspectiva da face adrtica. A - Feixes de coldgeno (c) dispostos
longitudinalmente no folheto partindo das inser¢des na parede da aorta entrecruzando e
abrindo em leque na regido central do folheto. Observe material metacroméatico (m) entre os
feixes de coldgeno por todo o folheto. B - Detalhe da montagem total do folheto valvar
mostrando os feixes de coldgeno dispostos longitudinalmente (seta) e transversalmente

(cabeca de seta). Na montagem total do folheto pode ser visto em C - Fibras de coldgeno
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posicionadas a 45° dos planos do polarizador, e em D - Fibras de coldgeno posicionadas
paralelas aos planos do polarizador. E e F - Detalhe da figura 1¢c mostrando um feixe de
colageno (c) disposto a 45° (E) e paralelo (F) aos planos do polarizador.

Barras: A =0,2cm, B-D = 1000um, E e F = 50um.

Figura 3 - Montagem total do folheto valvar corado com azul de toluidina, visto pela face
adrtica. A - Detalhe da montagem total vista em microscopia de polarizacdo com os feixes
dispostos a 45° dos planos do polarizador. Observar grande quantidade de grumos
metacromaticos (seta) que estdo dispostos ao longo dos feixes de coldgeno. B - Detalhe de
A mostrando grumos intensamente metacromaticos (seta).

Barras: A = 600pum, B = 20um.

Figura 4 - Corte transversal do folheto valvar corado com azul de toluidina. A- Corte da
regido central do folheto da valva mostrando as camadas fibrosa (f), esponjosa (s) e
ventricular (v). B - Mesmo que anterior, visto em microscopia de polarizacdo,
paralelamente aos planos do polarizador. C - Corte da regido de insercao do folheto valvar
na parede da artéria aorta. Metacromasia (m) foi observada em todas as camadas do folheto.
D - Disposicdo longitudinal (seta) das fibras de coldgeno nas camadas fibrosa (f) e
esponjosa (s) com disposicao transversal das fibras de coldgeno na camada ventricular (v).

Barras = 70pum.
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Figura 5 - Corte longitudinal do folheto valvar tratado com hialuronidase testicular e
corado com azul de toluidina. A - Observacdo em microscopia convencional. Notar a
auséncia de metacromasia apds o tratamento com a enzima. B - Mesma que A visto em
microscopia de polarizacdo e com os feixes de coldgeno posicionados a 45° em relagdo aos
polarizadores. A birrefringéncia observada é devida somente as fibras coldgenas.

Barras = 80um.

Figura 6 - Corte longitudinal do folheto valvar impregnados com prata, visto sob
microscopias de polarizacio (A e B) e convencional (C). A e B - Dicroismo linear positivo.
A - Feixes de coldgeno paralelos ao azimute do polarizador. B - Feixes de coldgeno
perpendiculares ao azimute do polarizador. C - Fibras reticulares (seta) coradas em preto e
outras fibras de coldgeno provavelmente tipo I, coradas em amarelo-escuro e/ou marron-
claro, dispostas longitudinalmente no folheto.

Barras: A e B =70um, C = 40um.
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RESUMO

Virios estudos com valvas adrticas t€ém mostrado a importancia das moléculas de
coldgeno e elastina, mas pouco tem sido publicado sobre proteoglicanos e proteinas nao
colagénicas. Assim, neste trabalho os componentes da matriz extracelular de valva adrtica
de porco foram extraidos com GuHCl 4M, fracionados em coluna de DEAE-Sephacel, e
analisados em SDS-PAGE. Também foram identificados os tipos de glicosaminoglicanos
presentes. As proteinas ndo colagénicas encontradas nos folhetos apresentaram massa
molecular aparente entre 18 e 170 kDa. Uma banda polidispersa em torno de 70 kDa e
outra na faixa de 80 a 100 kDa foram encontradas e possivelmente sejam 0s pequenos
proteoglicanos fibromodulim e decorim. A andlise de glicosaminoglicanos em gel de
agarose-propilenodiamino apds digestdo do tecido com papaina revelou a presenca de
condroitim sulfato e dermatam sulfato. Andlise em gel de agarose-propilenodiamino de
fragdes ricas em componente de 80 — 100 kDa, submetidas a $-eliminagdo e tratadas com
condroitinases ABC e AC, demonstrou que o componente polidisperso contém o
glicosaminoglicano dermatam sulfato. A andlise em gel de agarose-poliacrilamida, da
fracdo D1 de ultracentrifugacdo, revelou uma banda polidispersa e metacromatica apds
coloracdo com azul de toluidina, indicando a presenca de proteoglicano de alto peso
molecular. A presenca de condoitim sulfato reforca esta idéia. Estes proteoglicanos de alto
peso, sugerem que for¢as compressivas ocorram no folheto. As proteinas nao colagénicas
até agora ndo detectadas em valva adrtica de porco, podem ter papel estrutural ou regulador
e juntamente com os pequenos e grandes proteoglicanos podem modular a fisiologia e

biomecanica da valva.
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INTRODUCAO

A valva aértica é formada por trés folhetos de tecido conjuntivo, denominados
cuspides, fixados a parede da artéria aorta, que se abrem para permitir a passagem de
sangue do ventriculo para a aorta, e se acoplam (ou fecham) durante a didstole. As cuspides
da valva adrtica sdo constituidas principalmente de dgua (cerca de 80%), mas também
contém proteinas colagénicas e ndo colagénicas, elastina, pequenos e grandes
proteoglicanos, que lhes conferem propriedades mecénicas peculiares. O coldgeno compde
cerca de 50% do peso seco do folheto valvar, enquanto a elastina representa cerca de 13%
(Bashey et al., 1967). O colageno tipo I, encontrado principalmente em tenddo, osso e pele
€ o mais abundante na valva, mas também esté presente o coldgeno tipo III (Mannschott, et
al., 1976; Bashey, et al., 1978; Scott & Vesely, 1996) comumente encontrado em pele,
vasos, membranas fetais e 6rgdos hemocitopoiéticos. A presenca de fibras eldsticas permite
a valva sofrer distensdo durante a abertura dos folhetos (Scott & Vesely, 1996). Na valva de
coragdo de porco, as fibras do coldgeno funcionam como pontes de unido dos folhetos
valvares as paredes da aorta, comportando-se como cabos de suspensdo, que mantém o0s
folhetos ligados a parede da aorta e ddo sustentacdo ao tecido durante a didstole (Lovekamp
& Vyahare, 2001). Os proteoglicanos de alto e baixo peso como o versicam e o decorim sao
encontrados em valva adrtica (Rothenburger er al., 2002), sendo que este dltimo deve
participar como organizador tecidual atuando na fribrilogénese do coldgeno no folheto
valvar a exemplo do que ocorre em cartilagem (Knudson & Knudson, 2001). O decorim

tem influéncia na fibrilogénese do coldgeno tipo I e tipo II (Radermecker et al., 2003)

enquanto o fibromodulim tem provavelmente a funcio de regular o didmetro das fibrilas de
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coldgeno (Knudson & Knudson, 2001). Proteoglicanos de alto peso molecular, ricos em
condroitim sulfato, fazem parte da matriz extracelular da valva (Rothenburger et al., 2002),
uma vez que esta recebe forcas compressivas, devido ao aumento da pressdo sangiiinea na
fase diastélica, estimulando as células a produzir proteoglicanos de alto peso molecular,
como ocorre em tenddes (Vogel et al., 1994, Koob & Vogel, 1987b), e desse modo oferecer
resisténcia a carga compressiva. Os efeitos lubrificante e hidratante dos proteoglicanos
também teriam o papel de minimizar o estresse sofrido pelo folheto, durante o rearranjo das
fibras de coldgeno, quando estas se movimentam sobre as fibras eldsticas (Scott & Vesely,
1996; McDonald et al., 2002). A sintese dos diferentes componentes da matriz extracelular
da valva aértica em humanos pode sofrer alteracdes com a idade, tendo sido observado que
a sintese de glicosaminoglicanos aumenta entre 30 e 60 anos de idade, concomitantemente
ocorre decréscimo da proporcdo de coldgeno e aumento na porcentagem de elastina (Mc
Donald,et al., 2002).

As proteinas ndo colagénicas, formam um importante grupo de proteinas que podem
servir como mediadores da adesdo celular na matriz extracelular (Comper, 1996), como
proteinas estruturais ou proteinas com papel regulador do metabolismo da matriz da valva
aortica.

A valva adrtica de porco tem sido utilizada na constru¢do das biopréteses pela
facilidade de encontrd-las frescas e disponiveis nos variados tamanhos, e por serem
consideradas anatomicamente muito similares a valva adrtica humana. A variedade de
biomateriais utilizados em laboratorio inclui as bioproteses de valvas cardiacas (Fishbein et
al., 1982), que sdo de boa durabilidade comparada as outras valvas de tecido e eliminam a

necessidade de terapia com anticoagulante requerida pelas valvas mecéanicas.



70

Os estudos com bioproteses utilizando valva cardiaca de porco, tém sido realizados
(Lehner et al., 1997; Samouillan et al., 2000; Ye et al., 2000), contudo os resultados ainda
ndo sdo satisfatdrios, possivelmente devido a falhas no processo de fixacdo, e também pela
falta de conhecimento sobre a composi¢do da matriz extracelular dessa valva.

Assim estamos apresentando neste trabalho os resultados da andlise dos
componentes da matriz extracelular da valva adrtica de porco, procurando estabelecer

correlagdes com dados morfoldgicos de pesquisa em andamento em nosso laboratdrio.
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MATERIAIS E METODOS

Material Biologico

Foram utilizadas valvas adrticas de coragdo de 50 porcos da linhagem Large-White
com idade entre 4 e 6 meses provenientes do Abatedouro Marchiori da cidade de Amparo -
SP. As valvas foram retiradas imediatamente apds o abate, lavadas em solugdo fisiologica

em 4°C e depois congeladas, em temperatura de —70° (fig 1).

Extracdo dos componentes da matriz extracelular

A valva foi picada em pequenos pedacos e homogenizada em PBS, com
homogenizador Polytron-Aggregate 12mm, por trés vezes consecutivas com intensidade
igual a cinco por 40 segundos cada, com um intervalo de 15 segundos. 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 s6dio
50mM, pH 5,8 (Heinergard & Sommarin, 1987).

Para extracdo, o material ficou 48 horas sob constante agitacdo e em banho de gelo.
Ap6s esse tempo o material foi submetido a centrifugagao com 18.000 rpm (centrifuga
Beckman J2-21 — rotor JA-20) por 50 minutos. O sobrenadante foi utilizado para as

andlises bioquimicas.
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Ultracentrifugacdo

O 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 34.000 rpm por 63horas, a 15°C (centrifuga Beckman L-8-80 M, rotor
80 Ti). Apds este periodo de centrifugacdo foram obtidas as fracdes D1, D2, D3 e D4 do

fundo do tubo para o topo, respectivamente.

Dosagens

Para dosagem de proteinas soluveis utilizamos o método de Bradford (1976),
usando albumina de soro bovino (BSA) para curva padrdo, e a leitura foi em 596nm. A
quantificacdo de glicosaminoglicanos sulfatados foi feita segundo Farndale et al., (1986),
utilizado o azul de dimetilmetileno (DMMB). Para curva padrio foi utilizado o condroitim
sulfato e a leitura foi em 526nm. Para as duas dosagens foi utilizado o espectrofotdmetro

Hewlet Packard 8452A.

Cromatografia de Troca Ionica

Uma amostra de 3mL do extrato total em GuHCIl 4M, foi dialisada contra 20
volumes de uréia 7M, em tampao Tris-acetato 0,05M pH 8,0. Foram realizadas quatro
trocas. A amostra foi fracionada em coluna de troca i6nica com DEAE-Sephacel (1,5x2,7
cm), a qual foi equilibrada com uréia 7M em tampao Tris-acetato 0,05M pHS8,0. As fracdes

foram eluidas utilizando gradiente de NaCl 0,1-1M, no mesmo tampao com uréia. Fracdes
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de 2,8ml foram coletadas e monitoradas por absorbancia em 230 e 280 nm em

espectrofotometro (Hewlet Packard 8452A).

Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada conforme Zingales (1984). As amostras obtidas da
cromatografia de troca idnica foram analisadas em gradiente de 4 - 16% de acrilamida em
presenca de SDS usando o sistema de tampao de acordo com Laemmli (1970). Amostras (3
x 114uL) das fragdes de cromatografia foram precipitadas em etanol-acetato (Heinergard &
Sommarin, 1987), e entdo centrifugadas em Microcentrifuga Fisher Scientific Model 235 Va
8000, a 8.000 rpm por 4 minutos. O 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 (-Me 2%). A coloragao foi feita pelo Coomassie
Brilliant Blue. As massas moleculares aparentes foram inferidas por cdlculo de Rf e curva de

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

Cromatografia de Interagdo hidrofobica

A fracdo D4 rica em proteglicanos de baixa massa molecular obtidas na
ultracentrifugacdo, foi dialisada em tampao acetato de s6dio S0mM, pH 6,3, contendo 2M
GuHCI, e aplicadas em uma coluna de interacdo hidrofébica de Octyl-Sepharose
equilibrada com o mesmo tampdo utilizado para didlise. Para elui¢do das fracdes foi

utilizado um gradiente de GuHCI 2-6M em tampao acetato de sédio SOmM, pH 6,3. Todas
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as fracoes foram analisadas em SDS-PAGE. O método utilizado para revelacdo das bandas

foi a impregnacdo com prata (Blum et al., 1987).

Peliminagdo

Para liberagdo das cadeias de glicosaminoglicanos da proteina central dos
proteoglicanos eluidos da cromatografia de troca idnica, amostras foram precipitadas em
acetato-etanol, como descrito acima, incubadas durante 19 horas com 0,5mL de NaOH 0,5M
a 4°C e em seguida precipitadas com dlcool etilico absoluto, lavadas em etanol 80% e por
ultimo lavadas em acetona. As cadeias de glicosaminoglicanos obtidas foram analisadas em
gel de agarose-propilenodiamino. Em alguns experimentos, os glicosaminoglicanos foram

tratados com condroitinases ABC/AC.

Eletroforese em gel de Agarose-propilenodiamino

Para andlise dos glicosaminoglicanos totais, o tecido foi deixado em acetona
“overnight” a 4°C, e em seguida 24 horas de estufa a 37°C. Depois de seco e picado, foi
digerido com papaina na propor¢do de 40mg/g de tecido, em tampao citrato de sédio 0,03M
pH 3,5 contendo EDTA 0,04M e 3-Me 0,08M (80uL/1mL). O preparado foi incubado em
banho maria a 50°C/24 horas. Ao sobrenadante apds centrifugacdo em microcentrifuga
Fisher a 8.000 rpm 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 (Michelacci & Horton,
1989). Os glicosaminoglicanos obtidos apds digestio com papaina foram suspensos em

400pL de 4gua e analisados em gel de agarose. O gel foi preparado como descrito por
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Dietrich & Dietrich, 1976. O tampao utilizado foi o propilenodiamino 50mM, pH 9,0. As
condi¢des de corrida foram 0,1A e 100 V. A seguir os géis foram fixados em brometo de
cetiltrimetilamonio (Cetavlon) 0,1% e corados com azul de toluidina 0,1% em etanol 50% e
acido acético 1%. Padrées conhecidos de glicosaminoglicanos contendo condroitim sulfato

(CS), dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS) foram aplicados paralelamente.

Quantificacdo de Hidroxiprolina

Fragmentos da valva foram hidrolisadas em HCI 6N (1mL/10mg de tecido) por 4h a
130°C. A seguir foi acrescentado uma solucdo contendo 1,41g de cloramina-T, 10 mL de
dgua, 10 mL de n-propanol e 80 mL de tampdo (50g de 4cido citrico, 12 mL de 4cido
acético, 120g de acetato de sédio e 34 g de hidréxido de sédio, pH6,0). Apds 20 minutos de
incubacdo foi adicionado 1 mL de solu¢do de &cido perclérico/aldeido (15g de p-
dimetilamino benzaldeido, 60 mL de n-propanol, 26 mL de 4cido perclérico a 60% e n-
propanol para completar 100 mL). O material foi incubado por 15 minutos em 60°C,
resfriado e a absorbancia lida em espectrofotometro em 550nm (Stegemann & Karlheinz,

1967).

Digestao com Colagenase

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

tampdo de amostra e analisadas em SDS-PAGE.
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Gel de Agarose-Poliacrilamida

Amostras da fracdo D1 provenientes da ultracentrifugacdo foram precipitadas,
lavadas em 2 volumes de etanol e suspensas em solu¢ido de SDS 0,5% de modo a conter de
0,25 mg a 2 mg/mL de proteoglicanos. Apds incubar a 37°C durante 2 horas, foi adicionado
igual volume de sacarose 60% e azul de bromofenol 0,05% em tampao estoque (Tris-
acetato 0,04M, Na,SO4 1mM, pH 6,8). A solucdo de acrilamida foi preparada com 0,912¢g
de acrilamida, 0,048g de Bis-acrilamida em 10 mL de dgua dos quais utilizamos 1,64 mL,
0,0115g de TritonX-100 e 49ul. de TEMED. Solucao agarose 0,0786g de agarose em 7,376
mL de tampao estoque e 0,0393g de PAM em 0,983 mL 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 fragdo D1
foram precipitadas, lavadas e suspensas em tampao stock sem SDS. Para saber se o
proteoglicano obtido era agregante ou ndo, parte da amostra contendo proteoglicanos foi
incubada com &cido hialurdnico de alto peso molecular (20% do peso do proteoglicano) a
4°C “overnight”. Apds incubar, foi adicionado igual volume de sacarose 60%, 0,1% Triton
X-100 € 0,05% de azul de bromofenol.

A utilizacdo de SDS na incubac¢do da amostra antes da eletroforese, facilita a
entrada dessas macromoléculas no gel, pois o SDS dificulta a interagdo dos proteoglicanos
com as demais proteinas de matriz (Oegema et al., 1979). As condicOes para gel e

eletroforese foram as mesmas descritas acima.
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Digestao com Condroitinases

Para digestdo com condroitinase ABC, 6,15ug de glicosaminoglicanos foram
suspensos em tampdo acetato de sédio S0mM, EDTA 10mM e Tris 50mM pH 8,0. A
digestdo foi a 37°C durante 2 horas. Em seguida foi feita a precipitacdo em etanol, e o
precipitado suspenso em SuL de dgua para andlise em gel. No caso da Chase AC 6,15ug de
glicosaminoglicanos foram suspensos em tampao acetato de s6dio SO0mM, EDTA 10mM e

Tris S0mM pH 6,0. As condi¢des de digestdo foram as mesmas que a anterior.
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RESULTADOS

Dosagem de proteinas, glicosaminoglicanos e coldageno

As dosagens obtidas a partir de extratos em GuHCI 4M, resultaram em 8,77 + 0,78 e
2,10 £ 0,37 mg/g de tecido, respectivamente para proteinas e glicosaminoglicanos
sulfatados. No caso de coldgeno, quantificado a partir de hidrolisado de fragmentos da

valva, foi 275 £ 0,94 mg/g de tecido imido.

Cromatografia de Troca Ionica e SDS-PAGE

Os componentes ligados ao DEAE e eluidos com um gradiente NaCl (fig 2A) foram
analisados em gel de SDS-poliacrilamida (Fig 2B) A partir dos padrdes de pesos
moleculares e valores de Rf das bandas visualizadas no gel, foram identificadas proteinas
com massa molecular aparente de 170, 156, 85, 73, 58, 40, 24 e 18 kDa. Cadeias o, e o,
correspondentes ao coldgeno I foram encontradas nas fragdes coletadas antes da aplicacao
do gradiente de NaCl. Resultado do tratamento com colagenase das proteinas presentes em
duas fracdes da cromatografia, mostrou que as proteinas de 170 e 156 kDa ndo sdo
colagénicas (fig 3C) e nem mesmo oligoméricas, uma vez que ndo mostraram subunidades
quando a eletroforese ocorreu em presenca de B-mercaptoetanol. Mesmo resultado foi
encontrado no gel de SDS-PAGE da cromatografia da fracdo D4 da ultracentrifugacio (ndo
mostrado). Uma banda polidispersa em torno de 70 kDa e outra na faixa de 80 a 100 kDa
foram encontradas e possivelmente sejam os pequenos proteoglicanos fibromodulim e

decorim.
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Gel de Agarose-Propilenodiamino

A andlise de glicosaminoglicanos em gel de agarose-propilenodiamino apds
digestdo do tecido com papaina revelou a presenca de condroitim sulfato e de dermatam
sulfato (fig 3A). Condoitim sulfato aparece em maior quantidade do que dermatam sulfato.
Amostras reunidas de fragdes ricas no componente de 80 — 100kDa tratadas com
condroitinases ABC e AC analisadas em gel (fig 3B), demonstraram que este componente

polidisperso contém glicosaminoglicano tipo DS.

Gel de Agarose-poliacrilamida

Para avaliar a presenca de proteoglicanos de alto peso molecular, amostras da fracao
D1 da ultracentrifugacdo do extrato total foram analisadas em gel de agarose-poliacrilamida
(fig 4) apds tratamento com SDS 0,5% e com Triton X-100 0,1%. Uma banda polidispersa
e metacromadtica apds coloracao com azul de toluidina foi encontrada. O comportamento de
migracdo no gel ndo alterou quando a amostra de D1 foi previamente incubada com acido

hialurdnico apés tratamento com Triton X-100.
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DISCUSSAO

A andlise dos resultados de eletroforese das fracdes eluidas de DEAE-Shephacel,
mostrou que além de proteoglicanos e coldgeno, a valva adrtica contém pelo menos oito
proteinas ndo-colagénicas, com valores de Mr na faixa de 18 a 170 kDa. As mesmas
proteinas foram encontradas em todos os extratos analisados, indicando que s@o
componentes constantes da matriz extracelular da valva adrtica. Estas proteinas, até agora
ndo detectadas em valva adrtica de porco, podem ter papel estrutural ou regulador, e
também podem estar envolvidas na funcdo de modular a fisiologia e biomecanica da valva.
A valva adrtica possui uma estrutura altamente viscoeldstica e apresenta anisotropia optica
(Mazon, et al., 2004 — o outro artigo que consta desta tese), propriedades que
provavelmente ndao se devem sé aos feixes de coldgeno, mas a um complexo
supramolecular, formado por coldgeno, proteoglicanos e proteinas nao-colagénicas,
identificadas nos géis de eletroforese. Segundo Scott & Vesely (1996), as interagdes entre
proteoglicanos, coldgeno e elastina, seriam responsdveis pela longevidade da valva, além de
permitir que a valva suporte as oscilagdes de pressdo devido ao ciclo cardiaco. Acreditamos
que as proteinas ndo-colagénicas de 18-170 kDa encontradas aqui, também tenham
influéncia neste processo, pois sdo integrantes da matriz extracelular e cada uma interage
fortemente com os outros componentes da matriz, s6 sendo extraidas em presenca de um
forte agente caotrépico como o cloreto de guanidina. E possivel que estas proteinas nio-
colagéncias tenham papel regulador do metabolismo da matriz extracelular. O fato das

proteinas com 170 e 156 kDa, nao terem sido digeridas pela colagenase indica que nao se
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trata de coldgeno e nem de proteina oligomérica ja que sua migra¢do no gel nao mudou
quando a corrida se deu em presenga de -mercaptoetanol.

A banda polidispersa com 80-100 kDa, tem um comportamento eletroforético muito
parecido ao pequeno proteoglicano decorim encontrado em tenddes (Vogel et al.,1994),
cartilagem (Heinergard & Pimentel, 1992;), pele (Kuc & Scott, 1997) e esclera (Coster &
Fransson, 1981). A digestdo do tecido com papaina e os experimentos com condroitinases
ABC e AC em glicosaminoglicanos liberados do componente polidisperso de 80-100 kDa,
mostrou que dermatam sulfato é o glicosaminoglicano presente neste composto. Este
resultado refor¢a a indicacdo de que este pequeno proteoglicano seja o decorim, pois em
todos os casos de tecidos moles ja estudados, o decorim possui dermatam sulfato sendo
condroitim sulfato, somente encontrado em decorim de osso (Fisher, 1999). Estudos
ultraestruturais em tenddes tem sugerido a interac@o entre decorim e coldgeno em tecidos
conjuntivos (Pringle & Dodd, 1990; Scott, 1992). A interac@o deste pequeno proteoglicano
com as moléculas de coldgeno tipo I e II, ocorre através da por¢ao protéica central e nio
das cadeias de glicosaminoglicanos, embora estas possam desempenhar algum papel nessas
interacdes (Hedbom & Heinergard, 1993) e sd3o importantes para a organizacio espacial da
matriz extracelular (Sini ef al., 1997). A presenca do decorim bem como sua interagdo com
as fibrilas de coldgeno da valva € estruturalmente importante, considerando que o decorim
tem papel relevante na regulacdo do crescimento em didmetro das fibrilas de coldgeno in
vitro (Brown & Vogel, 1989; Hedbom & Heinergard, 1989; Hedbom & Heinergard, 1993)

e provavelmente in vivo (Birk et al., 1995).
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Outro componente polidisperso, com massa molecular aparente em torno de 70
kDa, mas com uma presenca mais discreta do que a banda de 80-100 kDa, foi detectado em
fragdes de DEAE-Sephacel e em fracdo D4 de ultracentrifugacdo. Embora este componente
tenha um aspecto polidisperso muito semelhante ao fibromodulim, um proteoglicano rico
em keratam sulfato, em SDS-PAGE migrou mais lentamente do que o fibromodulim de
bovinos, onde o valor de Mr estd em torno de 59 kDa (Heinergard & Oldeberg, 1989). A
falta de anti-fibromodulim disponivel também impede que seja feito um teste
imunocitoquimico como o Western-blotting. O fibromodulim da mesma forma que o
decorim tem grande contribui¢do para a manutencdo e organizagdo das fibras de coldgeno
da matriz extracelular (Hedbom & Heinergard, 1989; Oldeberg et al., 1989), sendo
importante na modulagdo da fibrilogénese do coldgeno, in vitro (Hedlund et al., 1994;
Hocking et al.,, 1998). Estudos com cartilagens tem mostrado a associacdo deste
proteoglicano com os coldgenos tipo I e tipo II (Rougley et al., 1996).

A interagdo do decorim e do fibromodulim com o coldgeno se dd em sitios
diferentes para cada molécula (Hedbom & Heinergard, 1993). Esses componentes sido
normalmente detectados em extrato total e fracdo D4 de ultracentrifugacdo, mas podem
também ser encontrados em D2, devido a agregacao entre essas moléculas e os mondmeros
de proteoglicano de alto peso molecular (Roughley & White, 1989). As interacdes entre os
componentes valvares em especial os proteoglicanos e os feixes de coldgeno fornecem a
valva resisténcia as forcas compressivas e tensionais que incidem sobre ela, devido a
propria funcionalidade da valva (Vesely, 1998).

Grandes proteoglicanos identificados em cartilagem, tenddes, aorta e esclera, com

um grande ndmero de cadeias laterais de glicosaminoglicanos, usualmente condroitim
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sulfato (Heinergard et al., 1985), foram também encontrados nos folhetos da valva adrtica,
como mostrado nos resultados de eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida, onde
ocorre a presenga de um unico componente polidisperso metacromdtico. O condroitim
sulfato, um glicosaminoglicano abundante em grandes proteoglicanos, é responsavel pelo
alto grau de hidratacdo nesses tecidos (Lohnmander, 1998).

A existéncia de forcas compressivas induz as células a produzirem proteoglicanos,
mesmo em tecidos predominantemente fibrosos como em tenddes de anfibios (Carvalho &
Vidal, 1995), coelhos (Merrilees and Flint, 1980) bovinos (Vogel et al., 1994, Koob &
Vogel, 1987b) e suinos (Feitosa et al., 2002). No caso dos folhetos da valva, a presenga de
grandes proteoglicanos com cadeias tipo condroitim sulfato era esperado, uma vez que a
valva adrtica recebe forcas compressivas da pressdo sangiiinea na fase diastdlica, que sdo
capazes de estimular as células a produzir esses grandes proteoglicanos ricos em condroitim
sulfato, mostrado em gel de agarose propilenodiamino. A andlise deste proteoglicano
quando incubado com 4cido hialurdnico revelou que o proteoglicano nao migrou de forma
mais lenta, sugerindo que se trata de um proteoglicano de alto peso molecular, mas nao
agregante.

Além dos proteoglicanos de alto peso molecular, também foram encontrados os de
baixo peso, e proteinas niao-colagénicas que estio interagindo fortemente entre si, € devem
ter papel importante na estrutura desta valva, como sugerem os dados de birrefringéncia
que vem sendo obtidos em um trabalho em paralelo, onde as cadeias glicanicas de parte da
populagdo de proteoglicanos, aparecem dispostas paralelamente as fibrilas de coldgeno.

Além da participacdo estrutural, estamos levantando a hip6tese de que os



84

glicosaminoglicanos dos proteoglicanos possam ter papel anti-aglutinante ou ainda

participar em de processos de calcificagcdo como tem sido verificado em bioproteses.
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LEGENDA DAS FIGURAS

Figura 1 — Vista da valva adrtica de porco, voltada para a artéria aorta. Notar os trés
folhetos ( * ) que compdem a valva, com suas bordas livres unidas. A esquerda vé-se o

tronco pulmonar e a direita, parte da auricula.

Figura 2 — Cromatografia e eletroforese. A — Cromatograma das fracdes obtidas em
DEAE-Sephacel. G — inicio do gradiente com NaCl (0,1 — 1,0M). B - Eletroforese em SDS-
Poliacrilamida. Observar as proteinas com 170, 156, 85, 58, 40, 24 e 18 kDa (setas).
Bandas polidispersas com 70kDa e 80-100 kDa podem ser vistas. A esquerda estdo os
marcadores de peso molecular (PM) e a direita o padrao de coldgeno (Col). C -
Eletroforese em SDS-poliacrilamida de proteinas com 170 e 156kDa (setas), tratadas (+) e
ndo tratadas (-) com colagenase. Observe que estas proteinas ndo foram digeridas pela

enzima.

Figura 3 — Eletroforese em gel de agarose-propilenodiamino. A — Glicosaminoglicanos
obtidos apds digestdo total com papaina do tecido, desidratado (1) e dmido (2). Nos dois
casos pdde-se detectar condroitim sulfato e dermatam sulfato. B — Glicosaminoglicanos
obtidos apds P-eliminacdo de fracdes de DEAE — Sephacel contendo componente
polidisperso de 80 — 100kDa. Em 2 e 3 o material foi tratado com condroitinases AC e

ABC respectivamente. Em 1 ndo houve tratamento com condroitinases.
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A esquerda em A e B, estdo os padrdes de glicosaminoglicanos: condroitim sulfato (CS),

dermatam sulfato (DS) e heparam sulfato (HS). A seta indica a dire¢do de corrida.

Figura 4 - Eletroforese em gel de agarose-poliacrilamida. As bandas polidispersas
correspondem a proteoglicano de alto peso molecular, sem (1) e com (2) tratamento com

dcido hialurénico. Nenhuma modificacdo na migracdo do material foi observada.
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CONCLUSOES

Os folhetos apresentam 3 camadas bem distintas, 2 fibrosas e uma intermedidria com

caracteristica de tecido conjuntivo frouxo.

Os feixes de coldgeno altamente orientados, em sua maioria acompanham o eixo mais
longo do folheto. Aparecem espessos na regido de inser¢ao da valva na parede da aorta,
mas se ramificam e se entrelagam na porcdo central da valva, assumindo um arranjo

semelhante a um cesto.

Material birrefringente observado na camada intermedidria, revela que os feixes de

coldgeno estdo altamente orientados também nesta camada.

A metacromasia detectada ao longo dos feixes de coldgeno indica que proteoglicanos estdo

associados a estes feixes.

Imagens de dicroismo linear, mostram que os glicosaminoglicanos dos proteoglicanos
associados aos feixes de coldgeno estdo posicionados paralelamente ao eixo mais longo

daqueles feixes.

O padrio de “crimp” dos feixes de coldgeno ndo ¢ alterado pela remocdo de

glicosaminoglicanos.

Grandes proteoglicanos aparecem concentrados em determinadas &dreas do folheto

indicando existéncia de compressdo mais intensa nestas regioes.

A matriz extracelular da valva adrtica de porco possui 8 proteinas ndo colagénicas com Mr

de 170, 156, 85, 73, 58, 40, 24, e 18 kDa.
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O componente polidisperso com Mr de 80-100 kDa, apresenta o glicosaminoglicano

dermatam sulfato.

A presenga de condroitim sulfato € notavelmente mais marcante do que a de dermatam

sulfato.



