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RESUMO

EVANGELISTA, R. A. A. Sensoriamento 6ptico aplicado a descelularizacdo renal.
2020. 60f. Dissertacdo (Mestrado em Biotecnologia) — Programa de P0s-Graduacéo
em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

O rim é o 6rgdo mais solicitado para transplantes no Brasil. Atualmente 68% dos
pacientes da lista de espera para transplante aguardam por este 6rgao. A técnica de
descelularizac&o surgiu como uma alternativa promissora para 0 aumento da oferta e
diminuicdo das taxas de rejeicdo de transplantes. A concentracdo do DNA residual é
o principal parametro para atestar a qualidade do arcabougo descelularizado. No
entanto, trata-se de uma técnica invasiva e destrutiva. Com o intuito de possibilitar a
avaliacdo de 6rgédos em tempo real nas descelularizagbes sem danifica-los, Pereira et
al (2019) desenvolveram um sistema de monitoramento Optico composto por trés
modulos (fonte luminosa, fotodetector e placa de prototipagem) acoplados a um
computador com programacao propria. Este sistema registra o perfil ptico dos érgéos
na forma de graficos de tensdo (v.s'1). Nosso objetivo foi analisar os registros gréaficos
produzidos pelo sensor apés descelularizacdes renais, com intuito de relaciona-los a
qualidade final dos 6rgéos. Para isto utilizaram-se rins de ratos Wistar adultos com
massa média de 301,8 + 44,6 g. As descelularizacbes ocorreram dentro do sistema
de sensoriamento Optico, e 6rgaos nativos e descelularizados foram separados para
andlises de DNA, dosagem de hidroxiprolina e histologia. As curvas produzidas pelo
sensor, foram suavizadas para reducédo de ruido e ajustadas segundo modelo logistico
de regressdo de quatro parametros (Al, A2, S e X0), descrito por Gadagkar e Call
(2000). A andlise de DNA confirmou a remocéo celular de 95%, e a dosagem de
hidroxiprolina confirmou a manutencdo do colageno tecidual. Os perfis &pticos
produzidos demonstraram seguir o padrdo de curva em S, e o parametro X0 foi o que

obteve melhor correlagcdo com o DNA residual (52%).

Palavras-chave: Sensor optico, perfil 6ptico, bioengenharia tecidual, transplante
renal.



OPTICAL SENSING APPLIED TO KIDNEY DECELLULARIZATION

ABSTRACT

EVANGELISTA, R. A. A. Optical sensing applied to kidney decellularization. 2020.

60f. Dissertation (Master in Biotechnology) - Postgraduation Biotechnological
Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

The kidney is the most requested organ for transplants in Brazil. Currently, 68% of
patients on the transplant waiting list are waiting for this organ. Decellularization
technique has emerged as a promising alternative for increasing supply and
decreasing transplant rejection rates. The concentration of residual DNA is the main
parameter to certify the quality of the scaffold. However, it is an invasive and
destructive technique. To follow the process during decellularization without damaging,
Pereira et al (2019) developed an optical monitoring system composed of three
modules (light source, photodetector and prototyping plate) coupled to a computer with
own programming. This system records the organs optical profile in the form of voltage
graphs (v.s-1). Our objective was to analyze the graphic records produced by the
sensor after renal decellularization, and relate them to the final organ quality. We used
kidneys of adult wistar rats with average mass of 301.8 + 44.6 g. Decellularizations
occurred within the optical sensor and native and decellularized organs were
separated for DNA analysis, hydroxyproline dosage and histology. The curves
produced by the sensor were smoothed to reduce noise and adjusted according to a
four-parameter logistic regression model (A1, A2, S and X0), described by Gadagkar
and Call (2000). DNA analysis confirmed 95% of cell removal and the hydroxyproline
dosage confirmed the maintenance of tissue collagen. The optical profiles produced
an S curve pattern, and the parameter X0 was the one that obtained the best
correlation with the residual DNA (52%). Keywords: Optical sensor, optical profile,

tissue bioengineering, transplantation.
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1 INTRODUCAO

1.1 EPIDEMIOLOGIA

As doengas cronicas ndo-transmissiveis (DCNT) chamam a atencdo mundial por
serem responsaveis por cerca de 60% das mortes ao redor do mundo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2014). Dentre este vasto grupo, as doencas cardiovasculares (DCV) s&o
responsaveis por 30% das mortes mundiais; apenas em 2016 levaram 17,9 milhdes
de pessoas a o6bito (WHO, 2018; MALTA et al., 2019). Atualmente, alguns estudos
vém demonstrando a relagcéo entre as DCV e a Doenca Renal Crbnica (DRC). Esta
dltima, tem sido descrita como o fator de risco principal para o desenvolvimento de
DCV. A associacdo € tdo significativa que pacientes portadores de DRC possuem

maior risco de mortalidade por causas cardiovasculares (BRUCHARLES et al., 2010).

A DRC é destacada como um problema de saude mundial, pelo aumento da sua
prevaléncia e o alto custo de tratamento (BARSOUM R. S., 2006). O diagnostico
normalmente é tardio e o tratamento feito de forma inadequada, consequentemente,
estes pacientes lidam com desfechos indesejados, decorrentes do efeito secundario
da faléncia funcional renal (FFR), como anemia, desnutricdo, acidose metabdlica,
Obito (predominantemente por causas cardiovasculares), dentre outros (BASTOS et
al., 2010).

Os rins estéo localizados posteriormente ao peritbnio parietal, em sua fissura na borda
medial, chamada de Hilo Renal. Veias, artérias, vasos linfaticos, nervos e ureter
entram e saem do 6rgdo como representado na Figura 1 (DANGELO E FATTINI,
2002). Dentre suas diversas funcdes, a principal e mais conhecida € a filtracédo
sanguinea que, posteriormente, origina a urina (JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2008).
Como resultado desse processo, as substancias provenientes do metabolismo celular
e as que estdo em excesso, além de componentes toxicos, sdo excretados do

organismo, promovendo a manuten¢cdo da homeostase corporal.
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Polo superior

5"‘3 <-— Borda Lateral

Borda Medial== ‘

Ureter ==

Figura 1. Representacao do sistema urinario superior humano, evidenciando osrins. Nafigura
pode-se observar o rim direito e esquerdo, a artéria renal (em vermelho), veia renal (emazul)
e o ureter (em bege). FONTE: Adaptado de Fresenius Medical Care Ltda, 2020.

A melhor forma de avaliar o funcionamento renal é através da filtracdo glomerular (FG)
(BASTOS et al., 2010). De acordo com a publicagdo DIRETRIZES CLINICAS PARA
O CUIDADO AO PACIENTE COM DOENCA RENAL CRONICA — DRC NO SISTEMA
UNICO DE SAUDE do Ministério da Satide (2014), a FG é calculada matematicamente
e leva em consideracdo o sexo, a idade, etnia (negros/ndo negros) e o valor da

creatinina sérica do paciente.

O documento entitulado Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (K/DOQI), da
National Kidney Foundation Americana (NKF) definiu a DRC como uma lesdo no
parénquima renal, que leva a altera¢cdes histoldgicas ou de marcadores de les&o renal,
com diminuicdo ou ndo da FG, por um periodo igual ou superior a trés meses
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014; BASTOS et al., 2010). De forma objetiva, a K/DOQI

sugeriu alguns estagios de classificagdo para a DRC, indicados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Estagios da DRC, de acordo com a K/DOQI.

Estagios Caracteristicas FG
[ I I
1 Presenca de Lesao Renal com FG normal ou aumentada > 90
2 Presenca de Les&o Renal com FG levemente reduzida 60 - 89
3 Presenca de Lesdo Renal com FG moderadamente reduzida 30 - 59
4 Presenca de Lesdo Renal com FG drasticamente reduzida 15-29
5 Faléncia Renal associada ou ndo com TRS <15

*FG = Filtragdo glomerular; *TRS = Terapia Renal Substitutiva

Em casos onde a DRC evolui e alcanca a faléncia renal, € necessério o inicio de uma
modalidade terapéutica denominada “Terapia Renal Substitutiva (TRS)”. A TRS é uma
modalidade de tratamento oferecida para pacientes classificados no estagio 5 da DRC
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Como 0 proprio nome sugere, esta é uma
modalidade de substituicdo da funcéo renal, podendo ser por hemodidlise, dialise
peritoneal ou transplante renal. Esta Ultima é considerada a mais completa alternativa
de tratamento, pois melhora a rotina e aumenta a sobrevida dos pacientes, de modo
geral (SBN, 2020).

Para se realizar um transplante no Brasil, 0 paciente deve ser inscrito na Central de
Notificac&o, Captacdo e Distribuicdo de Orgdos (CNCDO), onde é realizado o seu
Cadastro Técnico Unico (CTU). Apos ter a sua inscricdo aceita, o paciente deve
aguardar o 6rgao solicitado, que é distribuido de acordo com o Sistema de Lista Unica
do Ministério da Saude. Entre janeiro e setembro de 2018 foram efetivados 6.419
transplantes de 6rgdos solidos no Brasil, revelando um crescimento de 18% em 10
anos (RBT, 2018).

Especificamente para o transplante de rins, a fila de espera aumentou de 29.268

pacientes em 2016 para 31.266 em 2017, um crescimento de 6,8% em um ano. De



18

acordo com a Associa¢io Brasileira de Transplantes de Orgdos (ABTO), o rim é o
orgdo mais solicitado visto que 64,8% dos pacientes da lista de espera para
transplante aguardam por esse 6rgao, o que corresponde a 23.630 pacientes (ABTO,
2019).

A maioria dos rins destinados para transplante tem origem de doadores falecidos. No
primeiro trimestre de 2020, cerca de 87% dos rins originaram desta fonte de doador
(RBT, 2020). Entretanto, apenas nos Estados Unidos, do total de rins provenientes de
doadores falecidos, mais de 2600 sdo descartados anualmente, devido a alteracfes
anatbmicas e outros fatores como atrofia tubular, mudancas vasculares, necrose

cortical, fibrose intersticial, dentre outras.

Esses dados revelam um grande problema, que é a alta demanda de rins para
transplantes e o déficit de doadores, resultando numa fila de espera muito longa para
0s pacientes que sofrem com doengas renais. Outro problema é a dificuldade de
encontrar doadores compativeis, jA que diversos fatores devem ser verificados entre
o doador e o receptor, tais como tipagem sanguinea ABO, teste de ALH (Antigenos
Leucocitarios Humanos) e prova cruzada (realizada com linfécitos totais), além da
investigacado clinica e de exames fisicos nos pacientes (SBN e SBU, 2006). Caso o
paciente consiga realizar o transplante, ainda existe a possibilidade de ocorrer
reacdes autoimunes, responsaveis pela rejeicdo do enxerto (FRIEND, 1995). Com o
intuito de controlar as reac¢des autoimunes, s&do administrados medicamentos
imunossupressores. Esta manobra auxilia no tratamento e possibilita o contorno da
rejeicdo, porém aumenta o risco de infec¢cdes, tornando necesséaria a administracao
concomitante de antibidticos de amplo espectro, dentre outros medicamentos
(CONITEC, 2014).

Entretanto, cerca de 40 - 50% dos transplantes ainda sao perdidos entre 10 e 12 anos
apés a cirurgia; o percentual restante sofre com efeitos colaterais relacionados a
imunossupressao (BAAN et al.,, 2016). Neste contexto, a medicina regenerativa e a
engenharia tecidual buscam alternativas capazes de solucionar esses desafios.
Estudos sobre descelularizacdo e recelularizagdo de Orgdos ampliaram as
possibilidade de uso de tecidos e oOrgaos bioartificiais, principalmente quanto a
aplicagdo em transplantes (DESTEFANI et al., 2017; CRAPO et al., 2011; SONG et
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al., 2013), surgindo como alternativa promissora para diminuicdo do déficit de 6rgéaos
e das taxas de rejeicao de transplantes (SCARRITT, PASHOS, BRUNNELL, 2015).

1.2 DESCELULARIZACAO DE ORGAOS

A descelularizacéo de 6rgados e tecidos é uma técnica da bioengenharia tecidual que
objetiva retirar todo o componente celular do material enquanto preserva sua
composigao e estrutura, obtendo-se ao final um arcabougo bio-derivado (GILBERT et
al., 2006; SOMUNCU, 2018). Este ultimo € composto pela Matriz Extracelular (MEC)
e possui a estrutura tridimensional do tecido/érgéao original, destacando-se por suas
propriedades ndo-imunogénicas e a capacidade de transmitir sinais de conexao para
posterior realocacdo, propagacdo, sustentacéo e diferenciacdo celular (RANA et al.,
2017).

Colageno

Colageno

Descelularizacdo

Contelido

Celular Outros componentes da matriz

Qutros componentes da matriz

Lamilina Lamilina

Figura 2. Representacdo de umtecido antes e apds o processo de descelularizacdo. Fonte:
proprio autor.

AMEC de alguns tecidos ja esta sendo estudada para aplicacdes clinicas como as de
bexigas urinarias, valvulas cardiacas, pele, veias, nervos, entre outras (GILBERT et
al., 2006; GILPIN e YANG, 2017). A técnica de descelularizacdo deve ser ajustada
para cada tipo de material biologico a ser trabalhado, ja que a eficiéncia deste

processo em diferentes 6rgdos e tecidos depende de caracteristicas intrinsecas do
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material, como, a espessura, composi¢do, quantidade de lipidios, celularidade e
densidade do material (CRAPO et al., 2011; GILBERT et al., 2006).

1.2.1 Métodos de Descelularizac&o

Os métodos de descelularizacdo podem ser divididos em quimicos, enzimaticos e
fisicos; este Ultimo também pode ser denominado mecénico. Todos os métodos
possuem o mesmo objetivo, remover o maximo de contetudo celular e material
genético do tecido, porém, nem sempre conseguem atingi-lo isoladamente. Os
estudos normalmente realizam associacfes para obter maior eficiéncia na
descelularizacdo (SOMUNCU, 2019; BOURGINE et al., 2013). Cada tipo de agente
descelularizante alterard a composicdo da matriz e causara a degradacdo da sua
estrutura, portanto, € necessério o controle de cada processo, de modo que esse dano

seja minimizado ao maximo (CRAPO et al., 2011).

Os métodos fisicos s&o representados por procedimentos como congelamento,
“thawing”, pressao, agitacdo, dentre outros. Sao capazes de romper as membranas
celulares, porém, séo insuficientes se utilizados isoladamente. Por isso, normalmente
estdo associados a outros meétodos, principalmente os quimicos (GILBERT et al.,
2006).

Os métodos quimicos utilizam &cidos, bases e surfactantes na descelularizacdo. Os
surfactantes sdo os mais comuns, e provocam o0 desarranjo da bicamada lipidica
levando ao rompimento celular (GILPIN; YANG, 2017). Nesse grupo, o dodecil sulfato
de sddio (SDS) se destaca. Diversos estudos, como os de Schmitt et al (2017),
Remuzzi et al (2017), utilizaram esse surfactante e obtiveram remocéo satisfatoria do
contetdo genético de valvulas adrticas suinas e rins de ratos (GILPIN e YANG, 2017).
Porém, alguns estudos demonstraram que o uso do SDS pode danificar a
microestrutura da MEC, compactando as moléculas de colageno e produzindo uma

matriz mais fibrosa. Essas alteragcbes podem interferir na qualidade e,
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consequentemente, nos processos posteriores de repovoamento do arcabouco,
sendo necessario a otimizacédo do protocolo para que esse dano seja minimizado ao
maximo (GILPIN; YANG, 2017; SCHMITT etal., 2017)

Os acidos, como o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e acido peracético, agem
provocando a degradacao hidrolitica das biomoléculas, além de solubilizar as
membranas celulares devido as suas cargas eletrénicas (CRAPO et al., 2011; GILPIN;
YANG, 2017). Os resultados da descelularizacdo por esses agentes demonstram
aumento da rigidez do tecido e remogao dos glicosaminoglicanos (GAG'’s), portanto,
nao sao comumente utilizados em tecidos que necessitam de expansibilidade
(GILPIN; YANG, 2017). As bases possuem 0 mecanismo parecido com o dos acidos,
porém, podem remover totalmente os fatores de crescimento do tecido, assim como
alterar as propriedades mecanicas do material por induzir cargas negativas nas
moléculas de colageno, separando ou rompendo suas cadeias (GILPIN; YANG, 2017,
CRAPO et al., 2011).

Nos métodos enzimaticos, a tripsina € a enzima mais comumente utilizada. Esse
meétodo € capaz de romper as ligacfes peptidicas de proteinas ou entre uma proteina
ligada a uma estrutura celular. Por ndo serem seletivos, podem afetar as proteinas da
MEC, removendo moléculas de colageno, laminina, fibronectina e GAGs,

consequentemente alterando a ultraestrutura do material (BOURGINE et al., 2013).

1.3 AMATRIZ EXTRACELULAR

Os tecidos e o6rgaos biolégicos sdo constituidos por células e componentes nao
celulares. Estes se organizam e formam uma estrutura denominada Matriz
Extracelular (MEC), classificada em dois tipos: Intersticial e pericelular. A MEC
intersticial € aquela que rodeia as células, normalmente em maior quantidade,
enquanto a pericelular € a que estd em contato direto com as células, como por

exemplo a membrana basal celular (THEOCHARIS et al., 2016).
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A MEC é resultado da secrecdo das células residentes no tecido e estd em
reciprocidade com elas, sendo responsavel por caracteristicas fisicas do material,
como sua bioconformacao, rigidez e sustentacdo das células, além de ser capaz de
regular processos de crescimento, migracdo, diferenciacdo, sobrevivéncia,
homeostase e morfogénese celular (CRAPO et al., 2011; THEOCHARIS et al., 2016).
As moléculas que a constituem (vide Figura 3) podem ser divididas em duas classes,
polissacarideos de cadeia e proteinas fibrosas. Como exemplo, estdo o0s
glicosaminoglicanos e o colageno, respectivamente (DESTEFANI et al., 2017,
THEOCHARIS et al., 2016).

5| Integrinas
g ; % Colageno

Interior
celular

Proteoglicanos

Matriz Extracelular
Bicamada Lipidical™ "}

Figura 3. Componentes da Matriz Extracelular. Fonte: proprio autor.

Essa variedade de moléculas é diferente em cada tecido, porém, a composicdo das
moléculas permanece, sofrendo pouca ou nenhuma modificagcdo, caracteristica que
permite as MECs serem bem toleradas quando submetidas a transplantes ou
xenotransplantes (BADYLAK et al., 2009; CRAPO et al., 2011). Hoje existem alguns
materiais em uso clinico derivados de MEC, como derme, bexiga urinaria, intestino

delgado, pericéardio, valvulas cardiacas, dentre outras (CRAPO et al., 2011).

Nos rins, a MEC ¢é diversificada em cada regido do 6rgdo. No caso da regido

intersticial, a composicdo €& variada, entretanto, predominam-se moléculas de

colageno do tipo I, Il V, VI, VIl e XV, além de glicosaminoglicanos sulfatados e nao-
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sulfatados, glicoproteinas e polissacarideos (GENOVESE et al., 2014; DESTEFANI et
al., 2017). JA& na membrana basal glomerular, que € responsavel por filtrar os
componentes indesejaveis do sangue para regiao urinaria, 0s componentes principais
da MEC séo laminina, colageno do tipo IV, proteoglicanos do tipo heparan sulfato e
nidogénio (GENOVESE et al., 2014; SUH e MINER, 2013).

Diante da grande variedade na composicdo das MEC, é inevitavel que apds o
processo de descelularizacdo a MEC original tenha sua composicdo alterada,
produzindo assim um biomaterial diferente, porém com composicdo semelhante a
nativa. Portanto, para se garantir a qualidade do arcabouco, alguns parametros devem
ser avaliados, dentre eles estdo a verificacdo da eficiéncia da remoc¢do do contetudo
celular e genéticos, a preservacdo das proteinas de matriz, e a manutencdo das

propriedades mecanicas do material (GILBERT et al., 2006).

1.3.1 Colageno

No organismo humano, a quantidade de colageno representa 30% das proteinas
totais. Sua producéo é feita, majoritariamente, por fibroblastos (THEOCHARIS et al.,
2016). A organizacao das fibras colagenas tem relacédo direta com a caracteristicas
biomecéanicas do tecido. Alguns tipos de coladgeno podem se associar e formar
estruturas denominadas, fibrilas, fibras e feixes. Por exemplo, no caso de tecidos
como tenddes, as fibras tendem a ser alongadas e alinhadas em relacédo ao eixo do
material, conferindo a ele alta resisténcia e forca mecéanica (BADYLAK et al., 2009).
Entretanto, essas caracteristicas mecanicas ndo sdo as Unicas funcdes desta
molécula, mas também demais eventos, como migracdo, diferenciacdo e adesé&o
celular, quimiotaxia, dentre outras (CARVALHO e RECCO-PIMENTEL, 2001,
THEOCHARIS et al., 2016).

A molécula de colageno é composta por trés cadeias a, trancadas de forma helicoidal,

formando uma tripla hélice. As trés cadeias sdo denominadas como ai, a2 e as,
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entretanto, uma molécula de colageno pode ter mais de uma cadeia a igual, como no
caso do colageno I. As cadeias a sdo compostas por sequéncias de aminoacidos, em
sua maioria, repeticbes de uma trinca constituida pela glicina (Gly) ligada a mais dois
aminoacidos. Os mais comuns sdo a prolina e hidroxiprolina, como representado na
Figura 4 (ROBERTIS e HIB; 2006; THEOCHARIS et al., 2016). Por essa variedade
estrutural, existem 28 tipos de colageno descobertos. O colageno do tipo | é o mais
abundante na maioria dos tecidos e esta presente nos 0ssos, na derme e nos tenddes
(THEOCHARIS et al., 2016).

Molécula de
Colageno

V

Aminoacidos Diversos

Z = Lisina ou Prolina A Se Z = Lisina
X = Prolina

Y = Hidroxiprolina

Figura 4. Representacdo da molécula de colageno e suas ligacdes peptidicas. Fonte: proprio
autor.

Algumas alteragBes na molécula sdo importantes do ponto de vista estrutural e
fisiologico, como a hidroxilagdo da lisina e da prolina. No caso da hidroxilagcdo da
prolina, o resultado € a estabilizacdo da estrutura da molécula, enquanto a da lisina é
importante para a ocorréncia de glicosilacbes, formacdes de galactosilidroxilisina,
glicosilgalactosilidroxilisina e derivado aldeidico hidroxilisina. Este Ultimo é muito
importante para formacéo das ligacGes cruzadas do colageno com a MEC e outras
moléculas (CARVALHO e RECCO-PIMENTEL, 2001).

As ligacdes intermoleculares também estdo presentes e, uma muito importante, é a

ligacdo do hidrogénio da cadeia lateral da glicina entre aminoacidos das demais
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cadeias a. Essa ligagcado aproxima as cadeias, o que favorece o empacotamento e a
formacdo da tripla hélice (THEOCHARIS et al., 2016).

1.3.2 Proteoglicanos e Glicosaminoglicanos

Os proteoglicanos (PG) sdo moléculas constituidas por uma proteina central, ligada a
uma ou mais moléculas de GAG's, vide figura 5. Sao classificados em quatro tipos, de
acordo com a sua localizacdo. Os PG intracelulares, de superficie celular,
pericelulares e extracelulares (THEOCHARIS et al.,, 2016). S0 moléculas de alto
peso molecular, negativamente carregadas e hidrofilicas. Essas caracteristicas
associadas criam um microambiente rico em ions e de viscosidade alterada. Por outro
lado o aumento da viscosidade cria uma substéncia de consisténcia gelatinosa, onde

as proteinas fibrosas estédo imersas (ALBERTS et al., 2002).

A consisténcia parecida com a de um gel confere ao local onde os PG estéo,
resisténcia a forcas de compressao. A porosidade do gel € importante para facilitar o
transporte de substancias, além de permitir o transporte de nutrientes, hormaonios,
metabdlitos, dentre outras substancias entre o sangue e as células dos tecidos
(ALBERTS et al., 2002).

<=1 Cadeias de Glicosaminoglicanos

Proteina
Central

Figura 5. Representacdo de uma molécula de proteoglicano. Fonte: préprio autor.
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Os GAGs sao polissacarideos nao-ramificados. Estruturalmente sdo compostos por
repeticbes de um tipo de dissacarideo especifico. A estrutura dissacaridica
normalmente € composta por um acido urénico (acido glicurénico ou idurénico), que
pode ser ou ndo sulfatado, e um amino acucar (N-acetilglicosamina ou N-
acetilgalactosamina) (ALBERTS et al.,, 2002; THEOCHARIS et al., 2016). Essas
moléculas s&do tidas como as mais anibnicas produzidas por células animais
(ALBERTS et al., 2002).

Existem seis tipos de GAG: Acido hialurénico (HA), galactosaminoglicanos sulfato de
condroitina e dermatan sulfato, glicosaminoglicanos heparan sulfato, heparina e
keratan sulfato (THEOCHARIS et al., 2016). O HA € o unico GAG que possui todas
as unidades dissacaridicas idénticas (D-acido glicurénico e N-acetil-D-glicosamina) e
ndo sulfatadas, além disso, ndo se liga, majoritariamente, a uma proteina central. E
produzido por um complexo enzimatico localizado na membrana celular e é o
constituinte principal da matriz pericelular de varios tipos celulares (ALBERTS et al.,
2002; THEOCHARIS et al., 2016).

1.4 ANALISE DO ARCABOUCO DESCELULARIZADO

Apéds a descelularizagdo algumas caracteristicas devem ser avaliadas no arcabouco.
De acordo com Crapo et al (2011), os critérios minimos para se considerar uma
descelularizacao satisfatoria sdo: quantidade de DNA residual fita dupla inferior a 50
ng.mg! de MEC seca, fragmentos inferiores a 200 pares de base (pb) e coloracao
com 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ou hematoxilina e eosina (HE), sem
visualizacao de material genético. Outros autores descrevem que a reducdo acima de
90% do DNA total é suficiente para que a descelularizacdo seja considerada
satisfatoria (SONG et al., 2013; GILPIN E YANG, 2017; SHIRAKIGAWA e JIMA, 2017.
A divergéncia na expressao dos resultados entre os pesquisadores é clara, e a forma

como ¢é feita a normalizacdo dos resultados também gera controvérsias. Ja foram
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encontradas na literatura cerca de 11 formas de normalizag&o dos resultados de DNA,
sendo os principais a expressao na forma de peso de DNA por tecido imido ou tecido
seco (BRUYNEEL e CARR, 2017).

Além do material genético, Parmaksiz et al (2016) enfatiza a importancia da
manutencdo dos componentes da MEC, como dos diferentes tipos de colageno,
glicosaminoglicanos e fatores de crescimento celular (ex. Fator de Crescimento
Transformador Beta (TGF-B)), pois desempenham um papel essencial no
desenvolvimento do novo 6rgdo/tecido bioartificial. Entretanto, cerca de 48% dos
artigos ndo expressam quantitativamente a preservacdo da MEC, expondo apenas
resultados de histologia (BRUYNEEL e CARR, 2017).

Os critérios de qualidade citados anteriormente visam garantir a eficiéncia da
reconstrucdo tecidual na etapa de recelularizagdo (Figura 6), produzindo um 6érgéo
funcional ndo imunogénico (GILBERT et al.,, 2006; DESTEFANI et al.,, 2017).
Entretanto, esses critérios de qualidade ndo podem ser aplicados sem ocasionar a
destruicdo parcial ou total do tecido, portanto, ao término da descelularizacédo desses
casos, avalia-se apenas se 0 material esta translicido, com aparéncia limpida e se
possui a rede vascular preservada (GUYETTE et al.,, 2014; PEREIRA et al., 2019).
Por isso, protocolos buscam otimizar suas metodologias para garantir a
reprodutibilidade dos resultados do material biolégico que seguira para as etapas que
visam o uso clinico (GUYETTE et al., 2014).
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Orgao nativo

Descelularizagao

Orgao Descelularizado

" Fragmento de DNA < 200 pb | Recelularizacdo
DNA ds < 50 ng/mg

HE ou DAPI - sem

. meterial genético visival ‘

Orgéo novo

Figura 6. Etapas para o procedimento de recelularizacdo. Fonte: préprio autor.

Entretanto, os parametros de reprodutibilidade e previsibilidade da eficiéncia da
descelularizacdo sé&o influenciados diretamente por fatores individuais do material
(KAWECKI et al., 2017). Por isso, a garantia destes parametros ainda € um desafio
para as pesquisas de descelularizacdo de 6rgaos e tecidos. Desta forma, ndo existe
ainda um método capaz de avaliar se uma descelularizacdo foi satisfatéria em érgéos
intactos destinados a recelularizacdo (PEREIRA et al., 2019). Este fato gera um novo
desafio, ja que nao faltam evidéncias de que materiais residuais celulares geram
respostas adversas no hospedeiro e diminuem ou interrompem completamente o
remodelamento tecidual construtivo nos arcaboucos descelularizados in vivo e

provocam problemas de citocompatibilidade in vitro. (CRAPO et al., 2011).

O material genético residual foi descrito como um fator determinante para
desencadear respostas imunes no hospedeiro (CRAPO et al., 2011; KAWECKI et al.,
2017; KEANE et al., 2011). O estudo de Keane et al (2011) analisou a consequéncia
da descelularizacéo ineficiente da submucosa de intestino delgado suino e concluiu
gue a presenca de DNA remanescente e de debris celulares ocasionaram resposta
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inflamatdria, na grande maioria mediada por macréfagos. Entretanto, apds 28 dias no
experimento, onde se observou menor quantidade de material genético residual, os
macrdéfagos estavam bem distribuidos e em menor quantidade no tecido, indicando a

possivel diminuicdo da resposta pré-inflamatoria.

Diante desses fatos, € evidente a necessidade de estudos a fim de desenvolver
metodologias que consigam analisar esses parametros e, assim, garantir a qualidade
e reprodutibilidade de cada descelularizacdo. E neste contexto que este trabalho
busca se diferenciar dos demais. Espera-se que com 0 uso de um sensor Optico
consiga-se padronizar a avaliacdo de arcaboucos descelularizados, através de um
acompanhamento simultaneo do processo, utilizando as propriedades opticas dos
tecidos bioldgicos para registro e, mediante calculos estatisticos, correlaciona-los de
modo a obter informagdes sobre a qualidade final do material. Este método, além de
ser de baixo custo, interfere minimamente no objeto de estudo e proporciona dados

de cada etapa realizada, em tempo real.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Produzir registros gréficos do processo de descelularizagdo renal em sistema de
sensoriamento Optico, com o intuito de relaciona-los a qualidade final do arcabouco

descelularizado.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Proceder a descelularizacdo de rins no interior do sistema 6ptico, de modo a

produzir registros graficos individuais;
e Realizar analises histologicas de rins nativos e descelularizados;

e Realizar dosagens de DNA e Colageno em amostras nativas e

descelularizadas.

e Definir um modelo matematico capaz de modelar as curvas de tenséo

produzidas pelo sistema de monitoramento Optico;

e Avaliar se as estimativas dos parametros A2, p e X0 se correlacionam com o

DNA remanescente tecidual.
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3 METODOS

3.1 ANIMAIS

Neste trabalho foram utilizados 16 ratos adultos Wistar, fornecidos pelo Biotério
Central do Centro de Ciéncias da Saude localizado no campus da UFES em Maruipe
(Vitéria-ES), com 60 a 90 dias de vida, com massa meédia de 301,8 + 44,6 g. Os
animais foram mantidos em gaiolas em ambiente com regime de ciclo claro/escuro
(12h/12h), com temperatura e umidade controladas, agua e racdo comercial para

animais experimentais ad libitum.

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica de Uso de Animais (CEUA), tendo o
n° de registro 01/2020.

3.2 PROCEDIMENTO CIRURGICO

Os animais foram anestesiados com sobredose de solucdo anestésica de Quetamina
(100 mg/kg Ketamine-Vetnil®) e Xilazina (10mg/kg Rompun-Bayer®), administrados
por via intraperitoneal (i.p.). Apés a completa indugdo anestésica, os animais foram
heparinizados (25 U.l.) e realizou-se a laparotomia seguida de nefrectomia. Um rim foi
destinado imediatamente para a descelularizacdo e o segundo armazenado para as

demais analises do estudo (quantificacdo de DNA e colageno e histologia).
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3.3 PROCESSO DE DESCELULARIZACAO

Apds a remocgdao cirargica, os rins foram acoplados ao sistema de monitoramento
optico pelo canhdo de uma agulha sem bisel, fixada na artéria renal. Deste modo,
foram posicionados entre o fotodiodo e a fonte luminosa (LED), permanecendo
centralizado entre estes dois médulos. A descelularizag&o foi realizada segundo o
protocolo de Guyette et al (2014).

As solucbes foram perfundidas com o auxilio de uma bomba peristéltica (Gilson ®).
Inicialmente, realizou-se a perfusdo de Tampéao Fosfato-salino ou Phosphate Buffered
Saline (PBS, pH 7,4) por 30 minutos (min), seguido pela perfusdo de Dodecil Sulfato
de Sdédio (SDS) 1% por 12 horas (h), um detergente ibnico comumente utilizado em
descelularizacdo que atua como um surfactante, rompendo as membranas celulares.
Apéds este tempo, foi perfundido agua destilada seguida de solucéo de Triton X-100
(1% v/v), por 30 min cada. Ao final, o 6rgao foi submetido a 1h de perfusdo com PBS
(Figura 7).

Durante todo o processo, a pressdo foi regulada para os niveis fisiolégicos,
permanecendo entre 80 - 120 mmHg. Os 6rgdos foram identificados e armazenados
em freezer a -80°C para os procedimentos de dosagens de DNA e colageno. Para a

andlise histoldgica, foram fixados em solucdo de Paraformaldeido 4% em PBS (pH

7.4), a 4°C.
= ] =
. P
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19 PBS por 30 min *
29 SDS12h

39 Agua Destilada 30min i
49 Triton X-100 por 30 min
59 PBS por 1h

Figura 7. Representacao do protocolo utilizado para a descelularizagéo. Fonte: préprio autor.
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3.4 O SISTEMA DE SENSORIAMENTO OPTICO

O sistema de sensoriamento 6ptico € um equipamento eletrdnico desenvolvido por
Pereira et al (2019), capaz de isolar a luz do ambiente e avaliar o processo de
descelularizacdo pelo padrdo oOptico de cada 6rgdo. A Figura 8 representa

esquematicamente 0 equipamento.

O sensor possui dois médulos, uma fonte luminosa (composta por um LED - Light
emitting diode) e um sistema de aquisicdo de dados, desenvolvido em parceria com o
Departamento de Engenharia de Controle e Automacdo do Instituto Federal do
Espirito Santo (IFES- campus da Serra-ES), composto por um fotodiodo (fotodetector

com intervalo espectral de 320 nm a 1100 nm) e uma placa de prototipagem de

hardware livre e de placa Unica, conectada a um computador.

Figura 8. O sistema de sensoriamento optico. A fonte luminosa de LED (1) posicionada
diametralmente ao Fotodiodo (2). A Placa de prototipagem (3) esta localizada no lado direito
externo da camara do Sensor e esta conectada a um computador por uma porta USB. Fonte:
proprio autor.

A parte central interna do sensor possui um suporte fixo, onde o 6rgado é acoplado

para a perfusdo dos reagentes. Numa das paredes laterais esta posicionada
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paralelamente ao 6rgdo a fonte luminosa e, do lado oposto encontra-se o fotodiodo,
suportado por uma base ajustavel nos trés eixos x, y e z, de modo a facilitar seu
alinhamento com o érgdo. A placa de prototipagem esta localizada na parede externa

do equipamento, conectada a um computador através de uma porta USB.

Os fétons captados pelo fotodetector sdo processados pela placa de prototipagem e
convertidos em valores de tensdo que s&o registrados utilizando o software Matlab®,
gue os representa na forma de voltagem (v) versus o tempo (s), graficamente. Estes
registros séo feitos durante todo o periodo do experimento e para cada

descelularizacédo, individualmente.

3.5 ESTATISTICA

As andlises de DNA e Colageno foram realizadas utilizando o software GraphPad
Prism® 8. Foi aplicado o teste t de Student ndo pareado para a comparagao entre 0s
grupos, e os resultados foram considerados significativos quando *p < 0,05. Para a
tensao registrada ao longo do tempo, foram calculadas médias méveis a cada 100
registros, com o intuito de produzir curvas suavizadas. Esse tratamento permitiu gerar

graficos com menos ruidos, sem alterar o padrédo de cada descelularizagdo (Figura 9).
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Figura 9. Exemplo de registro de tenséo, feito pelo sistema de monitoramento Optico. (a)
Curvade D11, semtratamento estatistico (b) Curva de D11, apds o tratamento estatistico.
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Para a analise da tensdo suavizada, foi ajustado o modelo logistico de regressdo com
guatro parametros utilizado em Pereira et al (2019) e descrito por Gadagkar e Call

(2000), de curva em S, definido a seguir:

Al — A2
T X
L+ ()

T

+ A2

Sendo os quatro parametros definidos como: tenséo inicial (Al); assintota maxima ou
tensdo maxima (A2); s corresponde a inclinagcdo da curva, e x0 ao ponto de inflexdo
entre os valores de tensdo minima e maxima, sendo a relacdo entre essas variaveis
igual a tensao tipica (y), expressa em voltagem (v) x tempo (S).

Esse modelo ndo linear foi ajustado pelo método de minimos quadrados (Bates e
Chambers, 1992), utilizando-se o comando nls do programa estatistico R (R

software®).

3.6 ANALISE HISTOQUIMICA

Os orgaos fixados na solucdo de Paraformaldeido 4% em PBS foram cortados em
pequenos fragmentos. Inicialmente, as amostras passaram pela etapa de
desidratacdo. Esta etapa foi realizada em tubos eppendorf, onde o material foi
submerso em solucéo de alcool etilico 70° overnight. No dia seguinte, prosseguiu-se
com dois banhos sequenciais em &lcool etilico 95° e quatro banhos em alcool

absoluto, com tempo de 30 minutos cada.

A segunda etapa € de inclus&o do tecido. Para isto, utilizou-se Historesina histoldgica
(Historesin Embedding Kit - Jung, Germany). O tecido desidratado foi acondicionado

em solucdo 1:1 de alcool etilico absoluto e historesina 2-hidroxietii metacrilato
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(Solugéo A) por 12 h sob refrigeracéo (entre 4 - 8°C). Passado este tempo, o material

foi imerso em Solucédo A pura por 24 horas, sob refrigeracéo.

Para a preparacdo dos blocos de histologia, as amostras foram adicionadas em
formas plasticas contendo a Solugcdo A acrescida de solucdo para solidificacdo
(Solucéo B - Hardner), de acordo com especificacdes do fabricante. Os blocos foram
aderidos a cortes cilindricos de madeira e seguiram para a microtomia, onde utilizou-
se um micrétomo manual (Leica Biosystems, German) e obtiveram-se cortes de 5 um
de espessura. Os cortes foram aderidos em laminas de vidro e ficaram em repouso
por 24h, antes da coloracao.

3.6.1 Coloragéo por Hematoxilina e Eosina

As laminas histologicas foram submersas em hematoxilina de Harris por 3 min, e em
seguida procedeu-se a lavagem em agua corrente por 10 min. Adicionou-se o segundo
corante, eosina hidroalcodlica, por 5 min e repetiu-se o procedimento de lavagem em
agua corrente por 10 min. A secagem foi feita em estufa (37 °C por 24h), seguida por

montagem em p-xylene-bis-(N-pyridinium bromide) (DPX, Sigma-Aldrich).

3.6.2 Coloracao por Picrossirus

As laminas histologicas foram submersas em corante Picrossirus e incubadas em
estufa (37°C) por 24h. No dia seguinte, foram retiradas e realizou-se o procedimento
de lavagem, em agua corrente, até a remocao do excesso de corante. A secagem foi

feita em estufa (37 °C por 24h), seguida por montagem em DPX (Sigma-Aldrich).
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3.7 QUANTIFICACAO DE DNA

A quantificacdo do DNA de cada grupo foi realizada segundo o protocolo de extragcao
salina descrito anteriormente por Bruford et al (1992). Os rins foram retirados do
freezer a - 80°C, liofilizados e retornaram ao freezer a -80°C até o momento da analise.
Ao serem retirados, foram cortados em pequenos fragmentos de, aproximadamente,
10 mg. Os fragmentos foram colocados em tubos microtubos estéreis de 1,5 mL
contendo 410 pL Buffer de extracdo (1% TRIS - 1M, 2% NaCl - 5M, 2% EDTA - 0,5M
e agua ultrapura), 80 pL de SDS 10% e 10 pL de Proteinase K (20 pg.uL1), incubados
a 55 °C, overnight.

No dia posterior, os tubos foram centrifugados a 13.700 rpm, e cada sobrenadante foi
transferido para novos microtubos estéreis contendo 180 uL de solucédo de NaCl (5M).
Apos homogeneizacdo foram centrifugados a 13.700 rpm. Os sobrenadantes foram
transferidos para novos microtubos de 1,5 mL estéreis, contendo 800 pL de
isopropanol  (previamente refrigerado a -20°C). Repetiu-se a etapa de
homogeneizacéo e centrifugacédo. O sobrenadante foi descartado e adicionou-se 250
pL de etanol 80° ao precipitado. O tubo foi homogeneizado e centrifugado a 13.700
rpm, descartou-se o sobrenadante, e o etanol residual foi retirado por evaporagdo em

estufa estéril a 55°C por 30 min.

Os pellets do grupo controle controle e descelularizado foram ressuspendidos em 100
pL de agua ultrapura e armazenados sob refrigeracdo (4 - 8°C). A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro (Nanodrop® 2000 - Therm Scientific) e a concentracéo final de

DNA expressa em ng por peso total liofilizado.
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3.8 ANALISE QUANTITATIVA DE HIDROXIPROLINA

A andlise quantitativa de hidroxiprolina teve seu protocolo adaptado e realizado
baseando-se em trabalhos previamente descritos na literatura, de EDWARDS e
O’BRIEN (1980) e REDDY e ENWEMECA (1996).

Foi confeccionada uma curva padrdo de hidroxiprolina por diluicdo seriada, com
intervalo de concentragcdes entre 4,8 e 78,12 pug.mL1. Para o branco, utilizou-se agua
destilada. Foram adicionados 50 pL de cada concentragdo em eppendorfs de 2 mL,
contendo 450 pL de Cloramina T (0,0025 M). Os microtubos permaneceram em
repouso por 30 minutos, seguidos por adicdo de 500 pL do Reagente de Erlich (0,5

M) e repouso em banho maria (60°C) por 15 minutos.

Os fragmentos dos rins liofilizados foram transferidos para tubos falcon de 15 mL
contendo 50 pL de solugdo de NaOH (7 M), para hidrélise. Como branco, foi utilizado
apenas 50 uL de NaOH (7 M). Posteriormente, adicionou-se em cada tubo 50 pL de
H2SO4 (3,5 M). A partir da solugdo anterior, aliquotas de 50 pL foram retiradas e
transferidas para novos eppendorfs, contendo 450 pyL de Cloramina T (0,0025 M),
onde reagiu por 25 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados
500 pL do reagente de Erlich (0,5 M) a cada microtubo, que seguiram para o banho

maria (60°C), por 15 minutos.

Finalmente, foi realizada a leitura em triplicatas de cada amostra e da curva padrao,
no comprimento de onda de 560 nm, em espectrofotdmetro (Varioskan Flash Model,
Thermo Fisher). Os valores de absorbéancia obtidos foram utilizados na equacdo da
reta Y = 0,02241*X + 0,04447, onde X corresponde a concentracdo de hidroxiprolina
e Y a absorbancia. Assim, determinou-se a concentracdo do aminoacido em cada

amostra.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O aspecto visual renal antes e apds a descelularizacdo estdo exemplificados na Figura
10. Os orgaos selecionados para o estudo tinham aspecto homogéneo, translicido e
a rede vascular preservada (Figura 10B). Em casos onde ocorreram a modificacao
desses aspectos, o rim foi excluido do estudo (Figura 10C). A eficiéncia da
descelularizacdo depende de varios fatores que podem ser relacionados ao
tecido/6rgdo escolhido, como o tamanho, forma, rigidez, celularidade, complexidade,
morfologia vascular, dentre outros ou ao procedimento, como o tipo de método de
descelularizacdo, a pressdo de perfusdo, tempo, concentracdo dos reagentes,
profundidade da céanula, etc. Esta variedade de fatores torna cada descelularizagcéo
Unica (CRAPO et al., 2011; KAWECKI et al., 2017; GUYETTE et al., 2014).

Figura 10. Aspecto visual do rim de rato adulto Wistar antes e apés o processo de
descelularizacdo: A) aspecto de um rim nativo. B) aspecto de um rim descelularizado,
selecionado para o estudo. C) aspecto de uma descelularizagdo incompleta renal.

Apesar da utilizacdo do mesmo protocolo, pequenas alteracbes durante a
descelularizac&o pode gerar diferentes resultados. O estudo de Crawford et al (2012)
demonstrou a importancia do fluxo e da pressdo durante a descelularizacdo de
coracdes de ratos, onde o aumento de ambas melhorou a eficiéncia do processo. Em

Guyette et al (2014) foi demonstrado que a descelularizacdo, em diferentes 6rgéos
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apesar da utilizacdo dos mesmos reagentes, pode ser mais rapida (em pulméo, cerca
de 2h) ou lenta (coracao e rim, cerca de 12h). Estes fatores associados a diferencas
anatdbmicas, presenca de microcoagulos derivados de uma heparinizagcdo mal
sucedida, dentre outros, podem modificar o resultado da descelularizacéo, que pode
ser observado pela mudanca do aspecto visual do 6rgdo (como exemplificado na
Figura 10C) (CHOI et al., 2014) ou detectadas apenas na etapa de quantificacdo de
DNA do material (PARTINGTON et al., 2013).

4.1 ANALISE HISTOLOGICA

As analises histolégicas dos rins nativos e descelularizados foram realizadas por
coloracdo de H&E e Picrossirius (Figura 11). A analise por H&E evidenciou estruturas
renais e a MEC. Os nlcleos celulares estdo destacados pela coloracdo roxo/azulada
e a MEC pela coloracdo rosada (Figura 11A). A auséncia de nucleos no grupo
descelularizado foi confirmada (Figura 11B), assim como a preservacdo da MEC
intersticial e a glomerular. Diversos autores obtiveram resultados semelhantes, apesar
da utilizacdo de diferentes protocolos (BONANDRINI et al., 2014; SCHMITT et al.,
2017; CHANI et al., 2016). Por outro lado, Caralt et al (2016) testaram diferentes
protocolos de descelularizacdo renal e verificou a presenca de nucleos na histologia
no grupo que utilizou apenas Triton X-100, indicando uma descelularizacéo ineficaz.
Vale ressaltar que a utilizacéo isolada de SDS tem gerado resultados controversos e
demonstrado efeito deletério sobre a MEC compactando as moléculas de colageno e
removendo significativamente os GAGs (POORNEJAD et al., 2016; GILPIN e YANG,
2017).

A escolha do método de descelularizacdo depende do tecido/6rgdo. Em casos de
orgdos complexos e densos como o rim, normalmente opta-se pelo uso de

detergentes mais fortes como o SDS ou a combinacdo de detergentes, buscando a
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remocgdo completa dos debris celulares e moléculas imunogénicas (GILBERT et al.,
2006; GILPIN e YANG, 2017; DESTEFANI et al., 2017).

A B
4 )

>

Figura 11. Imagem de microscopia optica do tecido renal corado por H&E (A e B) e
Picrossirius (C e D). As figuras A e C representam o tecido nativo, enquanto B e D

correspondem ao descelularizado.

A coloracgéo por Picrossirus é utilizada para a avaliagdo do colageno tecidual, no que
diz respeito a sua preservacdo e disposicdo no tecido. O rim nativo corado por
Picrossirus (Figura 11C) revela uma matriz rica em colageno (localizado entre as
bordas celulares e com cor avermelhada), e o glomérulo parece possuir uma rede
molecular mais emaranhada, adquirindo uma coloragdo mais forte. Apdés a

descelularizacdo (Figura 11D), observa-se a preservacao das fibras colagenas.

O colageno € uma molécula com grande variedade estrutural, porém, o tipo | € o mais
abundante nos tecidos (THEOCHARIS et al., 2016). A MEC renal intersticial é rica em
colageno tipo I, ll, V, VI, VIl e XV, enquanto a glomerular, em colageno tipo IV
(DESTEFANI et al., 2017. Estas moléculas sdo importantes para processos de
diferenciacdo, migracdo e proliferacdo celular (CARVALHO e RECCO-PIMENTEL,
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2001; THEOCHARIS et al.,, 2016). Portanto, € de extrema importancia que a

descelularizacdo ndo remova este componente de forma significativa.

4.2 QUANTIFICACAO DE COLAGENO

A hidroxiprolina € um aminoacido presente em poucas proteinas, porém estad em
grande quantidade nas moléculas de colageno. Nesta molécula, a hidroxiprolina
compdbe as cadeias a, sendo um dos fatores principais responsaveis pela estrutura
secundaria. Por isso, sua quantidade pode ser relacionada diretamente com a
guantidade de colageno. Foi elaborada uma curva padrdo de hidroxiprolina (Figura
12), com concentracfes entre 4,8 e 78,12 pg.mL1 (R=0,9954). Apdés a andlise
espectrofotométrica, calculou-se a concentragdo em cada amostra nativa (n = 5) e
descelularizada (n = 4).

2.0-
Y = 0.02241*X + 0.04447
1.5 RZ = 0.9954
E 1.0
< |
0.5
0.0 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Hydroxyproline (ug/ml)
Figura 12. Curva padréo de hidroxiprolina.
Como sugerido anteriormente pela coloracdo de picrossirus, confirmou-se que nao

houve diferenca significativa entre a quantidade de colageno do grupo nativo (13222

+ 3537 pg/peso seco total) e descelularizado (10433 + 2741 pg/peso seco total)
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(Figura 13). Este dado demonstra que mesmo apos a descelularizagdo ocorreu a
preservacao do colageno tecidual, como também demonstram os resultados de Song
et al (2013) e Bonandrini et al (2014), que avaliaram a manutencéo desta proteina por
imunohistoquimica e confirmaram a similaridade entre o tecido nativo e o

descelularizado.
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Figura 13. Quantificagéo de hidroxiprolina representados em pg/peso total renal liofilizado.
Valores médios + DP. (NS, p= 0,2376).

O SDS é um detergente anibnico e tem sido utilizado em muitos estudos de
descelularizacéo renal (SONG et al.,, 2013; CARALT et al.,, 2015; SCHMITT et al.,
2017; CHANI et al., 2017). Por ser um detergente forte, indica a dificuldade encontrada
para a remocdo dos materiais celulares neste 6rgao (SHIRAKIGAWA e WJIMA, 2017).
Estudos onde a descelularizacdo com SDS afetou a estrutura da MEC de rins suinos,
como o de Choi et al (2014) e Poornejad et al (2016), utilizaram concentragdes de 1%
e 0,5%, respectivamente, por um tempo muito superior ao de nosso estudo
(DESTEFANI et al.,, 2017). O efeito deste detergente sobre a matriz extracelular é
controverso. Outros estudos também demonstraram que a descelularizacao por este
agente quimico ocasionou perdas significativas de proteinas de matriz em coérneas e
vélvulas adrticas suinas (GONZALEZ-ANDRADES et al., 2015; SAMOUILLAN et al.,
1999; KASIMIR et al., 2003). Apesar destes resultados, demonstramos em nosso

estudo que a utilizacdo deste detergente nao reduziu significativamente a quantidade
do colageno tecidual renal.
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4.3 QUANTIFICACAO DE DNA

Os resultados de quantificacdo de DNA mostraram uma reducéo de cerca de 95% do
DNA total das amostras descelularizadas frente as nativas, sendo a porcentagem
média de DNA residual no grupo descelularizado de 4,91% (Figura 14). Nosso
resultado corrobora com resultados demonstrados na literatura por Song et al (2013)
e Caralt et al (2015), que utilizaram semelhantemente o surfactante SDS em seus
protocolos de descelularizacéo e reduziram o percentual de DNA total para menos de

10% e 5%, respectivamente.
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Figura 14. Gréfico de barras de porcentagem de DNA no tecido renal liofilizado nativo e
descelularizado. Valores médios + DP. Nativo: 100 + 29,87 (n = 8), Descelularizado: 4,91 +
3,14 (n = 12) *p < 0,0001.

E improvavel que uma descelularizac&o consiga remover 100% do material genético
(GILBERT et al., 2009; KAWECKI et al., 2017; GARCIA-GARETA et al., 2020). Por
isso, a gquantidade limite de DNA remanescente ndo é um consenso entre 0s
pesquisadores (SHIRAKIGAWA e WJIMA, 2017). Diversos estudos sobre
descelularizacdo (SONG et al., 2013; CARALT et al., 2015; CHANI et al., 2017,
GEERTS et al., 2016) expressam os resultados de forma diferente do que foi descrito
por Crapo et al (2011), onde sugeriu-se que em tecidos descelularizados o DNA

residual deveria ser inferior a 50 ng.mg? de MEC seca. Alguns estudos sugerem que
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nao existe evidéncia suficiente para considerar este critério e que a remo¢do acima
de 90% do DNA total sugere uma descelularizacdo bem sucedida (SONG et al., 2013;
GILPIN e YANG, 2017; GARCIA-GARETA et al., 2020; SHIRAKIGAWA e IJIMA,
2017).

A presenca de materiais celulares residuais tem sido descrita como fator limitante para
o transplante de arcaboucos descelularizados, devido a inducédo da resposta imune
sobre o enxerto (GILBERT et al., 2009; KEANE et al., 2012). Normalmente, implantes
induzem uma resposta inflamatéria inicial que pode regredir ou evoluir para uma
resposta inflamatoria croénica, mediada por anticorpos (AAMODT; GRAINGER, 2016).
Cerca de 20% dos pacientes transplantados sofrem com o episédio de rejeicdo aguda
ao transplante em até 5 anos e, aproximadamente, 40% dos transplantes sao perdidos

em 10 anos ap6s a cirurgia (SONG et al., 2013).

Diante disso, € notavel a importancia de se garantir que a MEC descelularizada
contenha o minimo de moléculas imunogénicas possiveis. Dentre as moléculas
consideradas imunogénicas, os antigenos, o RNA e DNA séo as principais moléculas
gue desencadeiam a resposta imune no paciente, uma vez que dentre eles a
guantificacdo de DNA vem sendo a mais explorada na literatura para avaliar a
eficiéncia de descelularizagcéo e, consequentemente, a capacidade imunogénica do
orgao descelularizado (GILPIN e YANG, 2017; AAMODT e GRAINGER, 2016).

4.4 SISTEMA DE SENSORIAMENTO OPTICO

Através de uma pequena abertura na estrutura do sensor, foi possivel fazer o
acompanhamento visual de todo o processo de descelularizacdo, como é
demonstrado na Figura 15. Ao iniciar o protocolo, foi possivel notar que apenas um
lado do rim estava iluminado, o lado posicionado em frente ao LED (Figura 15A). No
decorrer da descelularizacdo o 6rgao fica mais iluminado, devido ao aumento da sua

translucéncia, e o fotodiodo passa a registrar a tensdo recebida, que aumenta
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gradualmente. Ao final do protocolo, o 6rgdo se encontra completamente iluminado,
translicido e com aparéncia esbranquicada (Figura 15B). Nas ultimas horas, a curva
de tenséo registra a formacao de um platd, ou seja, uma tensdo maxima com o passar

do tempo (Figura 15C).
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Figura 15. (a) Imagem do rim dentro do sistema de sensoriamento Optico, no inicio da
descelularizacéo; (b) Imagem do rim dentro do sistema de sensoriamento Optico, ao final da
descelularizacdo; (c) Registro Grafico completo, apds uma descelularizacdo; (d)

Monitoramento da fonte luminosa isolada, por um periodo de 20h.

O perfil éptico produzido pela interacdo da luz branca com o tecido renal, sugere
inicialmente a completa contengdo da luz, demonstrada pela auséncia de registro
elétrico. Este comportamento € esperado, devido o tecido renal possuir componentes
capazes de interagir com a luz visivel nos diversos comprimentos de onda (PEREIRA
et al.,, 2019). No decorrer da descelularizagdo, o excesso de sangue e componentes
oriundos da ruptura celular como organelas, acidos nucléicos, gorduras, dentre outros,

sdo removidos do 6rgdo pela perfusdo constante do surfactante. A retirada destes
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componentes e de cromogenos, como a hemoglobina (400-600 nm), diminui a
interacdo da luz com o tecido, permitindo sua transmissdo. Esta transmissdo é
registrada graficamente pelo aumento gradual da voltagem, até o alcance do plato,

momento em que o 6rgado atinge sua translucéncia maxima (PEREIRA et al., 2019).

Atensdo maxima registrada apos a descelularizacéo, quando comparada com a fonte,
isoladamente, é inferior. Esse fato demonstra que acontecem outros fenémenos
opticos, além da transmissdao, que o sensor ndo péde detectar (PEREIRA et al., 2019).
Isto é devido a atividade Optica resultante da interacdo da luz com um tecido biolégico
€ baseada em principios fisicos, dependentes dos comprimentos de onda, como
fendmenos de espalhamento, transmisséo, absorcao, reflexdo e fluorescéncia. Este
ultimo, por exemplo, pode ser utlizado para avaliar moléculas envolvidas no
metabolismo celular, como NADH (Aexc em 290/340 e Aem em 350 440/450) e

mudancas no estado de oxidacdo da hemoglobina (EFIMOV et al., 2004).

Diante disso, a utilizacdo de luzes com comprimentos de ondas definidos, além da
associacao com outros dispositivos eletrénicos (ex. espectrofotbmetros) podem ajudar
com informacfes mais seletivas sobre 0os componentes biolégicos durante o

acompanhamento temporal das descelularizacdes no sensor (PEREIRA et al., 2019).

4.4.1 Modelo matematico ajustado ao perfil ptico renal

A partir dos gréficos suavizados, foi ajustado o modelo logistico de quatro parametros,

descrito por Gadagkar e Call (2000), de curva em S, conforme a seguir:

Al — A2
_ Al A2
L+ G

+ A2



48

Este modelo matematico se mostrou apropriado para modelagem das curvas geradas
pelo sistema de monitoramento Optico, conforme Figura 16. As curvas foram ajustadas
individualmente, entretanto, ndo foi possivel a modelagem da curva correspondente a

descelularizacéo 1 (Figura 16D1), por ndo apresentar o formato em S com ponto de

inflexao.
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Figura 16. Tensao suavizada observada e ajustada segundo modelo logistico, ao longo do
tempo, para cada descelularizagédo.
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Nota-se que algumas curvas registraram o0 aumento da tensdo antes de 20.000
segundos (FiguraléD2, Figural6D3 FiguraléD4, FiguraléD6, Figural6D7,
Figural6D10 e Figural6D11), sugerindo que o inicio da translucéncia nesses 6rgdos
aconteceu primeiro. A inclinagdo da curva indica a velocidade com que o 6rgéo fica
translicido até atingir a translucéncia maxima, no platd. Diversos fatores podem
provocar essas modificacfes, dentre eles diferencas entre as morfologias vasculares
dos rins, alteracdes no fluxo de perfuséo, composicao tecidual, alteracdes na pressao
interna renal, dentre outros (CRAWFORD et al, 2012; PEREIRA et al.,, 2019).
Portanto, o sensor Optico foi capaz de detectar mudancas sutis entre as
descelularizacdes e registra-las graficamente. Apesar dessas variacGes, todas as

curvas puderam ser ajustadas pelo mesmo modelo matematico.

Os parametros da equacao para cada descelularizacdo (Figura 16D1 a Figural6D12)
foram calculados e estdo expostos na Tabela 2. Devido ao modelo matematico néao
poder ser ajustado para D1, seus parametros ndo foram estimados. Por isto, ndo estao
expressos na tabela e nos graficos que os relacionam com o percentual de DNA

removido de cada rim (Figuras 17, 18 e 19).
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Tabela 2 - Estimativas dos pard@metros do modelo para cada 6rgao.

Nome da Al A2 S X0
Curva
D1 Nao estimado N&o estimado Nao estimado  N&o estimado
D2 0,0000903 0,051 6,535 8670,95
D3 -0,0001167 0,031 2,885 17927,23
D4 -0,0015547 0,069 3,652 13118,44
D5 0,0001992 0,075 3,892 26133,85
D6 -0,0000928 0,026 3,387 19795,64
D7 0,0000369 0,046 5,571 12280,98
D8 0,0001671 0,036 5,642 33602,94
D9 0,0006914 0,043 20,092 32681,05
D10 0,0000751 0,020 6,887 9808,32
D11 -0,0001592 0,022 7,453 13227,92
D12 0,0004202 0,029 8,738 21432,08

Para avaliar eventual correlacédo entre os parametros A2, s e X0 com o percentual de
DNA residual dos rins, produziram-se gréaficos de disperséo expostos abaixo. O intuito
dessa analise estatistica foi avaliar se as estimativas destes parametros podem ser
utilizados para prever e/ou quantificar o DNA residual renal e, consequentemente,
estimar a eficiéncia da descelularizacdo sem a necessidade de ocasionar dano ao

tecido ou 6rgdo em questao.

O gréfico da relacdo dos parametros de A2 e s com o percentual de eficiéncia de
remocdo do DNA € representado pelas Figuras 17 e 18, respectivamente.

Visualmente, observa-se que no grafico de A2 os dados estdo bem distribuidos,
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enquanto no gréfico de s, os pontos se encontram concentrados na area inferior,
sugerindo menor variacdo destes valores entre as descelularizacdes. Na Figura 18
pode-se observar um valor de s, referente a descelularizacdo 9, muito superior aos
demais (20,092). Neste caso, 0 aumento da tens&o inicia-se rapidamente e durante
um curto espaco de tempo, apos 20.000 s, porém, parece ser um comportamento
atipico. Apesar das diferencas, apds a andlise dos graficos parece ndo haver relacéo

dos parametros s e A2 com o percentual de remocéo de DNA do tecido.
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Figura 17. Dispersao entre estimativa de A2 e o percentual de DNA removido.
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Figura 18. Dispersao entre a estimativa de s e o percentual de DNA removido.
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A relagcdo entre a queda percentual de DNA e a estimativa de X0 (Figura 19) aponta
uma tendéncia de que a medida que X0 aumenta, o percentual de DNA removido
também cresca. Esta relacdo foi a que mais diferenciou as curvas. Apesar de alguns
dados ndo seguirem esse comportamento, a correlagdo entre as variaveis demonstrou
ser de 52%.

Pereira et al (2019) utilizara pela primeira vez um sistema de monitoramento Optico
em descelularizagdes cardiacas. Os resultados do estudo também identificaram o
padréo Optico de curva em S, e o parametro X0 permitiu diferenciar os perfis de
descelularizacdo cardiacos e prever a eficiéncia da descelularizagdo, qualitativamente
(PEREIRA et al., 2019). Semelhantemente em nosso estudo, o parametro X0 foi o
mais promissor para a analise da relacdo do perfil éptico renal com a qualidade
tecidual, entretanto, a correlagdo foi apenas de 52%. Apesar desta correlacdo poder
ser considerada inicialmente baixa, espera-se que com o aumento de amostragens as
variacdes entre as estimativas de X0 diminuam, e permitam uma melhor correlacéo

deste parametro com o percentual de DNA removido renal.
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Figura 19. Dispersao entre a estimativa de X0 e o percentual de DNA removido.

Apesar da composicao do tecido renal e suas estruturas serem diferentes do tecido
cardiaco, o perfil optico é semelhante. Isto sugere que outros Orgdos também
expressem o mesmo tipo de curva, possibilitando a aplicacdo do sensor em outros

orgaos. Entretanto, sao necessarios novos estudos para confirmacgao desta hipétese.
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5 CONCLUSAO

Este estudo evidenciou que, apesar da utilizacdo do mesmo protocolo de
descelularizacéo, os rins apresentaram variabilidade no critério de classificagcao visual.
Essa variagdo pode ser devido a diferencas na altura de inser¢do da canula no 6rgéo,
alteracbes intrinsecas da vasculatura renal, modificacbes da pressdo durante a
perfusdo, dentre outras. A caracterizacdo histolégica revelou a preservacdo da
estrutura renal e a auséncia de nucleos celulares, preservacdo do colageno foi
confirmada pela andlise quantitativa de hidroxiprolina, demonstrando que nao houve
diferenca significativa entre os grupos nhativos e descelularizados, sugerindo a
manutencdo da estrutura e composicdo da MEC. A analise de DNA confirmou a
descelularizacao dos érgaos, onde foi constatada uma remo¢ao média superior a 95%
do DNA.

O sistema de monitoramento Optico foi capaz de registrar graficamente o perfil optico
renal, demonstrando que cada descelularizacao produz um tipo de registro Unico de
curva em S. O modelo matematico proposto por Gadagkar e Call (2000) modelou
satisfatoriamente as curvas, e o parametro X0 foi o que obteve melhor correlagdo
(52%) com o percentual de DNA removido. Entretanto, este ainda ndo pode ser
utilizado isoladamente para predizer a qualidade do 6rgdo mas o aumento do niumero
de registros Opticos renais e estimativas de X0 podem ajudar a diminuir as variacoes
entre os valores e, consequentemente, melhorar a relagcdo entre este parametro e o
DNA residual.

Vale ressaltar que os resultados deste trabalho destacam a possibilidade de aplicacéo
do sensor éptico em técnicas de descelularizacdo renal, visto que a adicdo de novos
tipos de detectores e fontes monocromaticas pode ajudar na aquisicdo de novas
informacdes, visando a quantificacdo de outros componentes da MEC, por exemplo,
colageno, GAG'’s, dentre outros, de modo a permitir a avaliagdo da qualidade do 6rgéao

de forma ndo invasiva.
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