Cercetari de chirurgie experimentala in regenerarea tisulara a valvelor cardiace | 1

UNIVERSITATEA DE MEDICINA, FARMACIE, STIINTE SI TEHNOLOGIE
"GEORGE EMIL PALADE” TIRGU MURES
SCOALA DE STUDII DOCTORALE

Cercetari de chirurgie experimentala in regenerarea
tisulara a valvelor cardiace

Rezumatul tezei de doctorat

Conducator stiintific:

Prof.dr. KLARA BRINZANIUC

Doctorand:

Dr. HUSSAM AL HUSSEIN

TiRGU MURES
2020



2 | Hussam Al Hussein - Rezumatul tezei de doctorat

REZUMATUL TEZEI DE DOCTORAT
OBIECTIVE:

Contributia personald a tezei a fost structurata in 3 capitole, cercetarea experimentald realizata si
prezentata in aceasta teza de doctorat, avand urmatoarele obiective: 1) Elaborarea unui ghid de ingrijire
preoperatorie si stabilirea protocolului anestezic in chirurgia cardiaca experimentala pe cord deschis, utilizand
rasa ovina ca model animal de talie mare; 2) Testarea si descrierea a doua tehnici chirurgicale de implantare
valvulara in pozitie ortotopica la ovine: a) una de implantare valvulara pulmonara in bypass cardio-pulmonar
(BCP) pe cord batand in conditii de normotermie, utilizand ca substituent valvular allografturi decelularizate si
respectiv insamantate cu celule stem autologe derivate din tesut adipos (ADSCs); b) cea de-a doua, tehnica
subcoronariana de implantare valvulara aortica in BCP pe cord oprit in conditii de hipotermie, utilizind ca
substituent valvular radacini aortice ovine decelularizate; 3) Elaborarea unui ghid pentru urmarirea, tratamentul
si ingrijirea postoperatorie la ovine; 4) Elaborarea protocolului de evaluare a functionalitdtii valvei prin
ultrasonografie: ecocardiografie transesofagiand (TEE) pentru evaluarea intraoperatorie a valvei pulmonare
native, precum si a ecocardiografiei epicardice (ECE) pentru evaluarea valvei implantate; ecocardiografie
transtoracica (TTE) pentru evaluarea postoperatorie a valvei implantate si a performantei cardiace, la intervale
de timp predefinite (ziua 7 post-op, iar apoi lunar pana la data programata a eutanasierii); 5) Stabilirea
protocolului de eutanasiere/necropsie; 6) Analiza macroscopica a explantelor valvulare, respectiv histologica (cu
rezultate partiale) pentru evaluarea integritatii allograft-urilor pulmonare decelularizate si respectiv insamantate
cu ADSCs; 7) Evaluarea rezultatelor interventiei chirurgicale exprimate prin rata fatalitatii si rata supravietuirii in
cadrul lotului de animale studiat pe perioada de follow-up de 6 luni, timpii operatorii; 8) Analiza tipului si
frecventei complicatiilor postoperatorii precoce si tardive; 9) Evaluarea tipului de substituent valvular si a varstei
animalului la data operatiei ca posibili factori de influenta asupra ratei de supravietuire; 10) Evaluarea efectelor
circulatiei extracorporeale asupra homeostaziei organismului ovin.

MATERIAL SI METODA:

Avand in vedere caracterul experimental al temei de cercetare propusd, metodologia dupa care s-au
desfasurat cele trei studii cuprinse in teza de doctorat a fost una complexa, cuprinzand doua studii de chirurgie
cardiacd experimentald si un studiu experimental observational. Studiul nr.1. - "Studiu pilot in implantarea
ortotopica de raddcini aortice decelularizate prin tehnica subcoronariana - modelul ovin”, a fost un studiu
de chirurgie cardiaca experimentala, primul de acest tip din Romania, In care s-au utilizat doua oi de sex feminin
(varsta 25 si respectiv, 26 de luni), cu greutatea corporala de 47 kg si respectiv, 43,5 kg. Ca substituent valvular s-
au utilizat radacini aortice ovine decelularizate prin metoda descrisa in studiul nr.2. Prepararea rdddcinii aortice
pentru implantare — simulare in vitro: pentru alegerea celei mai potrivite tehnici chirurgicale, inainte de prima
operatie am efectuat o simulare in vitro cu doua radacini aortice decelularizate, una dintre ele fiind considerata
raddcina aortica nativa, la care s-a excizat valva aortica, iar cealalta bioproteza, simuland astfel o implantare de tip
valvd-in-valvd. Studiul nr.2. - “Implantarea ortotopicd a allograft-urilor pulmonare la modelul animal ovin”,
a fost un studiu de chirurgie cardiaca experimentala care s-a desfasurat in mai multe etape: a) Selectia si pregdtirea
animalelor de experientd: pentru derularea studiului s-au utilizat noudsprezece oi juvenile si adulte de sex feminin,
din rasa "Tigaie” varietatea Ruginie, animalele fiind grupate In doua loturi in functie de substituentul valvular
utilizat: Lotul DECELL - animale la care s-a implantat allograft pulmonar decelularizat; si Lotul CELL - animale la
care s-aimplantat allograft pulmonar decelularizat si insdamantat cu ADSCs. Preoperator animalele au fost evaluate
clinic si ecocardiografic prin ultrasonografie transtoracica. Intraoperator s-a efectuat evaluarea ecocardiografica
transesofagiana atat a valvei native, cat si a valvei implantate, precum si ecocardiografie epicardica a valvei
implantate. Postoperator animalele au fost monitorizate clinic si paraclinic, rezultatele interventiei chirurgicale
fiind apreciate prin evaluarea parametrilor clinici si prin ecocardiografie transtoracica periodica, la 7 zile post-op,
apoi lunar pina la data programata a eutanasierii. Dupa aproximativ 6 luni sau la nevoie, in functie de starea de
sandtate a animalului, oile au fost eutanasiate si necropsiate, iar scaffold-urile implantate anterior au fost
examinate macroscopic si histologic. Inainte de eutanasiere, valva implantati a fost evaluati prin ecocardiografie
transesofagiana si epicardicd. Animalele care au prezentat manifestdri de decompensare cardiorespiratorie in
perioada de urmadrire, au fost sacrificate Tnainte de data programata. Rezultatele analizei macroscopice ale
explantelor au fost analizate atit in functie de tipul substituentului valvular (valve decelularizate vs. valve
insdamantate cu ADSCs), cat si in functie de varsta animalului (oi adulte vs. oi juvenile). Avand In vedere ca la
momentul de fata Inca exista probe in lucru la analiza histologicd, rezultatele prezentate in teza de doctorat fiind
doar partiale, aceasta parte va fi prezentata impreuna cu rezultatele finale ale proiectului, la finalizarea acestuia
in primavara anului 2021. In tez3 au fost prezentate doar exemple din analiza histologici a unor explante valvulare.
b) Prepararea scaffold-ului biologic: s-au procurat corduri ovine de la un abator local, provenind de la oi cu
greutatea corporala intre 30-40 kg, proaspat sacrificate. S-au disecat si extras radacinile pulmonare, ulterior fiind
masurate inelele valvulare pentru a fi corelate cu greutatea animalelor la care urmeaza a fi implantate, astfel Incat
sa se evite mismatch-ul de valva. Radacinile pulmonare au fost decelularizate printr-un procedeu de perfuzie
ciclicd, in cadrul unui protocol cu durata de 10 zile. [67,236]. In vederea colectirii si izolarii de ADSCs utilizate la
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insdmantarea valvelor anterior decelularizate s-a recoltat tesut adipos autolog de la ovine, din regiunea
interscapulo-vertebrala printr-o interventie chirurgicala minim invaziva. Interventiile s-au efectuat in conditii
aseptice in sedare usoara, urmand protocolul descris de Al Hussein si colab. [237]. ADSCs au fost izolate si cultivate
in vitro prin metoda colagenazei, dupa metoda descrisa de Zuk (2001) [238] si Gimble (2003) [239]. Ulterior,
celulele stem au fost tripsinizate, suspendate In mediu de cultura, si au fost injectate direct in baza cuspisului
folosind o seringa cu ac 26G. Insimantarea externi a scaffod-urilor s-a efectuat cu ajutorul unui aparat de laborator
numit ,rotator”. Radacinile valvulare recelularizate au fost conditionate mecanic in bioreactor, pe parcursul mai
multor zile realizdndu-se expunerea treptata a componentelor valvulare la conditii dinamice, modificand gradual
paramterii de functionare ai bioreactorului, cu cresterea zilnica a presiunilor si frecventei de perfuzie (pana la
frecventa de 70/min si presiune de 20/5 mmHg) [236]. Activitatile de preparare a scaffold-ului biologic au fost
efectuate impreuna cu echipa de cercetare biomateriale si celule stem constituita din Ionela Movileanu, Preda
Terezia, Alexandru Chertes, Adrian Man, Ovidiu Cotoi. Aceasta parte a cercetdrii este tema unei alte teze de
doctorat, care va fi prezentatad de colega mea, Ionela Movileanu, in prezenta teza, acest capitol fiind descris pe scurt.
Studiul nr.3. - "Rezultate chirurgicale pe termen scurt si mediu in inlocuirea valvulard pulmonard la ovine
utilizind allograft decelularizat si insdmadntat cu celule stem derivate din tesut adipos”, a fost un studiu
experimental observational avand ca subiecti cele 19 animale supuse implantarii ortotopice de allograft-uri
pulmonare decelularizate si respectiv insamantate cu ADSCs. Numarul de animale ales si termenul de urmarire de
6 luni au fost selectate in baza experientei anterioare a grupului nostru (69 oi operate) si tindnd cont de
variabilitatea parametrilor principali urmariti (supravietuirea animalului si functionalitatea valvei). Animalele au
fost evaluate si monitorizate din punct de vedere clinic atat pre- cat si postoperator pe intreaga perioada de
urmadrire. De asemenea, s-au efectuat investigatii paraclinice de laborator pre- si intraoperator, precum si in
perioada postoperatorie precoce (primele 7-10 zile pana la suprimarea cateterului venos central). S-au Inregistrat
si colectat datele demografice: varsta si greutatea corporala a animalelor la data achizitiei si respectiv la data
interventiei chirurgicale; timpii operatori (timpul de anestezie, timpul de BCP, timpul operator total), tipul si
frecventa complicatiilor postoperatorii precoce (survenite in primele 7 zile) si respectiv tardive (survenite in
primele 30 de zile postoperator); valorile parametrilor obtinuti prin gazometrie sanguina intraoperator (pre-BCP,
in timpul BCP, post-BCP) si respectiv postoperator (ziua 0 si ziua 7): lactat, pH, hemoglobina (Hgb), hematocrit
(Hct), potasiu seric, precum si timpul de coagulare activat (TCA) pre- si post-BCP. Pentru a evalua influenta tipului
de substituent valvular utilizat asupra ratei de supravietuire si a frecventei de aparitie a complicatiilor
postoperatorii, animalele au fost impartite in doua loturi: a) Lotul DECELL (n=10) - animale la care s-a implantat
allograft pulmonar decelularizat; Lotul CELL (n=9) - animale la care s-a implantat allograft pulmonar decelularizat
si iInsdamantat cu ADSCs. Pentru a evalua influenta varstei animalului la data interventiei chirurgicale asupra
variabilelor analizate, animalele au fost impartite In doua loturi: a) Lotul OI JUVENILE (n=10) - animale cu varsta
sub 24 de luni la data interventiei; b) Lotul Ol ADULTE (n=9) - animale cu varsta peste 24 de luni la data
interventiei. Analiza statistica: Analiza statistica a fost efectuata folosind software-ul GraphPad Prism varianta
7.4. Testul Shapiro-Wilk a fost aplicat In vederea determinarii distributiei seriilor de date analizate. Pentru
comparare de medii si mediane s-a aplicat testul t-Student si testul t-Student cu corectie Welch pentru date
nepereche, respectiv testul Mann Whitney. S-a aplicat testul Fisher sau Chi-Patrat pentru determinarea asocierii
intre variabilele binare. Rata de supravietuire pe perioada de follow-up a fost apreciata prin reprezentarea grafica
a curbelor de supravietuire Kaplan-Meier. Rata fatalitatii a fost calculata ca procentul animalelor decedate inainte
de finalizarea perioadei de follow-up raportat la numarul total de animale utilizate In experiment. Pragul de
semnificatie statistica ales pentru valoarea p a fost de 0,05. Atat procedurile cat si Ingrijirea perioperatorie a
animalelor experimentale au fost efectuate in conformitate cu "Ghidul pentru ingrijirea si utilizarea animalelor de
laborator" si cu Directiva 2010/63/UE a Parlamentului European privind protectia animalelor utilizate in scopuri
stiintifice. Eutanasierea s-a efectuat in conformitate cu Conventia privind experimentele pe animale vertebrate vii
si toate normele legale referitoare la protectia si bunastarea animalelor: Legea nr. 9 din 11 ianuarie 2008 privind
protectia animalelor si Decizia nr. 19 din 01 Iulie 2011 adoptata de Consiliul National al Colegiului Medicilor
Veterinari privind ,Ghidul pentru eutanasierea animalelor.” Aceastd lucrare face parte dintr-un proiect de
cercetare, fiind realizata in conformitate cu protocolul aprobat de catre Comisia de Etica din cadrul UMFST ,George
Emil Palade” din Tirgu Mures cunr. 131/21.10.201

CONCLUZII:

Pe baza rezultatelor obtinute in studiile experimentale prezentate in teza, se pot formula cateva concluzii
importante: (1) Din experienta noastrd se pot sublinia citeva aspecte esentiale in practicarea tehnicii
subcoronariene de implantare a valvei aortice la modelul ovin, si anume: la practicarea aortotomiei trebuie avut
in vedere ca incizia prea aproape de jonctiunea sinotubulara va duce la imposibilitatea de fixare a firelor de
suspensie comisurale, In timp ce o incizie prea distald, va face interventia si accesul mai dificile; este esentiala
excizia completa a valvei native si masurarea inelului valvular si a jonctiunii sinotubulare, astfel incat se va alege
diametrul mai mic pentru valva de implantat (diferenta intre cele doua masuratori sa nu depaseasca 10%); partea
musculard a radacinii va fi plasata la nivel non-coronar in aorta gazda, suturile proximale vor fi plasate in plan
orizontal, sutura distala trebuie sa respecte ostiumurile coronare cu cel putin 2-4 mm; atentie deosebita trebuie
acordati comisurii dintre cuspa dreapta si cea non-coronari pentru a evita leziunea fascilulului Hiss; (2) Desigur,
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experienta chirurgicala in implantarea subcoronariana a unei valve aortice este definitorie nu doar in practica
clinica umana ci si in chirurgia experimentala pe modele animale. Dupa atingerea platoului curbei de invatare,
rezultatele in ceea ce priveste gestionarea diverselor situatii aparute intraoperator, a complicatiilor perioperatorii,
precum si rata de supravietuire pot fi mult imbunitatite; (3) O atentie deosebiti trebuie acordatid de citre
personalul implicat in Ingrijirea animalelor, dietei preoperatorii, care trebuie atent monitorizata si respectata, o
crestere excesiva in greutate, punand in dificultate manevrarea animalelor in timpul diverselor proceduri, si
conducand la o recuperare postoperatorie mai lenta. Mai mult, intrucat oile au stomac tetracameral, exista riscul
stazei gastrice perioperatorii chiar si In contextul dietei, tractul digestiv putand fi sever afectat de interventia
chirurgicald. In acelasi timp, distensia abdominald poate fi prevenitid prin mobilizarea corespunzitoare a
animalului; (#) Predispozitia oilor la infectii respiratorii este un aspect care poate fi determinat de mediul de
provenienta al acestor animale (uneori cu conditii de igiend necorespunzatoare sau chiar mediul natural care le
predispune la contaminare). Prin urmare, investigatiile paraclinice preoperatorii (radiografie toracica, exudat
nazal, coprocultura, coproparazitologic), precum si tratamentul profilactic antibiotic si antiparazitar pot fi
benefice; (5) Animalul de experienti trebuie monitorizat zilnic de citre o echipi multidisciplinari formati din
chirurgi, anestezisti, cardiologi, medici veterinari si tehnicieni, in special in perioada precoce de convalescent. In
primele 24 de ore, animalele trebuie monitorizate aproape continuu sau cel putin pana la obtinerea stabilitatii
hemodinamice si respiratorii, a starii de constienta si absentei sangerarilor active. Mai mult, am observat ca
ridicarea animalului din decubit lateral in decubit ventral, precum si evitarea decubitului dorsal este importanta,
mai ales atunci cand oile sunt transferate in tarcul de contentie. In cazurile in care aceastid reguld nu a fost
respectatd s-a observat distensie abdominali cu timpanism care cauzeaz dificultiti respiratorii; (6) Monitorizarea
gazometriei arteriale, a hemoglobinei, hematocritului, ionogramei, timpului de coagulare activat, precum si a
echilibrului acido-bazic este esentiala in perioada perioperatorie. Dificultatile legate de efectuarea tuturor
investigatiilor paraclinice perioperatorii care se efectueaza in prezent in practica clinicA umana fac ca
experimentele de acest tip sa fie extrem de provocatoare, iar echipa implicata trebuie sa fie suficient de bine
instruitd, astfel incat s acopere intreaga patologie a organismului ovin; (7) Mobilizarea timpurie a animalului si
reintegrarea in grupul initial face ca perioada de convalescenta sa fie una scurta, de sub o sdptimand, permitand
animalului sd-si recapete comportamentul unui animal neoperat, cu crestere somatica fiziologica. Deoarece oile
traiesc de obicei in turm3, izolarea lor poate conduce la cresterea stresului si a anxietatii perioperatorii;
Deoarece am avut un grup de animalele destul de diversificat ca varst3, atat tehnica chirurgicala de inlocuire
valvulara pulmonara/aortic3, cat si protocolul anestezic au fost ajustate in consecinta. Protocolul anestezic propus
pentru inlocuirea valvulara pulmonara sau aortica in BCP pe cord batind si respectiv pe cord oprit in conditii de
hipotermie la ovine, dar si protocolul de sedare usoara pentru interventii minim invazive de recoltare de tesut
adipos, este sigur si eficient, asigurand atat sedarea si analgezia adecvat3, cat si recuperarea rapida din anestezie,
fara complicatii semnificative; (9) Tehnica chirurgicali de inlocuire valvulara pulmonar in BCP pe cord bitand la
ovine, propusa in studiul nostru, este o tehnicd fezabild, cu complicatii chirurgicale minime, mortalitate
perioperatorie redusa si rata de supravietuire satisfacitoare pe termen scurt si mediu; (10) Friabilitatea crescuta a
tesuturilor si aorta ascendenta scurta pot conduce la complicatii tehnice intraoperatorii si implicit cresterea
timpilor operatori. Oile juvenile au prezentat tesuturi de calitate buna, dar incidenta mai mare a complicatiilor
postoperatorii. Spre deosebire de practica clinicd umang, la aceste animale s-a observat o reactie de tip psihotic
post-bypass cardiopulmonar, necesitand sedare postoperatorie prelungiti si supraveghere mai atenti. in schimb,
animalele mai varstnice au prezentat tesuturi cu friabilitate crescutd, precum si comorbiditati preoperatorii
(pneumopatie, anemie, disbioza intestinald), care au influentat evolutia postoperatorie. Complicatiile
postoperatorii trebuie identificate si tratate prompt, deoarece disfunctia oricarui organ poate compromite intregul
experiment; (1) Interventia chirurgicald de scurtid durati si implicit timpul redus de bypass cardio-pulmonar,
pierderi sanguine minime, precum si extubarea cat mai rapida sunt variabile care pot fi controlate de echipa
chirurgicalad. Utilizarea MUF dupa BCP reduce efectele sindromului inflamator sistemic. Suprimarea canulei
arteriale cu hemostaza adecvatad la acest nivel, administrarea de protamina si returul sanguin din circuitul
aparatului de circulatie extracorporeald prin intermediul canulei venoase, pot minimaliza pierderile sanguine; @2
Oile adulte prezinta tendinta mai mare spre acidoza metabolicd secundara expunerii la circulatia extracorporeala
(CEC), cu cresterea semnificativa a lactatului sanguine in timpul si imediat dupa BCP, oile juvenile fiind mai
rezistente si mai compliante la CEC, cel mai probabil datorita rezervelor biologice crescute ale organismului ovin
tanar, asemanitor comportamentului la rasa umani in aceste situatii; @) Sindromul anemic secundar CEC este
mult mai exprimat la oile adulte fata de cele juvenile, datorita adaptabilitatii crescute si a capacitatii mari de
regenerare hematogend a organismului ovin tanar; Regimul de heparinizare propus a asigurat preventia
trombozei in circuitul CEC, iar dozele de protamina utilizate au asigurat antagonizarea eficientd a efectelor
heparinei fara singerari semnificative, raportul heparini:protamini utilizat fiind unul eficient; @) Oile juvenile au
un raspuns tardiv mai accentuat la efectele negative ale CEC, fiind mai susceptibile la diferite complicatii cardiace
si non-cardiace, complicatii la care oile adulte sunt mai rezistente. Din acest punct de vedere, oile juvenile
reprezintd o alegere mai potrivita pentru studii experimentale acute cu perioadda de urmdrire scurta, spre
deosebire de cele adulte care prezinta potential de supravietuire mai indelungats, fiind utile in studii
experimentale cronice, dupi astfel de interventii chirurgicale; @6) Insimantarea allograft-ului valvular pulmonar
cu ADSCs nu influenteaza semnificativ nici tipul si nici frecventa de aparitie a complicatiilor postoperatorii, atat
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imediate, cat si tardive; @) Ca si prima constatare din analiza macroscopici a explantelor valvulare, studiul nostru
sugereazd cad efortul de a crea valve regenerate cu celule prin inginerie tisulara in vitro poate fi limitat de
problemele majore de a mentine sterilitatea pe parcursul intregii proceduri, ceea ce ar explica cele trei cazuri de
endocardita semnalate. De asemenea, In unele cazuri s-au observat subtieri ale valvulelor chiar in absenta
endocarditei, ceea ce sugereaza ca probabil, stabilizarea chimica ar putea conduce la o crestere a rezistentei
scaffold-ului; @8) Oile adulte au prezentat rezultate superioare fata de oile juvenile in ceea ce priveste integritatea
valvei explantate, indiferent de tipul substituentului valvular utilizat (acelular sau insamantat cu ADSCs).
Rezultatele analizei macroscopice, mai ales In coroborare cu manifestarile clinice si frecventa complicatiilor
postoperatorii, ar putea sugera ca alegerea oilor adulte pentru studii cronice de urmarire este mai potrivita decat
utilizarea oilor juvenile.

Pana 1n prezent, tehnicile chirurgicale de inlocuire valvulara pulmonara si aortica practicate pe modelul
ovin si descrise in teza de doctorat, au fost primele de acest tip din Romania, reprezentand un pas important in
domeniul regenerarii tisulare a valvelor cardiace din tara noastra. Rezultatele noastre sugereaza ca Ghidul stabilit
pentru Ingrijirea postoperatorie, urmarirea si tratamentul la ovine dupa interventiile chirurgicale pe cord deschis
in bypass cardio-pulmonar, precum si protocoalele anestezice si chirurgicale descrise in teza de doctorat, pot ajuta
alte echipe de cercetare care lucreaza in domeniul regenerarii tisulare a valvelor cardiace.



