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RESUMO

A doenca cardiaca é considerada maior causa de morte no mundo e muitos
pacientes tem como Unica forma de tratamento o transplantes do o6rgdo. A
bioengenharia tecidual veio como forma de auxiliar no problema de escassez de
orgaos para doagao, utilizando de técnicas que consistem em retirar as células do
orgdo mantendo os componentes da Matriz Extracelular (MEC) e recelularizar com
células do proprio paciente, portanto reduzindo a concentracdo de moléculas
imunologicamente ativas. Todos 0os agentes usados em descelularizacdo alteram a
composi¢cdo e causam algum dano a ultraestrutura. O objetivo deste trabalho é o
desenvolvimento de arcabouco cardiaco derivado de matriz extracelular (MEC)
descelularizada com uso de dois agentes e com tempo de exposicdo reduzidos.
Como modelo experimental foram utilizados 14 ratos Wistar, machos, com idade de
dois meses pesando em média 330g. ApoOs anestesia (Ketamina/Xilazina
90mg/Kg/10 mg/Kg), os animais tiverem seu torax aberto e retirado o coragdo. O
orgao foi canulado e perfundido através da aorta ascendente inicialmente com PBS,
seguidos por perfusdo com detergentes SDS 1% e Triton X-100 1%. Foram
utilizadas técnicas de microscopia Optica onde as mostras ap0s processadas foram
coradas com hematoxilina e eosina (H&E), Picrosirius e marcadas com anticorpos
para laminina e fibronectina. Para microscopia eletrbnica de transmissao e
microscopia eletrénica de varredura as amostras apos processadas foram obtidas
imagens em seus respectivos microscopios. A quantificacdo de DNA foi feita através
de kit DNeasy e as amostras entre os grupos foram consideradas significativas
guando p<0,05, utilizando teste t de Student. Foi encontrada auséncia de células nos
arcaboucos descelularizados, observada por microscopia Optica e a manutencdo da
estrutura do arcabouco da MEC foi visualizada macroscopicamente e
microscopicamente onde foi revelada alteracdo na microestrutura. Os principais
componentes da MEC se mantiveram no arcabougo descelularizado e a
concentracéo de DNA teve uma reducgéo de 87,04% comparando 0s grupos controle
e descelularizado. Com uso de apenas dois agentes e a reducdo do tempo de
exposicdo o processo se manteve eficaz na retirada de células, melhor preservagéao

dos componentes da MEC, podendo utilizar os arcaboucos para recelularizagéo.

Palavras-chave: Coracao. Descelularizacdo. Matriz Extracelular. Microscopia.



ABSTRACT

Heart disease is considered leading cause of death worldwide and for many
patients the only possible treatment is a transplant organ. The tissue engineering
came like a way to help in shortage of donor organs, using techniques that
consist of removing the organ cells maintaining the components of the
extracellular matrix (ECM) and recelularizar with patients own cells, thereby
reducing the concentration of immunologically active molecules. All agents used
in decellularization alter the composition and cause some damage to the
ultrastructure. The objective of this work was the development of a cardiac
framework derived extracellular matrix (ECM) decellularized with use of two
agents and exposure time reduced. As experimental model were used 14 male
Wistar rats aged two months weighing on average 330g. After anesthesia
(Ketamine / Xylazine 90 mg / kg / 10 mg / kg), animals had their open chest and
removed heart. Their was cannulated and perfused through the ascending aorta
initially with PBS, followed by perfusion with 1% SDS detergent and 1% Triton X-
100. Optical microscopy techniques were used after which the samples
processed were stained with hematoxylin and eosin (H&E), Picrosirius and
labeled with fibronectin and laminin antibodies. For transmission electron
microscopy and scanning electron microscopy samples were processed after
images obtained in their microscopes. Quantification of DNA was done using
DNeasy kit and the samples between groups were considered significant at p
<0.05 using Student's t test. It was found from the absence of cells in
decellularized scaffolds, observed by optical microscopy and maintenance of the
ECM scaffold structure was viewed macroscopically and microscopically where it
was revealed change in microstructure. The major components of the ECM
remained in the decellularized scaffold and DNA concentration decreased by
87.04% comparing control groups and decellularized. With use of only two
agents, and reducing the time of exposure process remained effective in the
removal of cells, better preservation of ECM components, and may utilize the

scaffolds for repopulation.

Keywords: Heart. Decellularization. Extracellular matrix. Microscopy.
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1 INTRODUCAO

1.1 O Coracgéo

O coracdo € um orgao dividido em duas camaras: atrio e ventriculo, direito e
esquerdo. O lado direito do coracdo bombeia 0 sangue para os pulmdes e o lado
esquerdo bombeia para os érgaos periféricos. Entre o atrio e ventriculo direito existe
a valva tricispide e entre atrio e ventriculo esquerdo a valva mitral (bicUspide), essas
valvulas sdo responsaveis por evitar o refluxo de sangue dos ventriculos para os
atrios durante a diastole (GUYTON; HALL, 2006).

As fibras do musculo cardiaco sdo formadas de varias células ligadas entre si por
complexo juncional chamado de discos intercalares. Nesses discos encontram-se
trés especializagcdes juncionais: zOnulas de adesdo, desmossomos e juncdes
comunicantes, essas Ultimas permitem facilmente a difusdo de ions pelo fluido
intracelular, facilitando a propagacdo dos potenciais de acdo de uma célula a outra
(GUYTON; HALL, 2006; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

As células que compdem o musculo cardiaco tem aproximadamente 15 pm de
diametro e 85-100 um de comprimento. Células cardiacas possuem estriacdes
transversais semelhantes aquelas encontradas no musculo esquelético, porém
possuem de um a dois nucleos, contrario ao encontrado em células esqueléticas que
sédo multinucleadas (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2008).

1.2 Epidemiologia

As doencas cardiacas representam as maiores causas de morte no mundo (LU et
al., 2013), dados confirmados pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS,2014).
Estima-se que 17,4 milhdes de pessoas morreram de doencas cardiovasculares em
2012 (Figura 1) (OMS, 2014). No Brasil, segundo dados do ministério da saude,
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foram registrados 335.213 6bitos por doencgas do aparelho circulatério no periodo de
2011 (Ministério da saude/SVS - Sistema de Informacgéo de Mortalidade e IBGE).

Doencas cardiovasculares incluem doencas coronarianas, cerebrovasculares,
congénitas do coracdo, reumaticas do coracdo, dentre outras. Diversos fatores
comportamentais podem contribuir para 0 aumento do risco dessas doengas, como
hébitos alimentares, tabaco, falta de atividade fisica, uso de é&lcool e outros. Além
disso, algumas doencas como diabetes, hipertensdo e hiperlipidemia também

podem desencadear doencas cardiovasculares (OMS, 2015).

O tratamento é limitado em pacientes com grave reducdo da funcdo cardiaca, a
Unica op¢do de muitos individuos em estégio final da doenca é o transplante do
orgdo, mas esse tratamento sé € possivel para um numero limitado de pacientes
devido a escassez de doadores (FUNAKOSHI et al., 2016). Apesar de melhorar as
taxas de sobrevivéncia a curto prazo, a longo prazo esse tratamento ainda possui
limitacdes devido a rejeicdo ao 6rgao e aos efeitos da imunossupressao (GUYETTE
et al., 2016).

A 1l Diretriz Brasileira de Transplante Cardiaco estabelece alguns critérios que véao
desde o processo de selecdo de potenciais receptores, até os cuidados em todas as
fases ap0Os o transplante. Para selecao de receptores de coracdo sao feitos varios
testes que envolvem anamnese, testes fisicos, testes de compatibilidade sanguinea,
avaliacdo da gravidade da insuficiéncia, avaliacdo funcional de multiplos érgéos,
testes soroldgicos, rastreamento de neoplasias além de consultas nutricionais,
psicoldgicas/psiquiatricas. Os pacientes candidatos ao transplante recebem grandes
quantidades de medicamentos antes mesmo da realizacdo do transplante. Apdés
transplantes o uso de imunossupressores se faz necessarios devido a alta taxa de
rejeicdo ao transplante, a utilizacdo de corticosteroéides, inibidores de calcineurina e
antiploriferativos ainda € usada de maneira rotineira. Mesmo com toda monitorizacao
e utilizacdo de medicamentos a rejeicdo ainda € muito comum, 0 que aumenta ainda

mais 0s gastos com os pacientes transplantados (BACAL et al., 2009).
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The 10 leading causes of death in the world

2012
Ischaemic ) -
heart disease fAman
Lower 1
. . 31 million
respiratory inf...
Trachea + Bevit
bronchus, lun... rman
HIWV/AIDS - 1. 5million
Diarrhceal - »
. 1. 5million
diseases
Diabetes -
; 1. 5million
mellitus
Foad injury :- 1. 3million
Hypertensive. .. :- 1. 1mniillion
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Figura 1. As 10 principais causas de mortes no mundo em 2012. Fonte: (OMS, 2014).

*COPD (Doenca Pulmonar Obstrutiva Crénica)

1.3 Bioengenharia tecidual

A criacdo de coracgles bioartificiais surge como uma solucdo promissora ao atual
problema da escassez de 6rgédos para transplantes. Além disso, as taxas de rejeigéo
ao transplante poderiam ser drasticamente reduzidas com o uso de células
derivadas dos préprios pacientes (GUYETTE et al., 2016). Nesse contexto, novas
opcbes no campo da bioengenharia tecidual, como a utilizagdo de suportes
acelulares, tém sido exploradas para suprir essa necessidade por reparo tecidual ou

por um novo Orgao.

Com os avancos da bioengenharia tecidual ja foram obtidos com sucesso vasos
sanguineos, bexiga urinaria e traqueia, tecidos que nao requerem uma grande rede
vascular. Aplicagbes em 6rgdos como coracdo, rim, figado e pulméo estdo sendo
feitas, mas ainda sdo necessarios mais estudos, devido a rede vascular mais
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complexa presente nesses 6rgaos (ARENAS-HERRERA et al., 2013; GUYETTE et
al., 2016; HOGAHOGAN; MOHAMED; TAO, 2015; MOSER; OTT, 2014). Em 2008 o
primeiro 6rgdo complexo foi descelularizado: coracdes de ratos foram perfundidos
com agentes quimicos e repovoados com células cardiacas neonatais, o 6rgao foi
mantido em um biorreator em condi¢Bes estéreis de cultura e apds oito dias em
cultura os cora¢gBes mostraram respostas elétricas e contrateis (OTT et al., 2008).
Desde entdo diversos protocolos para 6rgaos complexos tem sido testados. Em
2010 Nakayama e colaboadores descelularizaram rins de macaco Rhesus de
diferentes idades com os detergentes docecil sulfato de sédio (SDS) e Triton X-100
em temperaturas de 4°C e 37°C. Perfusdo com SDS a 4°C mostrou melhor
preservacao da arquitetura e auséncia de nucleo em coloracdo com hematoxilina e
eosina (H&E). Apds trés dias e cultura as células migraram aproximadamente
300um para dentro do suporte e por andalise imunohistoquimica com marcador de
células renais foi demonstrado o fendtipo de células renais presente do suporte
biologico (NAKAYAMA et al., 2010). Também em 2010 Ott e colaboradores também
utilizando detergentes SDS e Triton X-100 descelularizou pulmdo de ratos e
demonstrou apds a recelularizagdo e cultura do érgdo a criagdo de uma barreira
alvéolo-capilar intacta de espessura fisiolégica, regenerando a base morfoldgica das
trocas gasosas. Apds o transplante ortotdépico os ratos recém transplantados
demonstraram respiracdo sem suporte de um ventilador por varias horas até o
aparecimento de secrecdes onde foi necessario reintubacéo (OTT et al., 2010). Em
2014 Pan e colaboradores, utilizando EDTA, Triton X-100 e SDS em diferentes
concentracdes descelularizou figado de ratos, e as analises de imunohistoquimica e
Western blot mostrou a preservacédo de componentes da matriz extracelular (MEC):
laminina, fibronectina, coldgeno | e Illl. Quando em cultura os componentes
mantiveram sua funcdo de adesao celular, migracéo, proliferacdo e transducdo de

sinais entre diferentes células (PAN et al., 2014).

1.4 Descelularizacao
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A descelularizacdo € o processo pelo qual as células sdo removidas dos
tecidos/6rgdos, com a manutencdo dos componentes da MEC em um suporte
estrutural (FU et al., 2014). Essa técnica minimiza problemas de biocompatibilidade,
0 que a torna mais vantajosa em relacdo ao uso de matrizes sintéticas para o

desenvolvimento de 6rgdos bioartificiais (LU et al., 2013).

A descelularizagdo de um érgao inteiro pode reduzir concentragdo de moléculas
imunologicamente ativas, além de preservar a estrutura tridimensional do 6rgéao,
incluindo o sistema microvascular primitivo, podendo ser utilizada na engenharia de
tecidos (FU et al., 2014; HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY, 2013).

Durante o processo de descelularizacdo, o maior desafio € a total remocédo do
material celular sem que haja danos a MEC. Alguns critérios tém sido estabelecidos
para o 6rgao descelularizado, séo eles: a quantidade de DNA néo deve ser maior do
que 50 ng de &cido desoxirribonucleico (DNA) por mg de MEC, qualquer fragmento
de DNA presente deve ser inferior a 200 pb de comprimento e a MEC néo deve ter
qualquer material nuclear visivel (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; LONDONO;
BADYLAK, 2015). Estes critérios podem ser confirmados por técnicas de extracao,
purificacdo e amplificagdo de DNA, além de técnicas de coloracdo ou fluorescéncia,
como coloragdo com hematoxilina e eosina (H&E) ou 4°,6-diamidino-2-fenilindol
(DAPI.

Véarios métodos tém sido desenvolvidos para produzir um suporte acelular, porém
todos os agentes usados atualmente alteram a composi¢cao e causam algum dano a
ultraestrutura da MEC (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; GRAUSS et al., 2005).
Véarios métodos quimicos, fisicos e biolégicos estdo sendo pesquisados com o
objetivo de alcancar melhores resultados de remocédo de células causando dano
minimo a matriz. Geralmente 0s processos mais eficazes no que se refere a
remocdo e preservacdo da MEC envolvem uma combinacdo desses métodos
(HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY, 2013).

1.4.1 Agentes quimicos

1.4.1.1 Acidos e bases
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Agentes acidos e basicos causam hidrélise de componentes citoplasméticos e
acidos nucleicos. O acido peracético, também utilizado por suas propriedades
antissépticas, é capaz de remover &cidos nucleicos com minimo efeito na
composi¢cdo da MEC. Outro acido que pode ser utilizado é o acido acético, utilizado
em descelularizagdo de derme, porém este acido remove colageno, reduzindo a
forca da MEC (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; FU et al., 2014; HREBIKOVA,
DIAZ; MOKRY, 2013). Assim como solucdes alcalinas, o acido acético, utilizados em
descelularizacdo de derme para remocao de pélos, ndo sdo indicadas para a
descelularizacdo de outros tecidos pois podem eliminar fatores de crescimento e
colageno, reduzindo as propriedades mecéanicas da matriz (CRAPO; GILBERT,;
BADYLAK, 2011).

1.4.1.2 Solucdes hipotbdnicas e hipertbnicas

Solugdes hipotbnicas e hipertbnicas promovem lise de células por choque osmaotico
e também rompem ligacbes DNA-proteina com minimo efeito na MEC e na
arquitetura original do 6rgdo (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011). Para melhorar o
efeito do choque osmotico e evitar material celular residual € comum imergir o tecido
em ciclos alternados de solug¢des hipotonicas e hipertonicas. Solu¢des de HCI Tris,
solucbes de EDTA e NaCl sdo os tratamentos mais frequentemente utilizados
(HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY, 2013).

1.3.1.3 Alcoois

Alcoois como metanol, etanol e glicerol podem auxiliar no processo de
descelularizacdo ao desidratar e consequentemente lisar as células. Também sé&o
eficientes em remover lipidios dos tecidos. Entretanto, devem ser tomadas

precaucdes na utilizacao de alcoois como etanol e metanol devido a sua capacidade
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em precipitar proteinas e causar dano a ultraestrutura da MEC. Além disso, esses
agentes devem ser totalmente eliminados ap0s a descelularizagdo, pois podem
causar efeitos citotoxicos durante o processo de colonizacdo do orgdo (CRAPO;
GILBERT; BADYLAK, 2011; HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY, 2013).

1.4.1.4 Detergentes

Vérios tipos de detergentes sejam eles ibnicos, ndo ibnicos e zwiteribnicos séo
usados, muitas vezes em combinacdo, em protocolos de descelularizagdo. Os
detergentes sao utilizados para solubilizar a membrana celular, dissociar o DNA de
proteinas e remover o material celular do tecido (CRAPO; GILBERT; BADYLAK,
2011).

Detergentes ndo ibnicos geralmente tem um efeito minimo sobre a estrutura do
tecido (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). Esses rompem as ligac¢des lipidio-
lipidio e lipidio-proteina, mas mantém as ligacées proteina-proteina, por isso sao
chamados relativamente ndo-desnaturantes, deixando as proteinas do 6érgdo em
uma conformagéo funcional (SEDDON; CURNOW; BOOTH, 2004). O mais frequente
detergente ndo ibnico usado é o Triton X-100, com variagdes no tempo de exposicéo
em diferentes protocolos. Sabe-se que esse detergente causa minima mudanca na
composicdo da MEC. Além disso, o Triton X-100 é melhor agente para eliminacdo
de lipidios de tecidos do que detergentes ibnicos como o deoxicolato (CRAPO;
GILBERT; BADYLAK, 2011; HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY, 2013).

Detergentes ibnicos sé@o efetivos em solubilizar membranas citoplasmaticas e
nucleares e desnaturam proteinas ao romper a interagdo proteina-proteina
(GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). O SDS, agente de descelularizacéo idnico
mais usado, é mais eficaz em remover células do que o Triton X-100, especialmente
em Orgados densos, apesar de também causar mais danos a MEC, como a
degradacdo de glicosaminoglicanos (GAGSs), o que reduz a estabilidade mecéanica
do suporte (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY,
2013). O deoxicolato de sodio, outro detergente ibnico, apesar de também remover
restos celulares, causa grande ruptura da arquitetura original do tecido quando
comparado ao SDS (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006).
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O detergente zwiteribnico 3 - [(3-colamidopropil) dimetilamoénio] - 1-
propanossulfonato (CHAPS) é mais eficaz em remover células de tecidos finos como
o pulméo, nervos e vasos sanguineos (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011;
HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY, 2013). Além disso, estudos mostraram que esse
detergente ndo prejudica a composi¢do de coldgeno e elastina, apesar de reduzir as
propriedades mecanicas do suporte acelular (GILBERT; SELLARO; BADYLAK,
2006; HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY, 2013).

1.4.1.5 Outros solventes

Solventes como acetona podem ser usados para remover lipidios durante a
descelularizacdo, porém, assim como os alcodis, a acetona € um fixador tecidual e
seu uso pode causar danos a ultraestrutura da MEC, produzindo suportes mais
rigidos com propriedades mecéanicas mais distantes daquelas presentes no tecido
nativo (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011).Tributil fosfato (TBP) é um outro
solvente orgénico com caracteristicas viricidas. Esse é mais efetivo do que
detergentes em descelularizacdo de tecidos densos, como tenddes, porém
apresenta variaveis efeitos sobre a MEC (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; FU
et al., 2014).

1.4.2 Agentes bioldgicos

1.4.2.1 Enzimas

Enzimas utilizadas em protocolos de descelularizacdo de tecidos incluem nucleases,
tripsina, colagenase, lipase, dispase, termolisina e a-galactosidase. O uso de
tratamentos somente enzimaticos remove residuos celulares, porém é dificil a
completa remocgéo de células além da possibilidade dessas induzirem resposta
imune (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011).
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A exposicdo do tecido ao agente biologico mais utilizado em descelularizagdo, a
tripsina, pode causar alteragdo no conteudo de coldgeno, laminina, fibronectina e
GAGs. Por esse motivo o tempo de exposi¢ao do tecido ao agente é um fator crucial
para a eficiéncia do processo de descelularizacdo (FU et al., 2014; HREBIKOVA,
DIAZ; MOKRY, 2013).

1.4.2.2 Agentes ndo enzimaticos

Agentes quelantes como &cido etilenodiaminotetra-acético (EDTA) e &cido etileno-
glicol-tetra acético (EGTA) atuam dissociando células das proteinas da MEC por
sequestrar ions metalicos, mas sdo geralmente usados em associacdo com outros
agentes, pois sao insuficientes para remover células superficiais (CRAPO; GILBERT;
BADYLAK, 2011).

1.4.3 Agentes fisicos

1.4.3.1 Temperatura

Congelamento e descongelamento sdo usados em descelularizacdo porque formam
cristais de gelo que rompem a membrana celular, causando lise nas células
(GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). Cuidados com a frequéncia de
congelamento e descongelamento devem ser tomados para evitar que 0s cristais
formados rompam a estrutura da MEC. Esse método pode ser utilizado em
descelularizacdo, porém, ha necessidade de outro tipo de tratamento posterior para
remover restos celulares do arcabouco (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011).
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1.4.3.2 Forga e pressao

A abras@o mecanica, principalmente quando combinada com métodos quimicos, é
eficiente em remover células dos érgdos. Entretanto, esse tipo de forca pode causar
danos a ultraestrutura (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011).

A pressdo hidrostética, utilizada para remover células de vasos sanguineos e
cornea, pode causar danos a ultraestrutura da MEC, uma vez que promove a
formacdo de cristais de gelo. Para evitar essa formacdo, pode-se aumentar a
temperatura durante a descelularizacdo, porém, elevagcfes na temperatura também
podem causar rompimento da MEC por aumento da entropia (CRAPO; GILBERT;
BADYLAK, 2011).

1.5 Matriz extracelular

A MEC é composta por uma diversidade de componentes organizados em uma
estrutura tridimensional. Essa MEC, presente em um 0rgdo descelularizado, faz
parte de um suporte que pode ser usado em medicina regenerativa, pois
proporciona um ambiente natural para a modelagem de 6rgdos e para a
investigacdo de mecanismos de interacdo célula-MEC em tecidos saudaveis e
doentes (GUYETTE et al., 2014).

A MEC é composta principalmente de proteinas estruturais e funcionais, como
colageno, laminina, fibronectina, glicosaminoglicanos (GAGs) e fatores de
crescimento. Esses componentes Sao necessarios para um repovoamento de
sucesso com células com propriedades regenerativas (GALVEZ-MONTON et al.,
2013; HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY, 2013). Em um coragdo saudavel, laminina,
fibronectina e colageno | compreendem cerca de 70% da proteina total no interior do
coragao (SULLIVAN et al., 2014).

A MEC ja foi considerada apenas um suporte estrutural, porém atualmente se sabe
gue a mesma participa de varios processos celulares como: sinalizacdo célula-

célula, proliferacéo, diferenciacdo e migracéo celular (LOCKHART et al., 2011).
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1.5.1 Principais componentes da MEC do coragéo

1.5.1.1 Colageno

O colageno € o componente estrutural mais abundante da MEC (GILLIES et al.,
2011). Dos diversos tipos de colageno existentes ao longo da formacéo do coracéo,
o colageno tipo | é predominante na MEC, seguido de colagenos tipo lll, IV, V, Vl e
VII, que também existem em quantidades notaveis (LONDONO; BADYLAK, 2015).
Colageno tipo |, I, V, e VI sdo encontradas no miocardio ventricular, valvulas atrio
ventriculares e cordoalhas tendineas. Enquanto que, colageno I, IV, Xl, XIlI estao
restritas ao desenvolvimento de estruturas de vélvulas e em cordas tendineas.
Outros dois colagenos do tipo nao-fibrilares, tipos XV e XVIII, sdo expressos no
desenvolvimento do coracdo adulto. Além disso o colageno também estd presente
na parede da aorta, e é importante para manter a elasticidade e integridade deste
tecido (LOCKHART et al., 2011).

1.5.1.2 Fibronectina e Laminina

A fibronectina (FN) é a segunda molécula mais abundante na MEC e também é
essencial para o processo de recelularizacdo, pois possui varios dominios que
facilitam a ades&o de varios tipos de células (LONDONO; BADYLAK, 2015). E uma
glicoproteina presente em todos os tecidos e durante toda a vida e variacfes na sua
guantidade na MEC estéo relacionadas a algumas doencas como glomerulopatia
com depositos de fibronectina (CASTELLETTI et al., 2008), doencas fibroticas,
gueloides, cicatrizes hipertroficas, doencas embrionarias do coracao, dentre outras
(SINGH; CARRAHER; SCHWARZBAUER, 2010).

Sevilla e colaboradores (2010) relatam que a polimerizacdo da FN est4 relacionada
a co-deposicao de fibras de colageno, e a propor¢ado das concentragdes desses dois
componentes esta relacionada com eventos de proliferacéo celular e formacéo do
tecido (SEVILLA et al., 2010).
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A laminina esta presente em todos os 06rgdos do corpo, formando uma rede
estrutural para montagem da membrana basal. A laminina atua como molécula de
adeséao para células e outros componentes da MEC e interacdo célula-matriz, além
de estar envolvida na organizacdo e manutencdo das estruturas vasculares
(LOCKHART et al., 2011; LONDONO; BADYLAK, 2015).

1.5.1.4 Glicosaminoglicanos

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sdo cadeias de polissacarideos compostos de
repetidas unidades de dissacarideos. Tém a capacidade de reter 4gua e se ligar a
fatores crescimento e citoquinas. Influenciam na proliferacdo, migracdo e
diferenciagao celular (LONDONO; BADYLAK, 2015).

Existem quatro classes de GAGs: Acido hialurdnico, o mais abundante no coracéo
em desenvolvimento; sulfato de heparina, sulfato de condroitina/sulfato de dermatina
e sulfato de gueratina. Esses trés ultimos sdo encontrados na matriz extracelular do
coracao, ligados a proteinas do nucleo de proteoglicanos, enquanto que o &cido
hialurdnico é sintetizado na membrana plasmética e nao fica ligado a uma proteina
do nucleo (LOCKHART et al., 2011).Todos os agentes usados atualmente alteram a

composicdo e causam algum dano a ultraestrutura da MEC.
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Figura 2. Composicéo da matriz extracelular. Fonte: (LONDONO; BADYLAK, 2015)
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho é o desenvolvimento de arcabouco cardiaco derivado de
matriz extracelular (MEC) descelularizada com uso de dois agentes e com tempo de

exposicao reduzidos.

2.2 Objetivos especificos

e Testar novo método para descelularizar coracdo de ratos para formacao de
arcabouco acelular;

e Testar a eficacia no processo de descelularizacdo com uso de apenas dois
agentes;

e Verificar a presenca/auséncia de material celular residual,

e Avaliar a composi¢éo da MEC,;

e Quantificar DNA residual da MEC.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animais experimentais

Foram utilizados quatorze(14) ratos Wistar, machos, com idade de dois meses
pesando em média 330g. Os animais foram fornecidos pelo Biotério Central do
Centro de Ciéncias da Saude — UFES. Os mesmos receberam agua e racao

livremente, tendo ciclo 12 horas claro/escuro e a temperatura (22+2°C) controlados.

Os animais foram divididos em dois grupos: sete animais para grupo controle e sete
para o grupo descelularizado. Sendo um coracédo de cada grupo destinado a andlise
de microscopia eletronica de transmissao e microscopia eletrénica de varredura, trés
coracdes de cada grupo para andlise de microscopia Optica (histologia convencional
e imunohistoquimica) e trés cora¢bes de cada grupo para quantificacdo de DNA.
Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de
Animais (CEUA- UFES) sob niimero 033/2014.

3.2 Sacrificio dos animais

Para etapa de descelularizacdo os animais foram pesados e 15 minutos antes do
sacrificio foram heparinizados com 10 unidades de Heparina sodica (Hepamax-s,
Blausiegel) em seguida receberam sobredose de solu¢cdo anestésica contendo
Ketamina (Quetamina®, Vetnil) 90mg/Kg e Xilazina (Rompun®, Bayer) 10 mg/Kg via
intraperitoneal. Cada animal foi colocado em decubito dorsal, para retirada dos pélos
da porcdo toracica e, logo apés foi pingado o osso externo e abaixo desse fez-se
uma incisdo e corte em direcdo aos membros dianteiros. O coragéo foi exposto e
com auxilio das méos e com uma tesoura pequena, retirou-se o 6rgado do animal.
Junto com o coracdo podem ir associados outros O0rgaos como pulméao. Apés a
limpeza da gordura e 6rgaos que vieram associados, a aorta foi exposta e 0 coragao

pesado.
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3.3 Descelularizacao

Com auxilio de duas pincas ponta fina a aorta foi aberta e fixada com uma agulha
(070x25) sem ponta e adaptada ao sistema de perfusdo. Com auxilio de uma bomba
peristaltica (Gilson®) o érgao foi perfundido com tampao fosfato de sédio (PBS) pH
7,3, para retirar 0 excesso de sangue, durante 15 minutos. O primeiro detergente
SDS 1% foi perfundido por 8 horas, seguido por 15 minutos de lavagem com agua
destilada para perfusédo do segundo detergente Triton-X-100 1% por 30 minutos. Por
ultimo foi feita uma perfusdo com agua destilada em média de 40 minutos. Apds o
processo o 6rgéo foi pesado novamente e colocado nos respectivos fixadores. Fotos

foram obtidas durante todo o processamento.

)

Descarte

Figura 3. Esquema de um sistema de perfusdo. No erlenmeyer a solugdo a ser perfundida passa
através de canulas através de uma bomba peristéltica até a agulha onde o 6rgado esta inserido.

3.4 Processamento Histolégico

As amostras ap0s descelularizacdo foram fixadas em paraformaldeido 4% em PBS,
por no minimo 48 horas. Posteriormente colocadas em cassetes histolégicos e
identificadas. As amostras controles foram colocadas em um processador
automatico de tecidos (LUPE®, Brasil - PT05), passando por baterias de
desidratacdo em alcoois 70% por 12h, 80%, 90%, 100% (3 repeti¢cOes) e alcool —
xilol (1:1), diafanizagdo em Xilol (3 repetigbes e inclusdo em parafina, todos por uma

hora de processamento. Para as amostras descelularizadas todo o processamento



24

foi feito manualmente e com tempos reduzidos para 20 minutos. O emblocamento foi
feito em moldes de aluminio e os blocos foram armazenados em freezer (a -20°C)
até o momento da microtomia. Foram feitos cortes histologicos em 5 um de
espessura para histologia convencional e em 3 um para imunohistoquimica em
microtomo manual (LeicaBiosystems) e colocadas em laminas comuns para
coloragdo Hematoxilina & Eosina e Picrosirius e em laminas silanizadas (Graulab®)

para imunohistoquimica.

3.5 Coloracdo Hematoxilina & Eosina (H&E) e Picrosirius

A coloracéo iniciou-se com uma bateria de desparafinizacdo com xilol (3 repeti¢cdes),
alcool - xilol (1:1), alcool para andlise (PA) (3 repeticdes), todos com tempo de 5
minutos de processamento. Seguiu-se com uma lavagem com agua corrente por 10
minutos e logo apods, 10 minutos na hematoxilina, as l|aminas passaram pela
diferenciacdo com alcool- &cido por poucos segundos, e lavagem novamente em
agua corrente por 10 minutos. Logo em seguida passagem por eosina por 2 minutos,
seguida de lavagem com &gua e passagens por alcool para analise (PA) (3
repeticdes), alcool- xilol, e xilol (3 repeticdes) com tempo de 5 minutos para cada.
Para coloracdo com picrosirius ap0s a primeira lavagem com agua as laminas foram
colocadas em picrosirius por uma hora seguindo com lavagem com agua para retirar
0 excesso, as demais etapas foram semelhantes da H&E. A montagem das laminas
foi feita em meio ndo aquoso utilizando DPX [p-xylene-bis (N-pyridinium bromide)]
(Sigma-Aldrich).

As imagens foram capturadas utilizando um fotomicroscépio (Olympus® AX70)
acoplado a uma camera digital (Axiocam Erc5s, Zeiss®) utilizando magnificacdo de

200 vezes.
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3.6 Imunohistoquimica (IHQ)

Para desparafinizacdo as laminas foram inicialmente banhadas com 3 banhos de
xilol, sendo o primeiro de 20 min e os demais banhos de 15 min. Seguiu-se com 3
banhos com concentragcbes decrescentes etanol (100%, 90% e 70%) e 2 banhos
com agua destilada por 5 min, 2 banhos de 15 min em solugdo de bdrax 3% em
PBS, 1 banho de 5 min em PBS, 2 banhos de 15 min em PBS Triton X-100 0,5% pH
7,3 e lavagem com 2 banhos de 5 min com agua destilada. Para inibicdo da
peroxidase enddgena 1 banho de 15 min em peréxido de hidrogénio 3% em metanol
foi realizado ao abrigo da luz seguido de 2 banhos em agua destilada por 5 minutos.
Para a etapa de recuperacdo antigénica o tampao citrato pH 6,0 (Spring
Bioscience® Germany) foi colocado em um recipiente juntamente com as laminas e
mantidas em banho-maria até atingir 96°C, a partir desse momento foram deixadas
por 30 min e apos esse tempo o recipiente foi retirado e deixado esfriar até atingir a
temperatura ambiente e seguiu-se com uma lavagem em PBS por 5 min. Na etapa
de bloqueio, primeiro as laminas foram cobertas com solucdo de PBS-BSA 10% +
gelatina 0,01% + tween 0,05% + triton X-100 0,1%:PBS + extrato de figado de rato
(v/v) por 30 min seguida de lavagem com PBS 1 banho de 5 min, seguiu-se
incubacdo em camara umida com PBS-BSA 10% + gelatina 0,01% + tween 0,05% +

triton X-100 0,1%:PBS + 10% soro de cabra (v/v) novamente por mais 30 min.

Os anticorpos primarios Anti-Laminin (AB11575, Abcam®) e Anti-Fibronectin
(AB2413, Abcam®) foram diluidos na diluicdo 1:100 em PBS-BSA 3% + gelatina
0,01% + tween 0,05% + triton X-100 0,1%:PBS + 1% de soro de cabra e foram
incubados em camara umida a - 4°C overnight. Passado o tempo de incubacéo as
laminas foram retiradas da geladeira e deixadas até atingir a temperatura ambiente.
Para lavagem foram feitos 2 banhos em PBS Tween 0,25% pH 7,3 por 5 min cada
banho em seguida incubadas em céamara Umida com anticorpo secundério
conjugado ao polimero HRP (Nichieri) por 1 hora e lavadas com um banho de PBS
Tween 0,25% pH 7,3 por 5 min.

Para visualizar a reacdo, foi utilizado o substrato-cromégeno diaminobenzidina
(DAB, Spring Bioscience®) diluido conforme fabricante e incubado por 15 minutos,
seguido de uma lavagem em PBS Tween 0,25% pH 7,3 por 5 min e dois banhos em

dgua destilada. Para melhor visualizacdo foi feita contra—coloracdo com
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Hematoxilina durante 30 segundos, seguida de lavagem em agua corrente por 5
min, e entdo as laminas foram mergulhadas em solucdo de agua amoniacal 10% por

10 segundos e lavadas com agua destilada por 5 min.

Para finalizar as laminas passaram por uma bateria de desidratacdo em 4 banhos de
etanol em concentracdes crescentes (70% 90%, 100% e 100%) por 10 min cada
banho seguido de uma etapa de clarificagdo com 3 banhos de 10 min em xilol P.A. E
a montagem das laminas foi realizada em meio ndo-aquoso DPX (Sigma-Aldrich). As
imagens foram capturadas utilizando um fotomicroscopio (Olympus® AX70)
acoplado a uma camera digital (Axiocam Erc5s, Zeiss®) na magnificacdo de 200

vezes.

3.7 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Para as analises de MET, as amostras foram fixadas logo apés descelularizacao, em
solucdo de glutaraldeido 2,5% + formaldeido 2% + tampao cacodilato 0,1M (ou
Karnovsky) por no minimo 24 horas. Para o processamento as amostras foram
lavadas com tampao cacodilato 0,1M (pH 7,2 — 7,4) (3 banhos de 30 minutos) e pés-
fixadas com tetroxido de 6smio 1% em cacodilato adicionado de ferrocianeto de
potassio 1,25%, por uma hora em camara escura a temperatura ambiente. Em
seguida as amostras foram lavadas novamente com tampédo cacodilato 0,1M (1
banho de 30 minutos) e com agua destilada (2 banhos de 30 minutos) e prosseguiu-
se a bateria de desidratagcdo em acetona a temperatura ambiente 30%, 50% (30
minutos), 70% overnight (geladeira), 90% (30 minutos) e 100% (3 banhos de 30

minutos).

Para etapa de infiltragdo as amostras foram primeiramente mantidas em acetona +
epon na proporcdo 2:1 por 6 horas, entdo foi trocada por acetona + epon (1:1)
“overnight” e acetona + epon (1:2) por 6 horas. Para inclusdo as amostras foram
mantidas em epon puro overnight e entdo emblocadas em forminhas de silicone
apropriadas e mantidas em estufa 60°C por 48 — 72 horas. Cortes ultrafinos de 70

nm foram feitos em ultramicrotomo (RMC Products) e foram contrastados com
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acetato de uranila 5% e citrato de chumbo 0,4%. As amostras foram examinadas em
microscoépio eletrdnico de transmissao a 80KV (JEOL, JEM-1400, USA, Inc.).

3.8 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Para MEV até o momento da desidratacdo as etapas anteriores sdo idénticas as
utilizadas em MET, podendo ser dispensada a pos- fixagdo com tetroxido de 6smio.
As amostras foram desidratadas em banhos de etanol 30%, 50% (30 minutos), 70%
overnight (geladeira), 90% (30 minutos) e 100% (3 banhos de 30 minutos) seguida
por secagem pelo ponto critico. As amostras foram colocadas em stubs e evaporado
ouro nas mesmas. Imagens foram obtidas através de microscopio JEOL JSM-
6610LV.

Para amostra do grupo descelularizado apo6s fixada foi lavada com tampéo
cacodilato 0,1M (3 banhos de 30 minutos). Para que as amostras fossem
impregnadas homogeneamente, a um pequeno volume de tampao cacodilato 0,1M
foi adicionado lentamente e sempre com agitacao, o crioprotetor glicerol a 30%, de
forma que no final de 30 minutos o volume inicial dobrou, ou seja a concentracao de
glicerol passou a ser 15%. Apés esse tempo o glicerol 15% foi removido e entdo
adicionado glicerol 30% que permaneceu até o dia seguinte. Foi retirada toda a
solucéo de glicerol e as amostras foram cortadas em pedacos de aproximadamente
2mm e congeladas em freezer -80°C, permaneceram nessa temperatura por no
minimo trés horas. Apdés esse tempo, com auxilio de duas pincas previamente
resfriadas no freezer, a amostra foi quebrada em dois pedacos menores de forma
rapida para evitar o descongelamento da mesma. As etapas seguintes até o

momento da obtencdo das imagens sdo as mesmas utilizadas no 6rgéao controle.

3.9 Anélise quantitativa de DNA
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Os coracdes foram cortados em pequenos pedacos e as amostras passaram por
inclusdo em etanol 30%, 50%, 70%, 90% e trés banhos etanol 100%, com tempos
de 15 min cada banho e entéo levadas para ponto critico, apos o ciclo completo do
ponto critico o peso seco foi obtido. As amostras foram colocadas em tubos cénicos
de 1,5mL, foram adicionados 180 pL de tampdo ATL e 20 pL de proteinase K e
vortexados. Os tubos foram incubados em banho maria a 56°C overnight para
completa lise do tecido. Seguiu-se com adicdo de 200 pL de tampéo AL e foram
vortexados e incubados a 56°C por 10 min. 200 uL de etanol 100% foi acrescido e
vortexados novamente. A mistura foi pipetada em uma coluna mini spin do proprio kit
DNeasy (Qiagen, Germany) e coletada em tubos de 2mL, foi entdo centrifugada a
6000 X g por 1 min. O liquido do tubo foi descartado e inserido novo tubo de 2mL
para entdo acrescentar 500 puL do tampao AW1 na coluna e centrifugar a 6000 X g
por 1 min. Novamente o liquido restante foi descartado e um novo tubo inserido. 500
pL do tamp&o AW2 foi adicionado a coluna e centrifugado por 3 min a 20000 X g. A
mini coluna foi transferida para um tubo cénico e o DNA foi eluido por adi¢cdo de 200
puL de tampao AE ao centro da coluna e incubado a temperatura ambiente por 1 min,
entdo foi centrifugado por 1 min a 6000 x g. As amostras foram analisadas e os
quatificacdo de DNA residual foram feitas por nanodrop 2000 spectrophotometer
(Thermo Scientific) o grafico da diferenca estatistica entre os grupos foi obtida por

software GraphPad Prism 6.0.1.

3.10 Anédlise Estatistica

A analise estatistica foi realizada no programa GraphPad Prism Versdo 6.0.1
(GraphPad Software; San Diego, Califérnia, EUA, Versao Trial). As amostras entre
os grupos foram consideradas significativas quando p<0,05, utilizando teste t de
Student.
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4 RESULTADOS

4.1 Descelularizacao

Apés cerca de uma hora do inicio da perfusdo com SDS, observamos a mudanca de
cor no orgdo, e ao final da descelularizacdo o coragdo ja translicido indica a perda

de material celular (Figura 4), como confirmado posteriormente por histologia.

PBS SDS 1% AGUA TRITON X-100 1%

AGUA

15 min 2h 4h 6h 8h 15 min 30 min 40 min

A 4

Figura 4. Imagens macroscopicas do processo de descelularizagdo de coracao de rato.

4.2 Analise histolégica

4.2.1 Coloracdo com H&E

As amostras do grupo controle mostram a presenca dos nucleos das células, como
demonstrado na figura 5 (A, B e C) enquanto que as amostras do grupo
descelularizado, como ja esperado apos o tratamento com detergentes, demonstrou

auséncia de material nuclear visivel figura 5 (D, E e F).
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Figura 5. Imagens de microscopia éptica dos grupos controle (A, B e C) e descelularizado (D, E e F).
Coloracao H&E. Barra de escala: 50 pm.

4.2.2 Coloragédo com Picrosirius

A coloracdo com picrosirius marca em vermelho o colageno e em amarelo o tecido
restante. Na figura 6 (A, B e C) observa-se a presenca do colageno no tecido,
enguanto que na figura 6 (D, E e F) mesmo apods o processo de descelularizagéo o
colageno, um importante componente da MEC, permaneceu no arcabouco além de
ndo haver nenhuma marcacado em amarelo demonstrando a auséncia das células.
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Figura 6. Imagens de microscopia 6ptica dos grupos controle (A, B e C) e descelularizado (D, E e F).
Coloracao com picrosirius. Barra de escala: 50 um.

4.2.3 Imunohistoquimica

Imagens de marcacdo com anticorpos anti fibronectina e anti laminina, mostram a
manutencdo desses componentes da MEC ap0s o processo de descelularizagédo
(Figura 7).
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Figura 7. Figuras A e C sdo amostras do grupo controle, Figuras B e D amostras do grupo
descelularizado, em marrom mostra a marca¢do com anticorpos anti laminina e anti fibronectina.

4.3 Microscopia eletrénica de transmisséo

As imagens de MET mostram a presenca das unidades contrateis (sarcébmeros) e
mitocondrias no coracdo controle (Figura 8 A,B e C). No coracéo descelularizado a
presenca de fibras coldgenas e a auséncia de organelas citoplasméaticas confirmam
a eficacia do processo no que se refere a retirada de células (Figura 8 D, E e F).



Figura 8. Imagens de microscopia eletrénica de transmissdo. Imagens A,B e C mostrando a presenca
de mitocOndrias e sarcdmero. Imagem D, E e F setas mostram a presenca de fibras colagenas. M =
mitocondria; S = sarcémero.

4.4 Microscopia eletronica de varredura

Imagens de microscopia de varredura demonstram a disposicdo de forma
desorganizada das fibras no arcabouco por ndo conter mais células (Figura 9: B e D)
em comparagcdo com a organizacdo das mesmas no orgdo controle (Figura 9: A e
C).



34

Figura 9. Imagens de microscopia eletronica de varredura. Imagem A e C mostrando a organizagao
das células cardiacas e das fibras da matriz extracelular, enquanto que na imagem B e D as fibras da
matriz se mostram retraidas no arcabouco acelular.no arcabouco acelular.

4.5 Andlise quantitativa de DNA

A figura 10 podemos observar que as amostras do grupo controle obtiveram uma
média de 432,64 ng/mg de tecido enquanto que apés a descelularizagdo os valores
encontrados foram para 56,06 ng/MG, tendo, portanto, uma reducdo de 87,04%
entre os dois grupos (p = 0,0002).
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Figura 10. Concentracdo de DNA em ng por mg de matriz dos grupos controle (n=3) e descelularizado
(n=3). Os dados estédo expressos como média + EPM; (**p< 0,001, teste t de Student).
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5 DISCUSSAO

Estima-se que 17,5 milhdes de pessoas morreram por doencas cardiovasculares no
mundo no ano de 2012, o que representa 31% do total de mortes, tornando-se a
principal causa de mortalidade (OMS, 2015). Mais de 50% dos pacientes com essas
doencas nao respondem as atuais terapias farmacoldgicas, e muitos desses
necessitam de transplantes do coracdo. Estratégias especificas para esses tipos de
pacientes estdo sendo estudadas, como por exemplo, a descelularizacdo de érgaos
(LU et al., 2013).

Ao longo de 20 anos a terapia com células com capacidade regenerativa tem sido
usada para regenerar o coracao. Estudos clinicos confirmam o beneficio da injecao
de células. Novos procedimentos que envolvem ndo apenas a injecdo de células
com capacidade regenerativa, mas incluem fatores de crescimento, matrizes
biologicas e polimeros sintéticos, tem sido utilizados € o que chamamos de
bioengenharia tecidual (GALVEZ-MONTON et al., 2013).

O musculo cardiaco tem uma capacidade limitada para se regenerar. A
bioengenharia tecidual surgiu como uma promessa de criar 6rgdos personalizados
além de substituir os atuais suportes sintéticos que causam grande problema de
rejeicdo imunolégica (JALILI-FIROOZINEZHAD et al., 2016; LONDONO; BADYLAK,
2015). Utilizando diversos métodos quimicos, fisicos e biolégicos, biomateriais
compostos de MEC sao formados servindo como plataforma natural para fixacao,
proliferacdo, maturacdo e eventual regeneracdo do o6rgdo alvo (JALILI-
FIROOZINEZHAD et al., 2016).

Para esse estudo foi escolhido como modelo ratos machos Wistar, onde foi retirado
os coracdes e canulado a aorta ascendente para perfusdo de todo o 6rgdo de
acordo com o protocolo modificado de Doris A Taylor, onde naquele estudo o
coracao foi perfundido por 12 horas com SDS (OTT et al., 2008). No presente
estudo foi verificado que a perfusdo por 8 horas com SDS somado a 30 minutos de
Triton X-100, foi suficiente para retirada das células, visto que quanto maior o tempo
de exposicdo ao agente maiores as chances de perda de componentes da MEC
resultando em mudancas nas caracteristicas estruturais (CRAPO; GILBERT;
BADYLAK, 2011; YE et al., 2016).
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Ao final de uma descelularizacdo o 6rgdo deve estar translicido demonstrando a
perda de material celular, porém deve ser confirmado através de outros parametros
(REMLINGER; WEARDEN; GILBERT, 2012). Como demonstramos neste estudo ao
longo de todo o processo de descelularizagéo foram tiradas fotos que demonstraram
ao final o coracdo sem material celular o que foi confirmado por anélise

microscopica.

De acordo com KHORRAMIROUZ et al. (2014) através de colocaracdo com H&E e
DAPI métodos que utilizaram apenas detergentes para descelularizacdo
demonstraram ser mais efetivos em retirada de células e na preservacdo do
colageno, do que aqueles que utilizaram detergentes com associacdo de EDTA ou
enzima (KHORRAMIROUZ et al., 2014). Em nosso estudo foi observado a eficiéncia

da metodologia na retirada de céluas com uso de dois detergentes.

Para analisar os principais componentes da MEC, AKHYARI et al (2011)
demonstraram através de analise imunohistoquimica deteccdo de laminina e
colageno por todo o 6rgao descelularizado como encontrado no coracdo nativo para
todos os protocolos testados, porém quando feito andlise quantitativa observaram a
reducdo desses mesmos componentes(AKHYARI et al.,, 2011). Assim como
observado também por GUYETTE et al. (2016) através da marcacao com anticorpos
para laminina, fibronectina e colageno mostrou a manutencdo dos componentes
apos o processo (AKHYARI et al.,, 2011; GUYETTE et al.,, 2016). Neste estudo
observamos que o colageno foi bem preservado ap6s descelularizacdo, apesar de
que nos Orgaos descelularizados a auséncia de células torna a distribuicdo mais

desorganizada no arcabouco.

O colageno é o componente mais abundante na MEC, é uma proteina estrutural
essencial e esta presente em todos os tecidos e 6rgdos (AAMODT; GRAINGER,
2016; GILLIES et al.,, 2011; JOHNSON et al., 2016). Devido a sua importancia
YASUI et al. (2014), demonstraram que o colageno foi bem preservado apos
descelularizacdo demonstrado por microscopia eletrénica de transmissdo e outras
técnicas (YASUI et al., 2014). Como identificado por MET neste estudo no coracéo
descelularizado observou-se auséncia de unidades contrateis e a presenca intensa

de fibras colagenas.
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Na andlise de MEV foi demonstrada alteragdo na microestrutura. Assim como
observado por SYEDAIN et al. (2013) cavidades onde antes estavam as células séo
encontradas no orgao descelularizado, certa alteracdo na microestrutura foi também
observada, porém pode ser devido a retracdo da amostra durante o preparo para a

andlise, do que de fato uma alteracdo microestrutural (SYEDAIN et al., 2013).

Estudos por CRAPO; GILBERT; BADYLAK (2011); LONDONO; BADYLAK (2015) e
corroborado por HREBIKOVA; DIAZ; MOKRY (2013) relatam que a quantidade de
DNA em um 0Orgao descelularizado ndo deve ser superior a 50ng por mg de peso
seco de matriz extracelular. Observamos neste estudo uma reducao significativa de
contetdo de DNA de em média 432,64 ng/mg de peso seco de tecido nos 6rgaos
controles para 56,06 ng/mg de peso seco de tecido descelularizado, uma reducao de
87,04% comparando os dois grupos, valores muito préximos ao indicado por
CRAPO e colaboradores.(CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; HREBIKOVA; DIAZ,
MOKRY, 2013; LONDONO; BADYLAK, 2015).
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6 CONCLUSAO

O grande numero de mortes por doencas cardiovasculares demonstram a
importancia do estudo de novas técnicas que auxiliardo na reducéo desses valores.
Os achados neste estudo demonstraram que a utilizagdo de detergentes, assim
como encontrado na literatura, sdo melhores agentes para descelularizagdo e
mesmo com a reducéo do tempo de exposicdo ao SDS e com uso de apenas dois
agentes de descelularizacdo o processo se manteve eficaz na retirada de células e

na preservagdo dos componentes da MEC: colageno, laminina e fibronectina.

Uma retracdo da microestrutura foi visualizada no 6rgdo descelularizado onde
somente observamos fibras preenchendo os espacos antes ocupados por células e
0 processo também demonstrou uma reducdo significativa de DNA residual,

podendo ser possivel a utilizacdo do arcabouco gerado para recelularizagéo.
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