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RESUMO

A subjetividade da avaliagao dos processos individuais de descelularizacao de 6rgaos ¢ uma
das principais fragilidades da técnica, a qual pode restringir a reprodutibilidade do
repovoamento celular e do transplante. Em vista disso, o presente estudo utilizou os perfis
opticos das descelularizagdes de coragdes murinos como método adicional de avaliagdo do
processo de descelularizagdo de oOrgdos. Para tanto, desenvolveu-se um sistema de
sensoriamento Optico, composto por uma fonte luminosa e um fotodetector estruturados em
uma base ajustavel, com o intuito de estabelecer a relagdo entre a luz transmitida durante a
remogao de células e a respectiva eficiéncia de remogao de DNA. Os registros graficos foram
utilizados para determinar um modelo matematico nado-linear capaz de discriminar entre as
descelularizacdes com o DNA remanescente acima e abaixo dos limites sugeridos pela
comunidade cientifica. A partir dos resultados, concluiu-se que a avaliagdo optica temporal do
processo de descelularizagdo ¢ capaz de prever a ineficiéncia da remogao celular ainda em
estagios iniciais da perfusao com o reagente. Além disso, as andlises histoldgicas tradicionais,
as quantificag¢des espectrofotométricas e as técnicas espectroscopicas indicaram a manutengao
dos componentes predominantes da matriz extracelular dos cora¢des descelularizados. Por fim,
o sistema mostrou potencial para ampliagdo de uso ao ser acoplado a detectores para
comprimentos de onda especificos, para orientacdo da deteccdo (transmitancia e reflectancia) e
para aquisicdo de imagens, os quais evidenciaram a presenga de fluorescéncia advinda de
importantes componentes teciduais, cujo intuito ¢ o de coletar o maior nimero possivel de
informacdes a fim de empregéd-las no melhoramento da qualidade da analise. Tais dados
compilados, se submetidos as técnicas de inteligéncia artificial, podem iniciar um avango

exponencial na pesquisa em bioengenharia tecidual.
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ABSTRACT

The subjectivity of the final evaluation of the decellularized individual organs is one of the
main problems of the decellularization technique, which can restrict the reproducibility of the
cellular repopulation and the transplants responses. Thus, our study considered optical profiles
produced by organs during perfusion decellularization as an additional method to evaluate each
organ decellularization process. An apparatus comprised of a structured LED source and photo
detector on an adjustable base was developed to capture the relationship between the
transmitted light during about 12 hours of cell removal from murine hearts. Graphic records
were used to determine a nonlinear mathematical model to discriminate between the
decellularizations with remaining DNA above and below standardized limits. The results
indicated that the temporal optical evaluation of the process allows predicting the inefficiency
of cells removal of the decellularized organs at early stages, despite the organ apparent
transparency. In parallel, traditional histological analyzes and spectrophotometric techniques
were used to confirm the extracellular matrix quality, and spectroscopic techniques for
characterization. Lastly, our open-system allowed adding distinct photo detectors and light
sources, with specific wavelengths, for transmittance, reflectance and image acquisition in
order to collect information of all sorts. Such compiled data, when subjected to machine
learning techniques are potentially capable of initiating an exponential advance in tissue

bioengineering research.
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1. Introducao

A demanda de orgdos para transplante supera sobremaneira a disponibilidade de
doadores. O relatorio do Registro Brasileiro de Transplantes (RBT), por exemplo, mostrou que
entre janeiro e setembro de 2019 foram transplantados 6.722 6rgdos para suprir uma lista de
espera de 36.468 pacientes ativos (setembro de 2019) (Associacdo Brasileira de Transplantes
de Orgaos-ABTO, 2020). Nio obstante, os dados publicados pela United Network for Organ
Sharing (UNOS) expdem que esse cenario nao esta restrito aos paises em desenvolvimento,
demonstrando que, em 2018, foram realizados 36.530 transplantes nos Estados Unidos para
atender a uma lista de espera de 113.586 pessoas (UNOS, 2019). Ademais, ha outro aspecto
capaz de agravar esse cenario, o qual consiste na rejei¢ao que os pacientes transplantados
podem desenvolver ap6s o procedimento, conhecido como a reacdo na qual o organismo
receptor desenvolve uma resposta imunoldgica contra as células presentes no orgao
transplantado (GUYETTE et al., 2016). Atualmente, cerca de 40% dos orgaos transplantados
sdo perdidos dentro de 10 anos, porcentagem que aumenta para 50% quando sdo acrescidos
dois anos. Além disso, todos os transplantados convivem com os efeitos colaterais relacionados

a imunossupressao (BAAN et al, 2016, VALENZUELA et al.,2017).

As reagdes de rejeicdo, a despeito da complexidade e multiplicidade de mecanismos
efetores, podem ser tipicamente caracterizadas como reagdes de hipersensibilidade do tipo IV
(respostas imunes tardias), basicamente classificadas em hiperagudas, agudas e crdnicas
(FRIEND, 1995; PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017). As hiperagudas sdo desencadeadas
rapidamente pela presenga de isohemaglutininas naturais do doador (ABO), sendo mais
frequente nos transplantes xenogénicos (PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017); j& as reacgdes
agudas podem iniciar-se pela presenca de leucocitos passageiros, como os linfocitos T e B, os
mondcitos, macrofagos e as células dendriticas presentes no intersticio do enxerto; as reagdes
cronicas, por sua vez, iniciam-se pela presenca de antigenos HLA e também de antigenos de
histocompatibilidade menor (ndo-HLA), os quais sdo peptideos encontrados nas membranas
celulares e na matriz extracelular de diversos tecidos (FRIEND, 1995; GOULMY et al, 1995;
PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017). Todos os tipos citados de rejeigao tendem a progredir para
a perda do 6rgao transplantado, associada ou ndo ao desenvolvimento de outras patologias. Por

isso, observa-se que a remocao eficiente das células originais do doador bem como de qualquer
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material celular ¢ condicdo inquestionavel para evitar o desencadeamento das reacdes de

rejei¢ao.

Portanto, com o intuito de evitar as reagdes de rejei¢do, o processo de obtencio dos
orgdos descelularizados baseia-se na remocdo celular através da utilizagdo de surfactantes,
isoladamente ou em associagao a outros agentes fisicos, como a radiagdo e o congelamento; a
agentes quimicos, como os acidos e bases; e agentes bioldgicos, como as enzimas
(DESTEFANTI, et al 2017; KEANE et al, 2015; OLIVEIRA et al, 2013). O predominio do uso
de surfactantes justifica-se pelo fato de as células e as suas organelas serem delimitadas por
membranas e endomembranas em grande parte lipidicas, 25% a 75% de sua composi¢dao
(DEVLIN et al, 1997). Dessa forma, a acao tensoativa do surfactante ird desfazer a organizagao
da membrana celular, rompendo células, nicleo e organelas. Simultaneamente, a pressao
exercida pelo fluxo continuo da perfusdo ira carrear o material celular desorganizado para o
exterior do 6rgdo através de sua propria rede vascular, a qual, devido & densa rede capilar,
encontra-se entre 50 ¢ 100 um de distancia da maioria das células (ALBERTS et al, 2002;
SEETAPUN et al, 2017).

Esses arcabougos descelularizados estdao se consolidando na medicina atual como uma
alternativa a substituicdo de tecidos danificados por doengas ou traumas, pois apresentam
estrutura e propriedades bioquimicas unicas que propiciam a recelularizagdo e o transplante
(GUYETTE et al, 2014; SONG e OTT, 2011). O processo de remocao celular deve, portanto,
ser capaz de preservar a matriz glicoproteica original, a qual ¢ indispenséavel para a manutengao
da estrutura tridimensional do 6rgao e, sobre a qual, as células-tronco pluri ou multipotentes do
receptor serdo cultivadas através do Repovoamento Celular (LU et al, 2013). Orgdos menos
complexos como bexigas urinarias (EL-KASSABY et al., 2003) e traquéias (GONFIOTT et al,
2014; ELLIOTT et al 2012; HAMILTON et al, 2015) ou tecidos, como 0s vasos sanguineos
(OLAUSSON et al, 2014; HOPKINS et al, 2014) e as valvulas cardiacas (CEBOTARI et al.,
2011), tém apresentado bons resultados apos o procedimento em humanos. Ja os 6rgdos mais
complexos, tais quais o cora¢do (OTT et al, 2008; GUYETTE et al, 2016; SANCHEZ et al,
2015), figado (MAZZA et al, 2015) e rins (ABOLBASHARI et al, 2016) encontram-se em fase
experimental e tem apresentado grande potencial de progressdo para estudos clinicos em

humanos.

Entretanto, alguns fatores limitantes necessitam ser superados, como ¢ o caso da

otimizagdo, previsibilidade e consequente reprodutibilidade da descelularizagdo de 6rgaos, a
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qual carece de critérios objetivos, especificos e individuais para determinar uma
descelularizagdo bem-sucedida (HUSSEY, 2018; KEANE et al, 2015; PELOSO et al, 2015).
Considera-se uma descelularizagdo bem-sucedida aquela na qual a quantidade de DNA
remanescente é inferior a 50 ng.mg™! de tecido seco (CRAPO, 2008), ou se a remogdo de DNA
¢ superior a aproximadamente 96% quando comparado ao 6rgdo controle (GUYETTE, 2014;
QUINN et al, 2016), e se a estrutura tridimensional, especialmente a vascular, foi mantida apos
0 processo. Muitos resultados inconclusivos ocorrem pela impossibilidade de avaliar
individualmente os 6rgaos sem causa-los danos, como ¢ o caso da avaliagcdo histoldgica e da
extragdo de DNA (KITAHARA, 2016; REMUZZI, 2017). Essa impossibilidade acarretou em
uma padronizagdo apenas visual e temporal da avalia¢do final do processo, as quais sdo a
constatacao de “translucéncia branca” com visualizacao da rede vascular e até 12 horas de
perfusao de surfactante para coragdes murinos (GUYETTE et al, 2014). Tais critérios podem
ser afetados por caracteristicas individuais do 6rgdo, como as morfologicas relacionadas ao
peso e a idade, as advindas de doengas que eventualmente nio tenham sido identificadas e, por

ultimo, aquelas decorrentes de erros de procedimento (GUYETTE et al, 2014).

Em vista disso, o presente estudo desenvolveu um sistema de sensoriamento optico a
fim de conferir objetividade a avaliacdo e ao monitoramento do processo de descelularizacao.
O sistema ¢ composto por dois modulos diametralmente opostos com um eixo central livre. Os
modulos consistem em uma fonte luminosa e um fotodetector, enquanto o espaco central
comporta um sistema de alinhamento em trés eixos do 6rgdo a ser avaliado. O sensoriamento
ocorre quando os fétons transmitidos através dos coragdes de ratos sdo captados pelo
fotodetector durante o processo de descelularizagdo, o sistema, por sua vez, os converte em
valores de tensao e constroi o grafico simultaneamente. Com isso, o sistema de sensoriamento
permitiu reunir os graficos produzidos e determinar um modelo matematico ndo linear capaz
de discriminar entre as descelularizagdes com DNA remanescente superior e inferior aos limites
padronizados. Por se tratar de um sistema aberto, este possibilita a adi¢do de diferentes
detectores, como, por exemplo, para comprimentos de onda especificos e para aquisi¢ao de
imagens; cujo intuito ¢ extrair o maior niimero de informagdes dos processos individuais. Tais
dados, provenientes de diferentes estudos, quando em grande volume, poderao ser aplicados as
técnicas de inteligéncia artificial e contribuir de maneira expressiva para a pesquisa em

bioengenharia tecidual.
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1.1 Objetivos

I. Objetivo Geral

e Desenvolver um sistema de sensoriamento Optico em tempo real do processo de
descelularizagdo de 6rgdos como método de avaliagdo ndo destrutivo aplicado a

bioengenharia tecidual.

I1. Objetivos Especificos

e Desenvolver um sistema de sensoriamento Optico para monitoramento do processo de
descelularizagdo de orgdos, armazenamento dos dados e construcdo simultdnea do
grafico.

e Identificar o modelo matematico adequado ao perfil 6ptico de coragcdes murinos.

e Correlacionar o perfil dptico gerado pelo equipamento com a concentragdo de DNA da

Matriz Extracelular.

e Identificar o espectro eletromagnético correspondente ao perfil Optico da
descelularizagao.

e Avaliar a preservacao da Matriz Extracelular em composi¢do e estrutura de coragdes

descelularizados.
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2. Revisao de Literatura

I. Cenario do Transplante de Orgios

O transplante de 6rgdos ¢ a opcao de escolha para o tratamento da faléncia de 6rgaos em
estagio final, a qual ¢ causada por diversas doengas. O transplante renal foi o pioneiro na técnica
de transplante de 6rgdos inteiros e, atualmente, estd associado a melhor qualidade de vida,
menor mortalidade e reducdo dos custos sociais para os sistemas de saide com pacientes em
dialise e que sofrem de doenga renal cronica avangada (COZZI et al, 2017; GRINYO, 2013).
Da mesma forma, o transplante cardiaco ¢ a abordagem cirtrgica definitiva para a melhora da
qualidade de vida e para a maior sobrevida de pacientes com insuficiéncia cardiaca refratéria.
O transplante cardiaco € o terceiro mais freqiiente e encontra-se atrds do renal e do hepatico e
a frente do pulmonar e do pancreatico (ABTO, 2018; UNOS, 2019; GRINYO, 2013). No
entanto, apesar dos avancos alcancados durante os 70 anos desde a introdugdo da técnica, a
sobrevivéncia média apos o transplante ainda estd muito abaixo do desejavel, de 11 a 14 anos
para o transplante de coragdo e inferior a 6 anos para o transplante de pulmao, cuja principal
causa ¢ a reacao de rejeigdao ao 6rgao (YUSEN et al, 2016), uma reagdo na qual o organismo
do receptor desenvolve uma resposta imunoldgica contra os antigenos presentes no 0rgao
transplantado (GUYETTE et al., 2016).

Além disso, ha a grande demanda de 6rgaos para transplante, a qual supera sobremaneira
a disponibilidade de doadores em todo o planeta. Tal realidade pode estar acentuada ou
atenuada conforme as diferencas geograficas, a qual pode ser avaliada pela taxa média de
transplantes. Enquanto nos paises desenvolvidos a taxa est4d acima de 70 pmp (parte por milhao
da populagdo) (GRINYO, 2013), no pais, a taxa de doadores efetivos é de apenas 17 pmp (RBT,
2018). No entanto, a caréncia de 6rgdos ndo ¢ restrita aos paises em desenvolvimento; nos
Estados Unidos, por exemplo, o numero de transplantes realizados durante o ano de 2018
representou apenas um tergo da lista de espera atual (36.530 transplantes realizados em 2018 e
113.586 candidatos em mar¢o de 2019 — United Network for Organ Sharing, UNOS, 2019). No

Brasil, o numero de transplantes de o6rgdos realizados entre janeiro e setembro de 2019
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representou um quinto da lista de espera constante de setembro de 2019 (6.722 e 36.468,
respectivamente — Associacdo Brasileira de Transplantes, ABTO, 2020).

O tipo de transplante, por sua vez, pode ser classificado em alogénico, xenogénico,
1sogénico e autdlogo. Na pratica clinica, a maioria dos transplantes de 6rgdos ¢ do tipo
alogénico, também chamado aloenxerto, o qual ocorre entre individuos geneticamente
diferentes da mesma espécie (PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017). Os transplantes
xenogénicos sao aqueles realizados entre espécies diferentes, como € caso dos transplantes de
orgdos suinos realizados em primatas e com proje¢ao para pesquisa clinica em humanos em
2020. O porco ¢ considerado a espécie de maior potencial de sucesso nesse intercdmbio
(REARDON, 2015; EKSER et al, 2012) devido ndo somente a similaridade de dimensdes e
fisiologia (DENNER, 2017), mas também ao advento da edicdo gé€nica, uma técnica de
manipulagdo genética capaz de diminuir drasticamente a rejeicdo imunologica, como € o caso
do bloqueio na expressao do gene que codifica a enzima a-1,3galactosiltransferase (DAI et al,
2002; REARDON 2015; ZHOU et al, 2016). Na contramao, dificuldades advindas da
complexidade imunoldgica e da possibilidade de infeccdo por virus suinos levaram a
desisténcia de algumas companhias da area (REARDON, 2015) e ainda sdo os principais
obstaculos (DENNER, 2017). J& os transplantes isogénicos ocorrem entre individuos
geneticamente idénticos, como € o caso do transplante realizado entre gémeos idénticos. Por
fim, o autologo refere-se ao enxerto realizado entre regides do proprio individuo (PHILLIPS &
CALLAGHAN, 2017).

Nos transplantes de oOrgdos, de maneira geral, ¢ realizado um intenso e duradouro
tratamento imunossupressivo a fim de evitar as reacdes de rejeicdo, uma vez que pacientes com
orgaos transplantados funcionais sem terapia imunossupressiva sao extremamente raros, sendo
descritos em quatro situagdes clinicas apenas: pacientes cuja imunossupressao foi
descontinuidade devido a infecgdo viral persistente e ao cancer (ALEXANDER et al, 2008);
pacientes que ndo aderiram ao tratamento voluntariamente (WEST, 2001); estudos de remocao
progressiva dos farmacos (TAKATSUKI et al, 2001); e aqueles submetidos a um tratamento
alternativo de inducdo de tolerancia, no qual as proprias células do sistema imunoldgico
contribuem para a tolerancia evitando a rejeicdo ao enxerto (SCANDLLNG et al, 2008;
WOOD et al, 2012).

Entretanto, apesar de notdveis avangos, as reagdes de rejeigdo ainda representam uma
preocupacao latente. Atualmente, cerca de 40% dos 6rgaos transplantados sdo perdidos dentro

de 10 anos, porcentagem que aumenta para 50% quando sdo acrescidos dois anos (BAAN,

22



2016; VALENZUELA et al,2017). Essa incidéncia ¢ dependente, dentre outros fatores, do tipo
de 6rgdo, uma vez que eles apresentam potenciais imunogénicos distintos entre si. O coracao,
o qual ¢ o modelo utilizado no presente estudo, esta entre os 6rgaos de maior imunogenicidade.
Em segundo lugar na escala hierarquica, o coracao encontra-se atras apenas do intestino delgado
e a frente do pulmao e do rim (PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017). A particularidade que
confere ao intestino o primeiro lugar ¢ a grande concentragdo de tecido linfoide e infiltrados
leucocitarios (GALVAO et al, 2003).

Outro fator determinante para o sucesso no transplante ¢ o grau de similaridade genética
entre o doador e o receptor, o qual ird reger a intensidade da resposta imunologica desenvolvida
contra o 6rgdo transplantado. O processo de reconhecimento de antigenos transplantados, isto
¢, antigenos nao-proprios ou aloantigenos, pelo sistema imunoldgico do receptor, € conhecido
como alorreconhecimento, o qual ¢ responsavel por desencadear uma resposta imunolégica, no
caso, uma alorresposta. Nesse contexto, hd basicamente trés tipos de antigenos teciduais
capazes de desencadear a alorresposta: antigenos do sistema ABO, antigenos HLA (antigenos
leucocitarios humanos) e antigenos nao-HLA (antigenos de histocompatibilidade menor)
(PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017).

O sistema ABO baseia-se na expressdao geneticamente determinada de antigenos A, B e H
dos grupos sanguineos A, B, O, respectivamente. Esses antigenos sdo oligossacarideos
expressos na superficie de diferentes tipos celulares, como as células vermelhas do sangue e as
c¢lulas endoteliais. O antigeno H, constituinte do grupo O, ¢ um produto enzimatico de uma
transferase especifica, o qual representa a matriz de formagao dos antigenos A e B. A presenca
de antigeno H modificado por variantes especificas das transferases tipo A e/ou B constituird
os grupos A, AB e B (YAMAMOTO et al, 1990). A incompatibilidade do sistema ABO entre
doador e receptor ¢ responsavel por desencadear uma severa e rapida resposta imunoldgica
desencadeada por anticorpos. Atualmente, algumas estratégias de dessensibilizagdo estdo sendo
desenvolvidas e j& permitem esse tipo de incompatibilidade em alguns casos, mas ainda carrega
um risco elevado de rejeicao ao enxerto (BOHMIG et al, 2015; WEST, 2001; WOOD, 2012).

Ja os antigenos HLA sdo codificados por um grupo de genes do cromossomo 6 (6p21.3)
denominado de Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés, Major
Histocompatibility Complex) (ROBINSON et al, 2001), o qual ¢ o estimulo antigénico
dominante para a rejeicdo ao enxerto ¢ para a producdo de anticorpos (TAYLOR & DYER,
1995). Tais antigenos sdo, basicamente, proteinas de superficie celular apresentadoras de

peptideos. Algumas variedades sdo expressas em todas as células nucleadas (HLA classe I) e
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outras estdo exclusivamente em células com fun¢do imunologica (HLA classe II), como, por
exemplo, os mondcitos, macrofagos, linfocitos B, células dendriticas e células T ativadas. Os
peptideos apresentados serdo reconhecidos pelas células do sistema imunologico, as quais serao
células T especificas (TAYLOR & DYER, 1995).

Os antigenos de histocompatibilidade menor (ndo-HLA) apresentam menor importancia
clinica para o transplante de 6rgdos quando comparado aos antigenos HLA (PHILLIPS &
CALLAGHAN, 2017), mas podem desencadear respostas imunoldgicas mesmo quando ha
correspondéncia genética e compatibilidade de antigenos HLA (GOULMY et al, 1995); sao
peptideos de proteinas citosolicas, de membrana celular e de componentes de matriz
extracelular. Os anticorpos que demonstraram relevancia clinica incluem o anticorpo contra o
receptor de angiotensina I, o qual € um receptor da membrana celular envolvido na manutengao
da estabilidade hemodinamica; a glutationa S-transferase T1, uma enzima participante do
metabolismo e inativacao de drogas (RODRIGUEZ-MAHOU et al, 2007); antigenos presentes
em células endoteliais (AGUILERA et a/, 2008); a agrina, um proteoglicano da membrana basal
do glomérulo renal (JOOSTEN et al, 2005); a miosina, proteina presente na célula cardiaca
(WARRAICH et al, 200); e o perlecam, um proteoglicano sulfatado constituinte da matriz
extracelular (CARDINAL et al, 2013).

As reagoes de rejeicdo podem ser convenientemente classificadas em hiperagudas, agudas
e cronicas (FRIEND, 1995). A hiperaguda ¢ a menos freqiiente e ¢ desencadeada no periodo de
minutos ou horas apos o transplante pela acdo direta de anticorpos pré-formados, como anti-
ABO ou anti-HLA, os quais desencadeiam rapida ativag¢ao do sistema complemento, agregacao
plaquetéria, trombose e necrose isquémica (FRIEND, 1995; PHILLIPS & CALLAGHAN,
2017).

Ja as reagOes agudas manifestam-se no prazo de semanas a meses, pois sdo respostas
mediadas por células que envolvem a apresentagdo de antigenos estranhos as células T pelas
células apresentadoras de antigeno, com conseqiiente proliferagdo e ativacdo de clones de
células T e destruicao do enxerto por células T citotoxicas. Elas podem iniciar-se pela presenca
de leucdcitos passageiros (aloantigenos como os linfocitos T e B, os monocitos, macréfagos e
as células dendriticas presentes no intersticio do enxerto) e peptideos HLA. Na década de 1990,
a incidéncia de rejeicdo do tipo aguda era de 50 a 70% dos receptores (FRIEND, 1995).
Atualmente, ocorre em cerca de 10 a 20% dos receptores em até um ano apos o transplante

(PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017).
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A rejei¢do crdnica, por sua vez, ocorre no periodo de meses a anos, corresponde a maior
causa de falha, ¢ multifatorial, pode ou ndo envolver aloantigenos e ocorre pela presenca de
aloantigenos HLA e também de aloantigenos alélicos (antigenos de histocompatibilidade menor
ou ndo-HLA) (FRIEND, 1995; GOULMY et al, 1995; PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017).
Além disso, danos cronicos podem ocorrer de maneira combinada a condi¢des como a
hipertensao, toxicidade dos imunossupressores, hipercolesterolemia, dentre outras, e resultar na
disfunc¢ao do enxerto (PHILLIPS & CALLAGHAN, 2017).

Em suma, a escassez de 6rgdos para transplantes, a sobrevida limitada pelas reacdes de
rejeicdo, a qualidade de vida comprometida em decorréncia do intenso e duradouro tratamento
imunossupressivo, bem como o alto risco de infec¢do viral por parte da possibilidade
xenogénica tradicional, impulsionaram a busca por alternativas ao transplante de o6rgaos
alogénico e xenogénico tradicionais. Assim, as areas da bioengenharia de tecidos e da medicina
regenerativa, ao aumentarem seus esforcos no desenvolvimento de técnicas aptas a
desenvolverem 6rgdos de substitui¢ao de relevancia clinica, desenvolveram a técnica de 6rgaos
e tecidos descelularizados como uma das principais estratégias para aumentar a oferta de 6rgaos
€ para minimizar ou evitar o tratamento imunossupressivo, haja vista a remog¢ao dos antigenos

de histocompatibilidade (MOSER & OTT, 2014; TAPIAS & OTT, 2014).

II. Cenirio da Bioengenharia de Orgios Descelularizados

As técnicas de descelularizagao consistem na remocao integral das células de 6rgaos e
tecidos, de maneira a preservar sua microarquitetura original, a qual confere ao 6rgio e ao
tecido sua estrutura tridimensional e sobre a qual serdo reintroduzidas células compativeis com
o receptor. A remoc¢do das células tem o objetivo de extrair os principais antigenos de
histocompatibilidade e reproduzir uma copia fiel a partir da complexa matriz extracelular
remanescente (MOSER & OTT, 2014; TAPIAS & OTT, 2014). H4 uma grande diversidade de
protocolos para atender a essa finalidade, no entanto, um tipo de agente descelularizante ¢
essencial para o processo: os surfactantes, popularmente conhecidos por detergentes (NARA et

al, 2016; KEANE et al, 2015).

Os primeiros relatos do efeito dos surfactantes na remogao de células em tecidos da
classe dos mamiferos datam da década de 1980 (LENTZ et al, 1982; BODNAR et al, 1986).

Tais conhecimentos, desde entdo, sao empregados com o intuito de desenvolver alternativas a
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determinados tipos tradicionais de alo e xenoenxertos. Um exemplo, datado de 1982, descreve
um método para inibi¢do da mineralizagdo, especialmente a calcificagdo, de valvas cardiacas
suinas, ocorrida apos o transplante em humanos (LENTZ et al, 1982). O processo, muito
semelhante a descelularizacao de tecidos atual, utiliza-se de uma solugdo aquosa de 1% de um
sal de alcool alifatico sulfatado de 7 a 18 carbonos, como, por exemplo, o dodecilssulfato de
sodio (SDS), na qual a valva cardiaca ¢ imersa, e sob agitacdo permanece por cerca de 24 horas.
Dois anos apos a publicagdo do primeiro trabalho, o efeito de descelularizagdao do tecido foi
identificado em valvas cardiacas tratadas com solucdo de 1% de SDS por microscopia
eletronica de transmissdo. Nesse estudo, questionou-se o tratamento em fun¢do dos danos as
células e a matriz extracelular identificados e, por isso, propuseram modifica¢des. De maneira
interessante, o efeito de descelularizagao foi discutido como um efeito negativo na abordagem
dos pesquisadores (BODNAR et al, 1986). No entanto, apos 1986, processos mais elaborados
para descelularizag¢ao de tecidos passaram a ser desenvolvidos ja com o propdsito de produzir
matrizes acelulares como biomateriais destinados ao transplante alogénico de valvas cardiacas

e pulmonares, utilizando, por exemplo, modelos caninos (WILSON et a/, 1995).

Ainda nos dias atuais, o processo de obtencdo de 6rgdos descelularizados baseia-se,
principalmente, na remocao celular através da utilizagdo dos surfactantes, os quais podem agir
isoladamente ou em associagdo a outros agentes quimicos, tais quais proteinas (enzimas) (LU
et al, 2013) e 4cidos, ou agentes fisicos, como a radiacdo ultravioleta (UV) (OLIVEIRA et al,
2013), e até de sessodes de congelamento e descongelamento sequencial (KEANE et al, 2015).
Os surfactantes, também denominados tensoativos, sdo moléculas que, em concentracdes
criticas, se organizam em micelas promovendo a catalise micelar responsavel pela solubilizagao
de lipidios. Uma vez que as células e suas organelas sdo delimitadas por membranas e
endomembranas em grande parte lipidicas, de 25% a 75% de sua composi¢do (DEVLIN et al,
1997), a acdo tensoativa do surfactante desfaz a organizacdo da membrana celular, rompendo
células, nucleo e organelas. A pressao exercida pelo fluxo continuo da perfusdo do o6rgao,
realizada com o surfactante sob baixas pressoes fisiologicas (GUYETTE et al, 2014), carreia o
material celular desorganizado para o exterior do 6rgdo através de sua propria rede vascular, a
qual, devido a densa rede capilar, encontra-se entre 50 ¢ 100 um de distancia da maioria das
células (ALBERTS et al, 2002). Tal processo ¢ denominado descelularizagdo por perfusao

(SEETAPUN et al, 2017).
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Atualmente, centenas de patentes estdo contidas nos diretorios internacionais, desde as
patentes para protocolos de descelularizagdo de tecidos (GOLDSTEIN & BLACK, 1998;
SPIEVACK et al, 2018) e de orgaos (ANTHONY, 2002), at¢ aquelas destinadas a
equipamentos de descelularizacao de tecidos e 6rgaos inteiros, completamente automatizados
(BONVILLAIN et al, 2018; GILBERT et al, 2018). Além disso, dezenas de empresas ja
comercializam tecidos descelularizados (CRAPO et al, 2011; GILBERT et al, 2009), ¢ um
nimero menor atua na pesquisa ¢ desenvolvimento de 6rgaos inteiros a partir de arcaboucos
descelularizados e recelularizados com diferentes tipos celulares (BERSENEV, 2014; ZIA,
2015).

A recelularizagdo, por sua vez, ocorre apds a descelularizagdo e esterilizagdo do o6rgao
e antecede o transplante. E um processo que, essencialmente, baseia-se na perfusio do 6rgao
com uma dispersdo de células, a fim de reconstrui-lo totalmente (ZIA, 2015). As células
utilizadas variam entre células progenitoras multipotentes, células-tronco mesenquimais,
células-tronco embrionarias (LAFLAMME & MURRY, 2005; LU et al, 2013) e células-tronco
pluripotentes induzidas transgénicas (ZHANG & JIANG, 2015) ou “ndo-transgénicas” (através
de RNAm) (GUYETTE et al, 2016). Em se tratando de recelularizacdo de coragdes, diversos
tipos celulares tém demonstrado sucesso, como ¢ o caso das células-tronco mesenquimais de
medula Ossea, células progenitoras cardiacas humanas, células endoteliais humanas,
cardiomidcitos derivados de células-tronco pluripotentes induzidas e cardiomiocitos neonatais

de camundongos (PORZIONATO et al, 2018).

Em se tratando de transplantes, 6rgdos menos complexos como bexigas urinarias
(ELKASSABY et al., 2003) e traquéias (GONFIOTT et al, 2014; ELLIOTT et al 2012;
HAMILTON et al, 2015) ou tecidos, como os vasos sanguineos (OLAUSSON et al, 2014;
HOPKINS et al, 2014) e as valvulas cardiacas (CEBOTARI et al., 2011), tem apresentado bons
resultados apos o procedimento em humanos. Um exemplo ¢ o estudo prospectivo realizado
com um garoto de 10 anos, que ocorreu durante os quatro anos seguintes a um alotransplante
de traquéia recelularizada com suas proprias células, no caso, células autdlogas do epitélio
respiratdrio e células-tronco mesenquimais. Observou-se que o transplante, apesar de ter sido
realizado em condicdo de urgéncia e de unica alternativa terapéutica remanescente, demonstrou
viabilidade em longo prazo de uma traqueia recelularizada em uma crianga, evidenciando o
potencial de aplicagao da técnica (HAMILTON et al, 2015). Por outro lado, os 6rgdos mais
complexos, tais quais o coragdo (SANCHEZ et al, 2015; GUYETTE et al, 2016), figado
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(MAZZA et al, 2015), rim (ABOLBASHARI et al, 2016) e pulmao (NICHOLS et al, 2018)
encontram-se em fase experimental em animais, mas apresentam certo potencial de progressao
para estudos clinicos em humanos. Tal progndstico ¢ sustentado por resultados promissores
encontrados na literatura, como o observado em 2016, no qual 73 coracdes humanos foram
descelularizados e recelularizados com células pluripotentes induzidas. Os resultados, apds 14
dias, demonstraram células musculares cardiacas imaturas e contra¢do cardiaca funcional em
resposta ao estimulo elétrico gerado no interior de biorreatores (GUYETTE et al, 2016). Da
mesma forma, em 2018, outro grupo de pesquisa deu os primeiros passos em direcdo ao
transplante alogénico de pulmodes recelularizados. Nesse estudo, pulmdes suinos foram
recelularizados com as células pulmonares extraidas do animal receptor (células autdlogas) e,
em associacdo com microparticulas de fatores de crescimento, realizou-se o transplante
alogénico de pulmao suino em quatro animais. Os resultados demonstraram angiogénese e
formacao de tecido alveolar em aproximadamente duas semanas apos o transplante, e, ao final
de dois meses, ainda ndo haviam sido observados sinais de rejeicdo ao enxerto (NICHOLS et

al, 2018).

Entretanto, apesar dos notdveis avangos, uma série de fatores limitantes necessita ser
superada, como, por exemplo, a realizagdo de descelularizagdes que ndo provoquem ruptura da
integridade de redes vasculares (CHANG & NIKLASON, 2017); tratamentos que permitam a
remog¢ao de todos os componentes celulares e imunogénicos da matriz, mas que mantenham a
estrutura nativa e os fatores de crescimento a ela ligados (MORRIS et al, 2017); processos que
estimulem o repovoamento endotelial abrangente de 6rgdos inteiros (CHANG & NIKLASON,
2017); e, por fim, protocolos que garantam a reprodutibilidade na descelularizacdo e
recelularizagdo de orgdos diversos (PELOSO et al., 2015). A origem de muitas dessas
limitagdes recai sobre a lacuna que existe na previsibilidade dos processos de descelularizacao,
0s quais carecem de critérios objetivos, especificos e individuais para a determinagdo de uma
descelularizagdo bem-sucedida (HUSSEY, 2018; KEANE et al, 2015; PELOSO et al, 2015).
Além disso, a complexidade da matriz extracelular exige um processo de remocao celular capaz
de preservar a matriz glicoproteica original, a qual ¢ indispensavel para a manuten¢do da
fisiologia e estrutura tridimensional do o6rgdo e, sobre a qual, as células-tronco pluri ou
multipotentes do receptor serdo cultivadas através do repovoamento celular (GUYETTE et al,

2014; SONG e OTT, 2011; LU et al, 2013; GUYETTE et al, 2016).
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II1. Matriz Extracelular

A matriz extracelular (MEC) ¢ a estrutura dinamica na qual as células estdo imersas. Ela
interage com as moléculas da superficie celular, armazena e ativa fatores de crescimento, e, por
isso, participa de eventos celulares como contracdo, adesdo, migragdo, proliferacao,
diferenciagdo, sobrevivéncia celular e apoptose (HOLDSWORTH et al, 2017 e
JARVELAINEN et al, 2009). Ela é composta por macromoléculas sintetizadas e secretadas
por todos os tipos celulares através da transmissao de estimulos e sinais a receptores especificos
(THEOCHARIS et al, 2015).

Baseando-se em sua estrutura e composicao, a matriz extracelular pode ser classificada
em dois tipos: intersticial e pericelular. A matriz intersticial abrange todo o entorno das células,
enquanto a pericelular localiza-se na regido de contato direto com as células (THEOCHARIS
et al, 2015). Um exemplo de matriz pericelular ¢ a membrana basal, a qual possui duas faces
opostas, sendo que uma face esta em contato com as células do parénquima enquanto a outra
com o tecido conjuntivo do o6rgdo ou glandula. A matriz extracelular ¢ constituida
fundamentalmente por proteinas, polissacarideos e agua, os quais estao distribuidos nao apenas
de maneira especifica para cada tecido e 6rgdo, mas também de forma heterogénea (FRANTZ
et al, 2010). Tais componentes da matriz combinam-se a fim de formarem duas classes
principais de macromoléculas: os proteoglicanos (PGs) e as proteinas fibrosas (SCHAEFER et
al, 2010).

Os PGs sdo macromoléculas compostas por um centro protéico covalentemente ligado
auma cadeia de glicosaminoglicanos (GAGs) e localizam-se em compartimentos intracelulares
da superficie celular e também na matriz extracelular. Os PGS, dentre diversas funcgoes,
destacam-se por hidratar, tamponar, dar resisténcia e aderir moléculas ao intersticio (FRANTZ
et al, 2010 e THEOCHARIS et al, 2015). Os GAGs sdao cadeias lineares repetitivas de
dissacarideos, sendo que o primeiro do par ¢ amino acetilado e o outro ¢ normalmente um
residuo de &cido urdnico. Devido a grande presenca de grupos carboxila e sulfato, essas cadeias
sdo negativamente carregadas e interagem com as proteinas por forcas eletrostaticas. Isso ocorre
com fatores de crescimento e receptores de fatores de crescimento (JACKSON et al, 1991 e
WANG et al, 2017). As cadeias de GAGs podem ser classificadas em sulfatadas, como, por
exemplo, o sulfato de condroitina, sulfato de ceratano, heparina, dermatan sulfato e heparan
sulfato; e ndo sulfatadas, como ¢ o caso do acido hialurdnico, que também ¢ um GAG livre, isto

¢, ndo esta ligado a um nucleo protéico. Os PGs podem ser secretados no espago pericelular;
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ser incorporados & membrana basal, juntamente com as proteinas fibrosas que a compde;
estarem inseridos na membrana celular como proteinas transmembrana participantes da
sinaliza¢do; ou, ainda, serem especificos de determinados tecidos, como ¢ o caso do neurocan
e neuroglycan C, encontrados majoritariamente no sistema nervoso central (SCHAEFER et al,
2010). Dependendo da localizagao e da ligacdo a proteinas especificas, os GAGs podem regular
o comportamento celular na adesdo, diferenciacdo, migracdo e proliferacdo. A relevancia da
localizagao dos PGs nos tecidos resultou em um dos trés critérios utilizados na sua classificagao,
sendo os demais critérios a composi¢ao do nucleo protéico e a dos GAGs.

Jé& as proteinas fibrosas sdo representadas principalmente pelo coldgeno, pela elastina,
fibronectina e laminina (FRANTZ et al, 2010). O colageno ¢ o constituinte mais abundante da
massa protéica do reino animal, com até 30%, e ¢ classificado em até 28 variacdes sutilmente
combinadas no interior de cada tecido (FRANTZ et al, 2010). A maioria do colageno ¢é
encontrada como uma estrutura protéica em hélice de cadeia tripla capaz de formar redes na
membrana basal ou fibras no intersticio. Ele proporciona resisténcia ao tecido e participa das
fungdes de adesdo, migragdo celular e quimiotaxia (ROZARIO et al, 2010). A elastina, por sua
vez, € constituida de fibras protéicas interligadas recobertas por microfibras glicoprotéicas, as
quais conferem elasticidade ao tecido. A outra proteina fibrosa principal ¢ a fibronectina,
distribuida em aproximadamente 20 isoformas. E uma proteina dimérica extensa repleta de
sitios de ligacdao para componentes de matriz, como o coldgeno e a heparina, ¢ também para
células, como, por exemplo, os sitios de ligagao a integrinas (SMITH et al, 2007). Acredita-se
que a atividade desses sitios ¢ modulada por mudangas conformacionais dependentes de forcas
mecanicas, as quais podem ser derivadas de forgas de tracdo celular. Dessa forma, a fibronectina
também influencia a sinalizagdo celular (SMITH et al, 2007 ¢ VOGEL, 2006). Por fim,
destacase a laminina, que, juntamente com o colageno tipo IV e os PGs, ¢ um dos principais
componentes da membrana basal, a qual possui sitios de adesdao para as células e promove
coesdo e resisténcia a matriz pericelular (THEOCHARIS et al, 2015). Ela ¢ representada por
ao menos 15 variagdes nos mamiferos, cuja combinagdo parece estar intimamente ligada as
fungdes de cada tecido. Por estar presente na membrana basal endotelial, a laminina também
participa da angiogénese (HALLMANN et al, 2005). A angiogénese, por sua vez, ¢ o principal
desafio enfrentado pela recelularizacdo de 6rgdos atual, pois, frequentemente, ndo ocorre de

maneira homogénea e abrangente (CHANG et al, 2017).

A homeostase da matriz extracelular ¢ regulada basicamente pela acdo coordenada entre
a sintese de enzimas, de inibidores enzimaticos e de fatores de crescimento (FC) (FRANTZ et
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al,2010). Tal acdo compreende o controle da secrecdo de metaloproteinases de matriz e de seus
inibidores, as quais sdo enzimas de degradacdo da matriz importantes para o remodelamento
tecidual. O remodelamento tecidual, por sua vez, apesar da complexidade ainda ndo elucidada
de todos os seus mecanismos efetores (ROSMARK, 2018), pode ser descrito basicamente como
um processo de producdo e degradacao de moléculas da matriz, controlado pelas células, pela
estrutura e composi¢ao da matriz extracelular e também pela interagdo molecular intercelular;
o qual esta presente durante todo o periodo de lesdo, reparo e de cicatrizagdo de feridas
(BONNANS et al, 2014; CHANG et al, 2014; DEUEL et al, 2014; ROSMARK et al, 2018).
Além das metaloproteinases, destacam-se também a Lisil Oxidase (LOX), responsavel pelas
ligagdes covalentes entre moléculas de colageno; e as transglutaminases (TGs), familia de
enzimas atuantes na formagao de ligagdes cruzadas entre diferentes proteinas e peptideos da
matriz, a qual ¢ capaz de formar complexos proteicos supramoleculares relacionados aos
processos de cicatrizagdo de feridas e migragdo celular (LORAND & GRAHAM, 2003). Os
fatores de crescimento, por sua vez, sao moléculas biologicamente ativas, majoritariamente
peptideos e proteinas, secretadas pelas proprias células-alvo ou pela membrana plasmatica de
células adjacentes. O remodelamento, através da degradacao proteolitica, libera os fatores de
crescimento do reservatorio na matriz extracelular, a fim de promover ou inibir a mitose, a
migracdo de células epiteliais, a diferenciagdo celular e regular a morfogénese dos orgdos
(BONNANS et al, 2014).

Por certo, a complexidade da matriz juntamente com seu papel modulador € mantenedor
dos eventos celulares evidenciam o risco envolvido na ruptura ou na perturbacdo desse
ambiente harmonico. Diversos processos patoldgicos estdo associados ao remodelamento
desregulado, como pode ser observado na fibrose, no cancer e na osteoartrite (BONNANS et
al, 2014). Portanto, visto que a manutengao da estrutura e composicao da matriz extracelular
esta intimamente ligada a qualidade do processo de descelularizagdo e de recelularizagao, torna-
se evidente a necessidade de diferentes técnicas para o controle de qualidade de cada processo

de reconstru¢do de 6rgaos.

As técnicas vastamente utilizadas como método qualitativo de avaliacdo da matriz
extracelular, decorrente do processo de descelularizagdo, consistem na visualizagdao do tecido
ao microscopio Optico com o uso de corantes ou fluoréforos (CRAPO et al, 2011; KEANE et
al, 2012); no uso de microscopia eletronica de varredura (ERTEN, 2016; OTT, 2008;
ROSMARK et al, 2018) para avaliagdo ultraestrutural e; com menor freqiiéncia, nas leituras
espectroscopicas de Infravermelho (ATR-FTIR) e de Raman (NARA et al, 2016) para avaliagao
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composicional e também estrutural. J& as técnicas normalmente empregadas como métodos
quantitativos compreendem as andlises bioquimicas realizadas por leitura espectrofotométrica,
como, por exemplo, a extragdo e quantificacdo de DNA, de proteoglicanos e de proteinas
fibrosas (AUBIN et al, 2013); e menos frequentemente, a analise protedmica por cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de massa (LC-MS/MS) (LI et al, 2015; HILL et al, 2015 ¢
ROSMARK et al, 2018), cujo intuito ¢ identificar e quantificar todo o conjunto de proteinas
constituintes e associadas a matriz, atualmente denominado de matrissoma ou matrisome, no
idioma inglés (NABA, 2012). Tais técnicas sao tradicionalmente empregadas na avaliagao de
tecidos descelularizados e algumas integram o conjunto de ferramentas utilizadas no controle
de qualidade de tecidos descelularizados comercializados (GILBERT et al, 2009; PHILIPS et
al, 2018). Formalmente, uma descelularizacdo bem-sucedida ¢ aquela na qual ndo ha residuos
celulares; quando a quantidade de DNA remanescente é inferior a 50 ng.mg™! de tecido seco
(CRAPO, 2008), ou se a remo¢do de DNA ¢ superior a aproximadamente 96% quando
comparado ao 6rgdo controle (GUYETTE, 2014; QUINN et al, 2016); e se a estrutura

tridimensional foi mantida ap6s o processo.

As andlises histologicas mais empregadas com o intuito de verificar a presenca de
residuos celulares apos a descelularizagdo sdo a coloragdo de Hematoxilina e Eosina (H&E) e
a marcacao com o fluor6foro 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, do inglés, 6-diamidino-
2phenylindole) (CRAPO et al,2011; HUSSEY, 2018; KEANE et al, 2012). A técnica de H&E,
datada de 1896 (HEINRIRICHS et al, 2009), ¢ utilizada para corar distintamente regioes
basofilas e acidofilas de tecido, para isso, sdo utilizadas sec¢des de aproximadamente Sum de
tecido previamente tratado para manutencdo das estruturas. A Hematoxilina ¢ um flavonodide
extraido da arvore Campeche (Haematoxylon campechianum), que quando oxidado a
Hemateina e em solucdo com um sal metalico, apresenta coloragdo azul e afinidade por
estruturas de carater acido (estruturas basofilas), corando principalmente o nucleo devido aos
acidos nucléicos ((AUBIN et al, 2013; TITFORD et al, 2005). A Eosina, por sua vez, realiza a
contracoloragdo, corando de rosa o citoplasma das células e as proteinas de carater basico, as
fibras de coldgeno e demais estruturas acidéfilas (TITFORD et al, 2005). Com a mesma
finalidade, utiliza-se o fluor6foro DAPI, uma diamidina sintetizada com finalidade tripanocida
(DANN et al, 1971), a qual ¢ utilizada atualmente como um marcador fluorescente especifico
de sequéncias de DNA ricas em adenina e timina, cujo comprimento de onda de excitagdo
maxima do complexo DAPIdsDNA ocorre em torno de 363 nm e o de emissdo maxima em 448
nm (KAPUSCINSKI et al, 1995).
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De maneira complementar, as técnicas de imunohistoquimica e imunofluorescéncia sao
empregadas para visualizacdo da manutencao dos componentes da matriz (KAWECKI et al,
2017) através da ligacdao desses constituintes a anticorpos marcados, tanto com o cromogeno
3,3- Diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) (AUBIN, 2013) quanto com fluoréforos, como
o isotiocianato de fluoresceina (FITC) (ZOU et al, 2019) e o Alexa Fltior (OTT et al, 2008). A
imunohistoquimica ¢ uma técnica na qual a intera¢do especifica entre uma imunoglobulina e
seu antigeno homologo ¢ visualizada em secgdes histologicas por um marcador cromogeno
detectavel microscopicamente (SCANZIANI ef al, 1998). Dois exemplos de anticorpos
empregados na avaliagdo de componentes extracelulares sdo os anticorpos anti-fibronectina e
anti-laminina (KAWECKI et al, 2017). Como descrito anteriormente, a fibronectina e a
laminina sdo proteinas fibrosas presentes na matriz. A fibronectina apresenta sitios de ligagado
com diferentes moléculas, como o colageno, heparina e integrinas (SMITH et al, 2007 e
VOGEL, 2006), enquanto a laminina integra a membrana basal e participa da angiogénese
(HALLMANN et al, 2005). A marcagdo com esses anticorpos especificos pode ser realizada
com enzimas oxidorredutases, as quais, na presenga do substrato, catalisam a oxidagdo da
espécie quimica doadora de elétrons (o cromdgeno) para produzir um precipitado colorido
detectavel (NELSON, 2013; SCANZIANI et al, 1998). Por outro lado, a técnica de
imunofluorescéncia diferencia-se apenas por utilizar marcadores fluorescentes através de
anticorpos conjugados com fluordforos, os quais possuem comprimentos de ondas especificos
nos quais necessitam ser excitados para que em um comprimento de onda superior possam
emitir a fluorescéncia, que serd visualizada por meio de um microscopio de fluorescéncia

(ODELL et al, 2013).

Além da visualizacdo de remanescentes celulares, ha também a avaliacao
ultraestrutural. Para isso, a Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) ¢ utilizada na
observagao ultraestrutural dos tecidos descelularizados uma vez que demonstra o estado de
preservagao do arcabougo tridimensional em uma escala nanométrica, como pode ser observado
em alguns trabalhos (ERTEN et al, 2016; OTT et al, 2008; ROSMARK et al, 2018). Os
microscopios eletronicos de varredura, apesar de possibilitar configuragdes distintas,
apresentam, de maneira geral, um canhao de elétrons para bombardeio eletronico da amostra e

um console de controle para visualiza¢ao da imagem (DEDAVID, 2007; GOLDSTEIN, 2003).

Além disso, utilizam-se as espectroscopias, as quais estudam a intera¢do da radiagdo

eletromagnética com a matéria com o intuito de determinar o estado composicional e estrutural
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do espécime. Em tais técnicas, a transi¢do de niveis energéticos, as suas posi¢des no espectro
eletromagnético e o tipo de nivel energético (eletronico, vibracional ou rotacional) acessado por
cada radiacdo especifica, ird revelar as caracteristicas do sistema sob investigacdo, como, por
exemplo, os estados rotacionais acessados pela radiacao das microondas, os estados rotacionais
e vibracionais acessados pelo infravermelho e as transi¢des eletronicas provocadas pela luz
visivel e radiacdao ultravioleta (NIEMZ, 2007). Dois representantes importantes dessa
metodologia na anélise de tecidos biologicos sdo a espectrometria no infravermelho (IV) e o
espalhamento Raman (TALARI et al, 2016; YANG et al, 2011). A radiagdo infravermelha, ao
ser absorvida por uma molécula organica, converte-se em energia de vibragdo molecular, e cada
alteracdo de nivel de energia vibracional ¢ acompanhada de uma série de alteragdes de nivel de
energia rotacional. A posi¢ao de uma banda de absor¢ao no espectro obtido ¢ apresentada em
niimero de ondas, cuja unidade, o centimetro inverso (cm™'), é proporcional & energia de
vibragdo. A intensidade da banda ¢ expressa tanto por transmitancia (T), representando a razao
entre a energia transmitida pela amostra e a energia incidente, quanto por absorbancia (A), a
qual se refere ao logaritmo decimal do inverso da transmitancia (4 = logw 1 / T)
(SILVERSTEIN, R. et al., 2007).

J& o efeito Raman, descoberto em 1928 pelo fisico indiano Chandrasekhara Venkata
Raman (RAMAN, 1928), ocorre quando ha incidéncia de luz monocromatica sobre atomos e
moléculas que, ao ser espalhada, pode se apresentar com a mesma freqiiéncia da luz incidente
(conservando a energia) ou em freqiiéncias distintas (cedendo ou recebendo energia). As
diferencas de energia sao medidas em numero de onda e correspondem as energias de vibragao
(apenas Stokes) e de rotagdo (Stokes e anti-Stokes) das moléculas dispersantes. As diferencas
de numero de onda sdo caracteristicas das moléculas irradiadas e sdao utilizadas para extrair
informacdes quimicas, estruturais e funcionais de moléculas biologicas (VO-DINH, 2003;

WEDLER, 2001).

Dos métodos empregados de forma quantitativa na bioengenharia tecidual, destacam-se
a quantificagdo espectrofotométrica de DNA e a andlise protedmica de 6érgaos descelularizados.
Para a quantificacdo espectrofotométrica, o DNA ¢ extraido da amostra e quantificado através
da leitura da intensidade de absorbancia em comprimento de onda determinado (360 nm),
utilizando espectrofotometro, no qual uma radiagdo incidente sobre uma molécula tem uma
fracdo de sua energia eletromagnética transformada em energia interna da molécula (absorcdo),
que, por sua vez, correlaciona-se diretamente a concentracdo dessas moléculas no meio
(YOUNG et al, 2003). J& na protedOmica, frequentemente, o analito ¢ separado e identificado

34



pela cromatografia liquida (LC) acoplada a espectrometria de massas (MS) (LI, 2015; HILL,
2015 e ROSMARK, 2018). Na cromatografia liquida, as proteinas de interesse migrardo em
ordens distintas, conforme as propriedades da coluna e da fase moével utilizadas, e, com
frequéncia, a seletividade que determina os tempos de reteng¢ao, no campo da descelularizagao
de 6rgdos, ¢ direcionada para caracteristicas relativas a hidrofobicidade (NABA, 2012,
ROSMARK, 2018). Na identifica¢do das proteinas, utiliza-se a espectrometria de massas, que
funciona como um detector acoplado a LC, no qual as proteinas sdo ionizadas no vacuo e
introduzidas em um campo elétrico ou magnético. Dessa forma, suas trajetorias através do

campo sdo identificadas como fungdes de suas relagdes massa-carga (m/z) (NELSON, 2013).

Com o desenvolvimento da descelularizagao de 6rgaos inteiros, limitou-se a capacidade
de aplicacdo dessas metodologias citadas, pois as técnicas consolidadas e padronizadas para
essa finalidade sdo invasivas e destrutivas, o que impede a avaliacdo individualizada dos 6rgaos
descelularizados que serdo submetidos ao processo de recelularizacdo. Sendo assim, o
desenvolvimento de técnicas alternativas tem recebido grande atencdo nos ultimos anos e,
apesar do uso menos frequente, demonstram o avango na interpretacdo ¢ o maior dominio dos
processos de descelularizagdo de 6rgdos inteiros. Alguns exemplos sdo o uso de imagem por
Geragao de Segundo Harménico (SHG) e microscopia de excitacdo por dois e trés fotons
(QUINN, 2016), os quais sdo capazes de predizer o comportamento e as propriedades
mecanicas de matrizes descelularizadas; a espectroscopia de Espalhamento Raman (RS)
também pode ser utilizada como técnica ndo destrutiva (TIMCHENKO, 2017); bem como a
Tomografia Computadorizada de Raios X por contraste de Fase (PC-CT) (HAGEN, 2015),
Microtomografia Computadorizada (u-CT) (HALLER, 2013) e Tomografia Computadorizada
(CT) (GEERTS, 2016).

IV. Propriedades Opticas dos Tecidos Biolégicos

As propriedades Opticas de moléculas bioldgicas sao amplamente exploradas na aplicagao
diagnéstica. Isso porque a habilidade da luz em interagir com o tecido expde as caracteristicas
do sistema em analise (JACQUES, 2013). Existem diferentes fendmenos opticos possiveis de
serem explorados quando a luz interage com tecidos bioldgicos, como, por exemplo, a reflexao
(ou espalhamento) especular, a reflexao difusa, a difracdo, a refracdo, a transmissao, a absor¢ao

e a fluorescéncia (NIEMZ, 2013; BORN, 2013).
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O espalhamento ir4 ocorrer quando a freqiiéncia da onda eletromagnética incidente for
distinta da freqiiéncia natural de vibracao das moléculas do tecido, sendo que, as reflexdes que
sofrem espalhamento sdo de dois tipos: especular e difusa. Na reflexdo especular, a radiagao
eletromagnética ¢ refletida com o mesmo angulo de incidéncia e, na difusa, os fétons penetram
no tecido e sofrem multiplos espalhamentos antes de sairem em vérias dire¢des pela superficie
(NEIMZ, 2013). Intimamente relacionado ao espalhamento estd o fenomeno da difracdo, no
qual a luz ¢ desviada de sua trajetdria ao atravessar um meio. A difra¢do tem natureza espacial,
nao implica em mudanca de velocidade e freqiiéncia da onda eletromagnética incidente e
produz um padrdo de interferéncia entre as ondas difratadas formado pela superposicdo de
ondas que se propagam em diferentes direcdes (BORN, 2013). A refracdo, por sua vez, ¢
caracterizada pela mudanga abrupta do angulo de diregao do caminho optico da luz incidente
devido a alteracao da velocidade da radiacao eletromagnética no meio (NEIMZ, 2013).

Ja no fendmeno da transmissdo, a radiacao incide sobre o tecido e se propaga sem alteracao
da direcdo, podendo ou ndo alterar sua polarizacdo. A fra¢do incidente que é recuperada apos
essa travessia ¢ denominada transmitancia, ou seja, ¢ a razdo entre a luz incidente e a luz
detectada apos percorrer toda a amostra, razdo esta que diminui exponencialmente com o
aumento do comprimento do percurso percorrido pela luz (JACQUES, 2013; BEAVOUIT,
1995).

De maneira oposta, a absor¢do acontece quando a freqiiéncia da onda eletromagnética ¢é
igual a freqliéncia natural das vibragdes da particula incidida. Nesse evento, ocorre o efeito de
ressondncia, € uma consideravel parcela de absor¢do acontece (NEIMZ, 2013).
Alternativamente, a absor¢ao também pode ser descrita como um processo no qual ha extragao
de energia da radiacdo por espécies moleculares do meio, a qual ¢ explorada tanto como pratica
terapéutica quanto de diagndstico, ja que a energia absorvida promove as transigdes de niveis
energéticos, em atomos e moléculas, necessarias para exercer efeito fisico sobre o tecido; e, por
serem especificas, as transi¢des possibilitam a identificagao dessas espécies (VO-DINH, 2003).
Em termos praticos, a absor¢do ocorre quando a luz incidente ¢ absorvida pelos cromoéforos
endogenos do tecido, como a hemoglobina, mioglobina, citocromo oxidase, 4gua, dentre outros.
Ela ¢ diretamente proporcional a distancia percorrida pela luz no interior do tecido
(BEAVOUIT, 1995) e, quando ocorre ap6s multiplos espalhamentos, confere turbidez ao meio

(JACQUES, 2013).
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Por tultimo, tem-se a fluorescéncia, um fendmeno resultante da transi¢do de um nivel de
energia mais alto para um nivel mais baixo que, por sua vez, ¢ denominado decaimento. O
decaimento ¢ acompanhado por uma liberagdo de energia igual a diferencga de energia entre os
dois niveis. Esta liberagdo pode dar origem a emissao de um foton, caracterizando, assim, o
fenomeno da fluorescéncia (VODINH, 2003). Nos tecidos, a fluorescéncia se manifesta quando
ha fluoréforos presentes. Em um comprimento de onda de méxima excitacdo (Kexc), €sses
componentes teciduais absorvem parte da radiacao e emitem fluorescéncia, a qual ¢ detectada
em um comprimento de onda de maxima emissao (Aem). O foton emitido ird percorrer o caminho
inverso da luz incidente no tecido e emergir em vdarias diregdes (DE VELD, 2005).
Componentes autofluorescentes dos tecidos compreendem triptofano (Lexc em 280 € Aem em 350
nm), NADH (Lexe em 290/340 e Aem em 350 440/450), FAD (Aexe em 450 € Aem em 515 nm),
colageno e elastina(Aexc em 325 € Aem €em 400 nm) e porfirinas (Lexc em 405 € Lem em 630/690
nm) (PAVLOVA et al, 2008).

Geralmente, tais propriedades opticas dos tecidos sdo descritas em termos de coeficiente de
absor¢do pa (cm™!), coeficiente de espalhamento ps (cm™!), fungio de espalhamento p (0, ),
onde 0 ¢ o angulo do espalhamento e y ¢ o angulo azimutal do espalhamento, e indice de
refracdo real do tecido, n° (JACQUES, 2013). Basicamente todos os demais parametros

derivam dessas variaveis principais.

Exprime-se por coeficiente de absor¢ao de um tecido a soma das contribui¢des da absor¢ao
de todos os cromoforos nele presentes (JACQUES, 2013). Existe uma variedade de croméforos
enddgenos que contribuem para a o coeficiente de absor¢do, o qual vai variar conforme o tipo
de tecido. Normalmente, o sangue e a dgua sdo predominantes na absor¢ao de um tecido, mas
também pode haver contribui¢do de outros componentes, como os lipideos, a bilirrubina, o
betacaroteno ou a melanina. O coeficiente de absorcdo do sangue total ¢ influenciado
principalmente pela hemoglobina, demonstrando diferentes perfis entre 400 nm e 600 nm
conforme o seu estado de oxigenagao, mas também pela dgua a partir de 1000 nm (JACQUES,
2013; NUNEZ et al, 2012). Em relacdo aos lipideos, um trabalho realizado com tecido adiposo
purificado de porco demonstrou maxima intensidade de absor¢do em 930 nm e bandas bem
definidas por volta de 750 nm e acima de 1000 nm (van VEEN et al, 2004). Ao explorar a
regido do ultra-violeta entre 200 nm e 400 nm, a maior contribui¢do vem de proteinas e acidos
nucleicos, nessa regiao, tanto os tecidos moles quanto os tecidos mineralizados sao fortemente
absorvedores (NUNEZ et al, 2012). A soma dos coeficientes de absor¢ao e de espalhamento ¢
frequentemente referida por coeficiente de atenuacao total, que nada mais ¢ do que a radiagao

37



que fica retida no tecido, seja por espalhamentos multiplos seja por absor¢cdo (NUNEZ et

al,2012).

Em se tratando de coeficiente de espalhamento (us), sua mensuragdo pode ser feita pela
transmissao (7¢) através de um tecido de espessura L, especificamente, pus = - In (7¢) / L, na qual
a espessura do tecido deve ser igual ou inferior a 100 micrémetros para que a ocorréncia de
multiplos espalhamentos ndo ocorra. O coeficiente de espalhamento também pode ser descrito
matematicamente como aquele causado por particulas cujo indice de refragcdo ¢ distinto do
indice do meio local (Espalhamento Mie e Rayleigh), ou ainda por aquele causado por um
tecido no qual o indice de refracdo ¢ continuo, porém flutuante (Teoria do espalhamento
continuo). Os espalhamentos Mie e Rayleigh também sdo bastante aplicados a Optica
biomédica, o primeiro descreve o espalhamento de particulas esféricas ideais de dimensodes
variadas em um meio, enquanto o segundo refere-se a particulas muito menores do que o
comprimento de onda da luz, as quais estao no limite Rayleigh proposto pelo espalhamento Mie
(JACQUES, 2013). Além disso, o espalhamento Mie, diferentemente do Rayleigh, apresenta
fraca dependéncia do comprimento de onda da radiagao (NEIMZ, 2013).

No entanto, quando se trata de ambientes tirbidos, ou seja, ambientes nos quais ocorrem
simultaneamente espalhamento e absorcdo, faz-se o uso do coeficiente de espalhamento
reduzido (s”), um pardmetro que correlaciona o espalhamento a uma variavel que exprime o
valor médio do cosseno dos angulos de espalhamento, denominado anisotropia (g) (NUNEZ et
al, 2012). De maneira geral, o coeficiente de espalhamento reduzido diminui com o aumento
do comprimento de onda da luz incidente e ¢ maior em tecidos fibrosos, derme, epiderme e
alguns tumores do que em tecidos macios como pulmonar, cardiaco, renal, muscular e esplénico
analisados (JACQUES, 2013). Tecidos com grande quantidade de coldgeno, por exemplo,
possuem espalhamento Rayleigh relacionado a densidade periddica de 70 nm ao longo das
fibras de coldgeno e aos espagcamentos interfibrilares menores do que 100 nm (SAIDI et al,
1995; JACQUES, 1996). Da mesma forma, a quantidade de organelas membranosas, como as
mitocondrias e os lissomos, também irdo conferir espalhamento Rayleigh, neste caso, em
virtude dos lipideos das membranas (BEAUVOIT,1995; WILSON, 2007). Enquanto isso, o
volume celular contribui para o espalhamento Mie, o qual ¢ predominante nos tecidos quando
comparado ao Rayleigh. No entanto, isoladamente, nenhum dos dois tipos de espalhamento ¢
suficiente para descrever o comportamento da luz nos tecidos bioldgicos (BEAUVOIT, 1995;

NEIMZ, 2013). Tais caracteristicas intrinsecas do tecido influenciam na escolha da forma de
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mensuracdo do espalhamento, o qual pode ser calculado considerando as contribuigdes
individuais dos espalhamentos Rayleigh e Mie a um comprimento de onda de referéncia, ou
utilizando uma tunica contribui¢cdo através da variavel adimensional denominada “poder de

espalhamento” (JACQUES, 2013).

Por fim, a funcdo de espalhamento ¢ particularmente importante quando se trata de um ou
de poucos eventos de espalhamento, como o que ocorre com camadas mais finas de tecido
utilizadas na microscopia de reflectancia. No caso de camadas espessas de tecido, pelo fato de
o espalhamento ser multiplo e de as estruturas estarem orientadas randomicamente, tanto 0
quanto y serao médias estimadas, tal que o pardmetro médio denominado anisotropia (g) ira
caracterizar o espalhamento do tecido em termos de dire¢ao da luz espalhada. Geralmente, os
valores de g em materiais biologicos variam entre 0,7 € 0,99 e o 6 mais freqiliente esta entre 8°
e 45°, onde g igual a 1 representa o espalhamento na mesma dire¢do da onda incidente e g igual

a -1 significa retroespalhamento (JACQUES, 2013; NUNEZ, 2012).
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3. Materiais € Métodos

I. Animais

Os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES) sob licenga n°® 033-2014 e foram
realizados de acordo com o Conselho Nacional de Controle e Experimentacdo Animal
(CONCEA-Brasil). Foram extraidos 20 coracdes de ratos Wistar, machos, jovens, com peso
médio de 295 + 29 g e idade entre 08 e 10 semanas. Os animais sdo originarios do biotério do
Centro de Ciéncias da Satde da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) e foram
mantidos sob ciclo claro / escuro controlado de 12 horas, temperatura de 22 + 2 ° C, umidade

relativa de 60 + 5% e agua e racdo ad libitum até a eutanasia.

II. Descelularizacéo de Orgios

Os animais foram heparinizados (2UN.g-1 Hepamax-s, Blausiegel®) e anestesiados com
cetamina (90mg / kg Ketamine-Vetnil®) e xilazina (10mg.kg-1 Rompun-Bayer®) por via
intraperitoneal. Em decubito dorsal, os coragdes foram extraidos apds incisao sob o 0sso esterno
e congelados a -80 ° C por até 48 horas. Em seguida, o descongelamento progressivo dos 6rgaos
foi realizado, durante 12 horas a -20 °C e 12 horas a 4 °C. Sequencialmente, os tecidos
adjacentes foram removidos e o 6rgdo foi pesado, obtendo valores entre 0,9 e 1,4 gramas. Os
coragdes foram fixados em um suporte e as aortas ascendentes foram acessados para perfusao
retrograda de solugdo de dodecilsulfato de sodio (SDS), por canulagio adrtica e conexdao com
a bomba peristéltica (Gilson ®), a qual promoveu a perfusdo anterégrada através das artérias
coronarias. O processo de descelularizagdo dos coracdes foi realizado de acordo com o
protocolo previamente publicado por Guyette et al., 2014. Em resumo, o tampao fosfato de
sodio (PBS, pH 7,3) foi perfundido por 30 minutos a uma vazao inicial de 2 ml.min™', e em
seguida, foi feita a perfusdo coronariana de SDS (1% wv-1), por um periodo entre 10 e 12 horas
e pressao maxima de 80 mmHg. Ao final do periodo, perfundiu-se, sequencialmente, agua
destilada durante 30 minutos, reagente Triton-X-100 (1% vv-1) durante 30 minutos e, por fim,

novamente PBS durante 1 hora. Apds o procedimento, os 6rgaos foram colocados em um
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freezer a -80 ° C, e foram liofilizados (L101 - Liotop®) e armazenados a -80 ° C até a

quantificagdo do DNA. Os 6rgaos-controle também foram liofilizados e armazenados a -80 °C.

II1. Montagem do Sensor

O sensor oOptico aplicado a descelularizagdo de 6rgaos consiste em um sistema composto
por dois mddulos acoplados a uma base ajustavel nos trés eixos (X, y € z) que possibilita o
alinhamento adequado do 6rgao a ser descelularizado (Figura 1). O primeiro médulo apresenta
uma fonte luminosa de amplo espectro e alto brilho de poténcia igual a 12 W (watt) (LED de
luz branca). No lado oposto, encontra-se o segundo mddulo, um sistema de aquisicao de dados
desenvolvido no Departamento de Engenharia de Controle e Automagao do Instituto Federal
do Espirito Santo (IFES-SERRA), o qual ¢ composto por um fotodetector (fotodiodo
Hamamatsu S6036, com intervalo espectral de 320 nm a 1100 nm), e uma plataforma de
prototipagem eletronica de hardware livre e de placa unica (Arduino Uno) conectada ao
computador, no qual o software de programagao convenientemente utilizado, Matlab®, registra
os dados e elabora o grafico simultaneamente. No centro, o 6rgao ¢ fixado e perfundido com os
reagentes especificos. Uma agulha conecta o 6rgdo a uma mangueira para perfusdo dos
reagentes de descelularizagdo. Nas laterais da estrutura central estdo os botdes de ajuste de
altura da base, de proximidade da fonte de luz em relagdo ao 6rgdo e de alinhamento dos
componentes “detector — 6rgdo — luz”. Ap6s o alinhamento, deve ser iniciado o programa para
o registro dos valores de tensdo detectados pelo fotodiodo. Todo o sistema encontra-se no
interior de uma camara escura para isolar da luz do ambiente (pedido de patente INPI BR 10

20170091872).

Figura 1. Esquema do sistema de sensoriamento optico, no qual (1) representa a base ajustavel;

(2) a fonte luminosa; (3) o fotodetector; (4) componente da plataforma de prototipagem que se
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conecta ao computador; e em (5) encontra-se o 6rgdo conectado a mangueira do sistema de

perfusdo.

A escolha pela utilizagdo de fonte luminosa do tipo LED foi pautada no baixo potencial de
prejuizo a matriz proteica uma vez que nao foi verificado aumento de temperatura no ambiente
circundante e de emissdo significativa de radiacdo ultravioleta (Figura 2-a). As demais fontes
testadas foram a incandescente (Figura 2-b) e a fluorescente (Figura 2-c). A fonte
incandescente, apesar de possuir um amplo espectro, demonstrou um pronunciado aumento da
temperatura no interior da cdmara escura. A lampada fluorescente, por sua vez, apresentou um

espectro irregular e emissdes pontuais de alta intensidade em 400 nm, 450 nm e 550 nm.
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Figura 2. Graficos de Intensidade vs Comprimento de onda obtidos a partir da leitura espectral
das fontes Opticas utilizando um espectrofotdmetro portatil de fibra 6ptica (Ocean Optics). a)
Espectro da fonte luminosa utilizada no sistema de sensoriamento optico (LED - Light emitting
diode). b) Espectro da lampada incandescente avaliada. ¢) Espectro da lampada fluorescente

avaliada.

IV. Aquisi¢ao dos Dados

As descelularizagdes foram realizadas dentro da estrutura construida para encaixar o
coragdo entre a fonte de luz e o fotodetector. Durante a perfusdo com o SDS, o software registra
a tensao e confecciona o grafico simultaneamente. A configuragdo do sensor foi feita mantendo
uma distancia de 5 cm entre a lampada e o 6rgdo, posicionamento do 6rgdo com a face
esternocostal voltada para o fotodetector e face diafragmadtica para a fonte de luz. A
centralizacdo dos 6rgdos foi realizada baseando-se no menor valor de tensdo atingido. O valor

de OV significa auséncia de fotons detectados pelo sensor € 5V corresponde a tensdo de
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a)

saturagdo do sistema. As variacdes intrinsecas da fonte de luz foram monitoradas por 20 horas
(Figura 3-a). Os valores de tensdo da perfusdo da agua através de um 6rgdo previamente
descelularizado foram coletados durante 1 hora para verificagao da estabilizagdo em meio turvo
(Figura 3-b). Antes de cada registro de dados, a fonte de luz foi ligada com cerca de 2 horas de
antecedéncia, pois verificou-se que o tempo para estabilizacdo, considerando o decaimento

verificado pelo fotodiodo, poderia ser maior do que 1 hora (Figura 3-c).
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Figura 3. a) Grafico de Tensdo vs Tempo de 20 horas de monitorizagao do comportamento da
fonte de luz (LED) isoladamente. b) Grafico Tensao vs Tempo da perfusdao com agua de um
orgdo previamente descelularizado. ¢) Grafico de Tensdo vs Tempo da fonte de luz (LED) do

momento em que ¢ ligada até a sua completa estabilizagao.

V. Extracao de DNA

O protocolo utilizado para extragdo de DNA foi o de extra¢do salina, inicialmente
desenvolvido por Brufford et al (1992) e aprimorado por David Vieites (UC Berkeley).
Resumidamente, os 6rgdos liofilizados foram cortados com bisturi, os fragmentos foram
pesados (até 0,015 gramas), finamente picotados e acondicionados em eppendorf.
Posteriormente, sucederam-se as etapas para lise, precipitagcdo e purificagdo. Na etapa para lise,
adicionou-se uma aliquota de 410 pl de buffer de extracao (1% de TRIS - 1M, 2% de NaCl -
5M, 2% de EDTA - 0,5M e 4gua ultrapura), 80 ul de SDS (10%) e 15 pl de solugdo de
proteinase K (20 pg/uL), incubando a solug¢do a 55°C por 12 horas. Na etapa de precipitacao,
centrifugou-se o frasco, transferindo o sobrenadante para um novo tubo e adicionou-se 180 pl
de NaCl (5M), homogeneizando e centrifugando o frasco novamente. Posteriormente, o

sobrenadante foi transferido para um novo tubo, ao qual foram adicionados 800 ul de
43
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isopropanol previamente armazenado a -20°C. Apos homogeneizacdo e nova centrifugagao,
descartou-se o sobrenadante e adicionaram-se 250 pl de etanol (80%), repetindo a operagao
uma vez para purificagdo. Em seguida, centrifugou-se novamente o frasco, descartou-se o
sobrenadante e o etanol remanescente foi removido por evaporacdo a 55°C. O pellet (material
precipitado) foi diluido em 25 pl e 50 pl de 4gua ultrapura para o descelularizado e o controle,
respectivamente. Finalmente, os frascos foram armazenados entre 4 e 8°C overnight para
posterior leitura espectrofotométrica (Nanodrop® 2000 -Thermo Scientific) e quantificagdo de

DNA por miligrama de tecido liofilizado.

VI. Estatistica

As variagdes de DNA entre os grupos de estudo foram comparadas pela anélise de
variancia univariada de Welch (ANOVA) para dados heterocedasticos e os valores de p <0,05
foram considerados estatisticamente significativos. Todas as comparagdes pareadas foram
realizadas considerando o método de Bonferroni também para dados heterocedasticos. Os
valores sdo expressos como médias + DP (desvio padrao). O grupo Descelularizagdo Completa
incluiu as descelularizagdes com um DNA residual maximo de 4,6%, representando uma
concentragio de DNA de 27 (+ 19 SD) ng.mg! de peso seco (n = 6). O grupo Descelularizacio
Incompleta compreendeu descelularizagdes com menos que 95,4% de remocao de DNA,
representado por uma concentragio média de 301 (+ 140 SD) ng.mg™! de peso seco (n = 8). Para
a tensao tipica ao longo do tempo, foi ajustado o modelo nao linear misto, com efeitos fixos e
aleatorios, pelo método de maxima verossimilhanga utilizando o software R (versao 3.1 de
Pinheiro e Bates, 2000), o qual foi realizado pelo Instituto de Matematica e Estatistica da
Universidade de Sao Paulo (IME-USP). O modelo inclui um efeito aleatorio para cada 6rgdo
para levar em conta que as medidas avaliadas no mesmo 6rgdo estdo correlacionadas. Um
modelo de regressao nao-linear logistico de quatro parametros (GADAGKAR & CALL, 2015;
HILL,1910) obteve o melhor ajuste e ¢ definido conforme segue:

V1i-"v2
Y= t

No qual y ¢ a tensdo tipica (volts) no tempo t (segundos), V1 representa a tensdo inicial, V2

+V2

representa a assintota maxima ou a tensao maxima, s corresponde a inclinagdo da curva e to ao
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ponto de inflexdo, ou seja, o tempo médio entre os valores de tensdo minimo ¢ méaximo das
assintotas. Preliminarmente, este modelo foi submetido a uma andlise descritiva dos graficos
utilizando o software Origin pro8. O modelo ndo linear escolhido apresentou todos os
parametros interpretaveis e ajustou-se bem aos dados observados, com a mesma curva em
formato sigmoide identificada no perfil individual das tensdes ao longo do tempo. O coeficiente

de determinacio ajustado (R? ajustado) do nosso modelo foi de 0,975.

VII. Analises de Histoquimica e Imunohistoquimica

Basicamente, a preparacao do tecido para as técnicas histologicas compreendeu a etapas de
fixacdo, desidratacdo, inclusdo, microtomia, montagem e coloragdo. Uma vez findada a
descelularizacao, os o6rgaos foram fixados em solugdo de 4% de paraformaldeido com tampao
fosfato de sodio (PBS, pH 7,4) por, no minimo, 48 horas. Em seguida, as amostras foram
acondicionadas em tubos de prolipropileno conicos, de 15ml, para desidratagdo em banhos
seqiienciais de 30 minutos com concentracdes crescentes de etanol, compreendendo 70%, 95%
e 100%. Para a etapa de inclusdo foi realizada a infiltragio com Historesina histologica
(Historesin Embedding Kit - Jung, Germany). Inicialmente, as amostras foram embebidas em
solucdo 1:1 de alcool absoluto e historesina 2-hidroxietil metacrilato (Solu¢ao A) por 12 horas
a uma temperatura entre 4°C e 8°C. A seguir, os tecidos foram imersos em solucdo de
historesina 100% por um periodo de 24 horas, também a uma temperatura entre 4°C e 8°C.
Passada a infiltragdo, as amostras foram colocadas em bandejas plésticas contendo a resina
(Solugao A) acrescida de solucdo para solidificacao (Solucao B - hardner) conforme descrito
pelo fabricante. As bandejas foram, entdo, incubadas a temperatura de 37°C por 24 horas e, por
fim, os blocos de resina foram fixados a cubinhos de madeira para proceder com os cortes
histologicos. Na etapa de microtomia, foram feitos cortes de 5 pm de espessura para os tecidos
destinados a histoquimica e de 3 um para aqueles destinados a imuno-histoquimica. Para isso,
foi utilizado o micrétomo manual Leica Biosystems, German. Os cortes das amostras do grupo
controle e dos grupos descelularizados foram sobrepostos a laminas de vidro e silanizadas
(Graulab®) para os ensaios de histoquimica e imuno-histoquimica, respectivamente. A partir
dai, foi dado continuidade aos protocolos especificos para as coloragdes de visualizagdo, os
quais sao seguidos pela etapa de montagem das laminas em meio ndo aquoso p-xylene-bis-(N-

pyridinium bromide) (DPX, Sigma-Aldrich); e, por fim, realizou-se a anélise do material e a
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captura das imagens utilizando fotomicroscopio (Olympus® AX70) acoplado com cémera
digital (Axiocam Erc5s, Zeiss®). O ensaio histoquimico realizado foi o ensaio de coloragdo de
Hematoxilina & Eosina, enquanto a analise Imuno-histoquimica compreendeu a marcagao das

proteinas fibrosas Fibronectina e Laminina nos cortes de histologicos.

Os cortes de 5 um de espessura em laminas de vidro foram submersos em hematoxilina de
Harris por 2 minutos e 30 segundos e em seguida, foram lavados em 4gua corrente por 5 minutos
€ imersos em eosina por 7 minutos. Apos a coloracdo, as laminas foram submetidas a uma nova
lavagem em agua corrente para remog¢ao do excesso de corantes e acondicionadas em estufa a
temperatura de 37 °C para montagem. Foram processados trés 6érgaos por grupo, totalizando 9

orgaos (Grupos Nativo, Descelularizagdo Completa e Descelularizacdo Incompleta).

Ja as seccoes histologicas de 3 um de espessura em laminas silanizadas foram submetidas
ao protocolo de imuno-histoquimica, o qual consiste em, essencialmente, 6 etapas: preparacao
do tecido, recuperagdo antigénica, bloqueio de peroxidase enddgena, bloqueio de proteinas
inespecificas, ligacdo de anticorpo primario, conjugacao com anticorpo secundario e revelagao
com o cromogeno. Dessa forma, preparou-se o tecido através de sua imersao sequencial em
solugdes de Toluol, Xilol e Acetona, por 20, 20 e 10 minutos, respectivamente. Em seguida, as
secccdes foram reidratadas por 5 minutos em solugdes de etanol de concentragdes decrescentes
em agua, compreendendo, 100%, 70%, 50%, 30% e agua destilada 100%. Todas as laminas
foram, entdo, acondicionadas em um suporte plastico para laminas, contendo tampao citrato de
pH 6,0 (Spring Bioscience® Germany), o qual foi aquecido por 15 minutos para recuperacao
antigénica em microondas em baixa intensidade. Passados 20 minutos para resfriamento,
realizaram-se trés banhos de 5 minutos em solucdo tampao de TRIS (tris-
hidroximetilaminometano) de pH 7,4. Para delimitacdo dos cortes nas laminas, foi utilizada
caneta hidrofobica (Sigma-Aldrich, USA). A etapa de bloqueio da peroxidase endogena foi
realizada com o substrato perdxido de hidrogénio durante 20 minutos em temperatura ambiente
e ao abrigo da luz, seguido por de trés banhos de 5 minutos em solugdo tampao de TRIS. Na
etapa de bloqueio de proteinas inespecificas, utilizou-se solugdo bloqueadora de soro de
albumina bovina em tampdo de fosfato de sodio 10% e gelatina 0,01% sobre os cortes
delimitados durante 20 minutos. Depois, foram lavados com PBS por 5 minutos a temperatura
ambiente. Retirou-se o excesso de solucdo por gravidade e sobre as sec¢des adicionou-se um
volume de 40 pl de anticorpo primario anti-fibronectina (AB2413, Abcam®) na diluicao de

1:100 e, em igual nimero de amostras, adicionou-se o anticorpo anti-laminina (AB11575,
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Abcam®), as quais foram incubadas durante o periodo noturno em camara imida a temperatura
entre 4°C e 8°C. Apos trés lavagens de solugdo tampao TRIS, a incuba¢do com o anticorpo
secundario conjugado a enzima HRP (horseradish peroxidase) (Nichirei Biosciences Inc.,
Japao) foi realizada durante uma hora e seguida por lavagem em TRIS. Finalmente, na etapa de
revelagdo da reagdo, foram utilizados 15 minutos de incubagdo de cromoégeno 3,3-
Diaminobenzidina tetrahidrocloreto (DAB) (Spring Bioscience®, Germany). As laminas
foram, entdo, lavadas em agua corrente e desidratadas em 4lcool para proceder com a
montagem. Foram avaliados trés 6rgdos para o grupo Nativo (controle) e trés 6rgdos para o

grupo Descelularizagdo Completa.

VIII. Quantificacido de Componentes da Matriz

Colageno

A hidroxiprolina ¢ um aminoécido derivado da hidroxilagdo enzimatica da prolina. Por ser
um dos principais responsaveis pela estrutura secundaria do coldgeno, ¢ utilizado para
quantificar esse componente de matriz. Para isso, foi utilizado protocolo estabelecido na
literatura (REDDY & ENWEMEKA, 1996; EDWARDS, 1980). Resumidamente, fragmentos
de coracdes liofilizados dos grupos controle (n=3) e descelularizado (n=6) foram depositados
em solucdo de 50 ul de hidréxido de sodio 7 N em tubos plésticos conicos de 15 ml para
realizagdo de hidrolise alcalina. Uma amostra sem tecido foi utilizada como branco. As
amostras foram autoclavadas a 120 °C (p = 98,1 kPa) por 40 minutos. Em seguida, 50 pl de
acido sulfurico 3,5 M foram adicionados ao hidrolisado e completou-se o volume para 1 ml
com agua destilada qsp. Dessa solugao, 50 ul foram transferidos para um microtubo, sobre os
quais adicionou-se um volume de 450 pl de Cloramina T 0,0025M, que repousou por 25
minutos em temperatura ambiente. Depois, foram adicionados 500 pl de reagente de Erlich 0,5
M e, entdo, aquecidos em banho-maria por 15 minutos a temperatura de 60°C. Para a leitura
das absorbancias, as amostras foram depositadas em microplaca de 96 pogos, os quais foram
lidos no comprimento de onda de 560 nm em leitora de placa do Modelo Varioskan Flash,
Thermo Fisher. Para a constru¢do da curva padrio utilizou-se um padrdo de hidroxiprolina
(Sigma Aldrich, USA) e, a partir de uma solugdo de 2.600 pg/ml, dilui¢des seriadas com agua

destilada na proporg¢do 1:1 resultaram no intervalo de concentragao entre 2,5 e¢ 1.300 pg/ml de
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hidroxiprolina. Os valores de absorbancia obtidos foram calculados utilizando a equagao da reta
y =0,003474 X x + 0,06491 (R=0,997), no qual o eixo das abscissas corresponde a
concentrac¢do de hidroxiprolina e o eixo das ordenadas aos valores de absorbancia. A leitura foi

realizada com 50 pl para cada teste.

Glicosaminoglicanos Sulfatados

Para a determinagdo dos glicosaminoglicanos na forma de sulfato de condroitina utilizou-
se o método de marcagdo com o corante Alcian Blue anteriormente descrito na literatura
(KARLSSON; BJORNSSON, 2001; ZVAROVA et al., 2016). Para a constru¢io da curva
padrao, utilizou-se uma solug¢dao contendo de sulfato de condroitina de 800 ug/mL. Foram
preparadas solucdes diluidas com agua destilada na propor¢cdo 1:1. Sendo assim, as
concentragdes compreenderam o intervalo de 3,1 a 400 pg/ml de sulfato de condroitina em
microtubos plasticos conicos. Amostras de tecidos controle e descelularizado foram
acondicionados em microtubos, os quais continham 50 pl de solugdo de guanidina em HCI 8M.
Aliquotas de 50 pl de solu¢dao de guanidina em HCl 8M foram novamente adicionados aos
tubos, totalizando 100 pl. Em seguida, acrescentaram-se 50 pl de solugdo Triton X-100 0,75%
em acido sulfurico 0,3% (reagente SAT). Apo6s 15 minutos, adicionou-se um volume de 750 pL.
de reagente Alcian Blue, e os tubos foram incubados durante 12 horas a uma temperatura entre
4 °C e 8°C. Depois, os tubos foram centrifugados a 12.000 rpm, por 15 minutos, e sobrenadante
foi descartado. Um volume de 500 ul de DMSO foi adicionado aos tubos para ressuspensao do
pellet, o qual foi mantido em agitacdo constante por 15 minutos. Sequencialmente,
centrifugaram-se os tubos novamente a 12.000 rpm, por 15 minutos, descartando o
sobrenadante como anteriormente. Por fim, adicionou-se um volume de 500 pl de solugdo
Guanidina em Propanol e dgua para nova ressuspensdo do pellet. As amostras foram
transferidas para cubetas de quartzo de 0,5 ml, e prosseguiu-se com a leitura a 605 nm em
espectrofotometro. Os valores de absorbancia foram calculados utilizando a equagao da reta
y =0,00464 x x + 0,03643 (R=0,997), no qual o eixo das abscissas corresponde a

concentracao de sulfato de condroitina ¢ o eixo das ordenadas aos valores de absorbancia.

IX. Analises Espectroscopicas
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Espectroscopia Raman

Os 6rgaos foram acondicionados em freezer a temperatura de -80°C por no minimo 48 horas.
Posteriormente, foram liofilizados em liofilizador L101 da Liotop® e a regido da base do
coracdo foi extraida para ser submetida a andlise (venticulos). Para a leitura Raman,
posicionaram-se os tecidos sobre uma lamina de vidro e sob o espectrdmetro Raman Metrohm
(Metrohm Instant Raman Analyzers — Mira). A leitura do espalhamento Raman foi realizada
com laser de 785 nm e nas freqiiéncias vibracionais entre 400 cm™ e 2000 cm™'. Foram
analisados dois orgaos de cada grupo, os quais sao Descelularizagdo Completa,

Descelularizacdo Incompleta e Nativo, totalizando 6 6rgdos.

Espectroscopia no Infravermelho

Orgaos foram acondicionados em freezer a temperatura de -80°C por no minimo 48 horas,
posteriormente, foram liofilizados em liofilizador L101 da Liotop®. Amostras de tecidos dos
grupos foram entdo submetidos a andlise vibracional de espectrometria no infravermelho com
Transformada de Fourier com o equipamento FT-IR/FT-NIR Spectrum 400 PerkinElmer. A
transmitancia foi mensurada nas frequéncias vibracionais entre 3.000 cm™ e 600 cm™ e foram
analisados dois 6rgdos de cada grupo, grupos Descelularizagdo Completa, Descelularizagao

Incompleta e Grupo Nativo.

X. Orientacao da Deteccao com Analise Espectral

Para analisar o comportamento de cada regido do espectro eletromagnético durante a
descelularizagdo dos 6rgdos, a deteccdo de luz foi orientada a fim de captar as medidas relativas
a reflectancia e a transmitancia. Para isso, utilizaram-se duas fibras Opticas monomodo
posicionadas em angulos de 180 ° e 90 ° em relagao a fonte Optica, as quais foram conectadas
a um espectrofotometro de fibra optica (Ocean Optics USB2000) para monitoramento do
processo de descelularizacdo. Os registros dos dados foram feitos a cada 30 minutos nas
primeiras duas horas, e posteriormente, a cada 1 hora. As leituras foram realizadas em trés

processos de descelularizagoes.

XI. Avaliacoes Adicionais
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Perfil Optico Gerado por Outras Fontes Luminosas

Avaliou-se a utilizagdo de luz com emissao em determinados intervalos de comprimento
onda a fim de adquirir informacgdes adicionais para interpretagcdo dos perfis opticos, discussao
dos resultados e também como possibilidade de melhoramento do sensor Optico, consistindo,
portanto, em um segundo protdtipo (Figura 4). No novo sistema, a plataforma Arduino foi
substituida pela placa Dragonboard 410c (Qualcomm) e a fonte de Led branco por 7 fontes
diferentes, a saber, infravermelho (940 nm, Lumiled Luxeon), vermelho (692 nm, Osram Opto
Semiconductors), amarelo (590 nm, Osram High Power LED), ambar (600 nm, Lumiled
Luxeon), verde (525 nm, Osram Opto). Semiconductors), ultravioleta (385 nm, Lumiled
Luxeon) e branca (Osram High Power LED). Além disso, foram adicionadas duas cameras para
monitoramento: uma camera para ampliacdo e outra para visualizacdo global. Esse novo
sistema em desenvolvimento conta com o apoio do Instituto Federal do Espirito Santo (Serra-
ES) e da empresa Qualcomm, por meio de contrato de empréstimo de equipamentos para

pesquisa da Anatel.

Figura 4. Imagem externa do segundo protdtipo durante a realizagdo dos testes com LEDs de
diferentes comprimentos de onda e cameras para visualizagdo do processo (a esquerda).

Imagem interna da configuracao do segundo protdtipo para monitorizagdo por video (a direita).
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4. Resultados

I. Quantificacdo de DNA, de Colageno e Analise das Massas.

Todas as descelularizagdes estudadas foram interrompidas de acordo com o intervalo de tempo
descrito no protocolo, € apds a constatacdo da transparéncia do 6érgao com clara visualiza¢ao
dos ductos vasculares, como exemplificado na Figura 5 (a-c). Além disso, observou-se que os
0rgdos ja se mostravam transparentes a partir do momento no qual a assintota era alcangada.
Apos esse estagio e até a ultima hora de dura¢do da perfusdo com SDS, visualizava-se um
aumento sutil na transparéncia do 6rgdo. A patir dai, ndo eram mais observadas alteracdes
macroscopicas na sua colora¢ao ou aspecto.

O parametro quantitativo utilizado para determinar o sucesso da remocao celular foi a
concentracdo de DNA. Dessa forma, tendo em vista os resultados da quantificacao de DNA dos
orgdos submetidos ao processo de descelularizacdo, foram criados dois grupos,
Descelularizacdo Completa e Descelularizacdo Incompleta; e, como referéncia, foi criado um
terceiro grupo, o grupo Nativo (Figura 5-d). O grupo Descelularizagdo Completa compreendeu
os Orgdos nos quais a concentragdo de DNA remanescente foi abaixo de 4,6%, quando
comparado aos 6rgaos do grupo Nativo (Controle), o que correspondeu a uma média de 27 (+
19 DP) ng de DNA por mg de matéria seca da matriz extracelular e uma média percentual de
2,4% (£ 1,6% DP). Ja o grupo Descelularizacdo Incompleta foi representado por uma
concentracio média de DNA de 301 (+ 141 DP) ng.mg™!, referente 2 média percentual de 25,9%
(= 12,1% DP) de DNA remanescente.

Em relagdao a quantificagdo de Colageno, utilizou-se a determinagdo da quantidade de
Hidroxiprolina como modelo para inferir a quantidade de colageno no tecido (Figura 5-e). A
partir dos resultados, observou-se uma diferenga estatisticamente ndo significante entre as
concentracoes médias dos grupos Nativo, Descelularizagdo Completa e Descelularizagdo

Incompleta.
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Figura 5. (a) Imagem de um coragdo de rato do Grupo Nativo, (b) do Grupo Descelularizagao
Completa e (¢) do Grupo Descelularizagao Incompleta. (D) Grafico de barras de porcentagem
de DNA de tecido cardiaco liofilizado do grupo Nativo (n = 6), Descelularizaacdo Completa (n
= 6) e Descelularizagao Incompleta (n = 8). ** p = 0,0002 vs. grupo nativo; T p = 0,0036 vs
grupo Descelularizagdo Completa. Valores sao média = DP. (e) Grafico de porcentagem de
Colageno no tecido cardiaco liofilizado, em comparagdo ao controle (n = 4 por grupo, p>0,05).

Modificado de Pereira et al, 2019.

As médias das massas dos animais e dos o6rgdos in natura utilizados na descelularizagdo
estdo expostos na Tabela 1 e mostram diferencas estatisticamente ndo significantes entre os
grupos Descelularizagdo Completa e Descelularizacdo Incompleta. Com uma probabilidade de
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26% de se obter esse resultado ao acaso, a massa média dos animais mostrou-se
substancialmente maior no grupo Descelulariza¢do Incompleta. A massa média dos 6rgaos, por
sua vez, apresentou uma probabilidade de quase 50% de obtencao desse resultado quando nao
houver o efeito da massa dos 6rgdos sobre a eficiéncia da descelularizagdao. Essa avaliagao
sugere que o efeito massa do animal deve prevalecer sobre o efeito massa do 6rgdo no
desenvolvimento de um algoritmo que pontue a probabilidade de eficiéncia da descelularizagao

futuramente.

Tabela 1. Valores de massa média dos coragdes in natura e da massa dos animais com desvio
padrao e valor de p, comparativamente entre os grupos Descelularizagio Completa e

Descelularizagao Incompleta.

GRUPO MEDIA DA MASSA DOS ORGAOS (g) DP P*
Descelularizagao
1,3 0,07
Incompleta
Descelularizagio 0,48
1,2 0,14
Completa
GRUPO MEDIA DA MASSA DOS ANIMAIS (g) DP /7
Descelularizagéo
320,8 35,03
Incompleta
0,26
Descelularizagao
287,7 23,0
Completa
Teste T bicaudal para variancias iguais. * p <0,05 considerado estatisticamente significativo.

II. Sistema de Sensoriamento Optico da Descelularizagio

O prototipo desenvolvido estd exposto na Figura 6(a, b). Nele, o 6rgao esta centralizado
e alinhado com a fonte luminosa por meio de um sistema de alinhamento de trés eixos. Todo o
sistema estd contido no interior de uma camara escura, que conecta-se externamente a um
computador para confec¢ao simultanea do grafico referente ao perfil optico (Figura 6-a,b). As
descelularizagdes foram monitoradas pelo sistema de sensoriamento Optico desenvolvido e
foram satisfatoriamente modeladas pelo modelo paramétrico nao-linear descrito por Gadagkar
e Call, 2000, que esta exposto na Figura 6 (¢), na qual observam-se as curvas tipicas estimadas

referentes a cada um dos grupos (Descelularizagdo Completa e Descelularizagdo Incompleta).
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A evolucao temporal das medidas de tensdo ¢ baseada na detec¢@o de fotons por um fotodiodo
de ampla janela de detecgdo posicionado linearmente com uma fonte de LED branco. O
monitoramento isolado da fonte luminosa em comparagcdo com um processo de
descelularizacdo genérico ¢ mostrado na Figura 6 (d) e os registros de tensdao versus tempo

originarios de cada grupo estao exemplificados na Figura 6 (e,f).
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Figura 6. a) Imagem do sistema de monitoramento 6ptico durante um processo de
descelularizacdo. b) Imagem externa do prototipo conectado ao computador. ¢) Curvas tipicas
“Tensdo vs Tempo” de cada grupo, Descelularizagdo Completa (n = 6) e Descelularizagado
Incompleta (n = 8), ajustadas pelo teste de maxima verossimilhanga nlme versao 3.1 de Pinheiro
e Bates. d) Tensdo emitida pela fonte de LED durante 20 horas de monitoramento em

comparagdo com uma descelularizagdo. ¢) Perfil Optico da amostra 5 do grupo
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Descelularizagio Completa (conforme Figura 3-a). d) Perfil Optico da amostra 1 do grupo de

Descelularizacao Incompleta (conforme Figura 3-b). Modificado de Pereira et al, 2019.

I11. Modelo Matematico do Perfil Optico

Os perfis Opticos foram ajustados para o modelo matematico ndo linear de efeitos mistos,
e os parametros foram obtidos usando o pacote R nlme (Modelos Lineares e Nao-Lineares de
Efeitos Mistos, versdo 3.1 de Pinheiro e Bates (2000). A estimativa de tensdo inicial (V1), a
assintota maxima (V2), o ponto de inflexao (to) e a inclinacao da curva (s) (+/- desvios padrao)
estao dispostos na Tabela 2 para cada grupo. Observou-se que os parametros “V17, “V2” ¢ “s”
apresentaram diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p <0,001). No entanto, o
ponto de inflexao (to), apesar da grande diferenca entre as estimativas de cada grupo, nao foi

significante devido as suas grandes variagdes internas (p = 0,142), Tabela 1.

Tabela 2. Valores tipicos estimados para os parametros tensdo inicial (V1), assintota maxima
(V2), inclinagdo da curva (s), ponto de inflexao (to), para os grupos Descelularizagdo Completa
e Descelularizagdo Incompleta. Parametros da equagdo obtidos usando o pacote R nlme

(Modelos Linear e Nao-Linear de Efeitos Mistos, versao 3.1 de Pinheiro e Bates.

DESCEL.INCOMPLETA DP DESCEL.COMPLETA DP pP*
\%2! 0,178 0,00768 0,31 0,0126 <0.0001
V2 1,776 0,00475 1,6946 0,00263 <0.0001
S 2,271 0,03352 1,653 0,02878 <0.0001
to 7352,914 50,455 2067,836 32,51396 10,1424

As curvas ajustadas pelo modelo escolhido, assim como as curvas originais, estdo expostas
na Figura 7 (a, b) para os grupos Descelularizacdo Completa e Descelularizagao Incompleta. O
grupo Descelulariza¢do Incompleta (Figura 7-b) apresentou variacdo interna maior do que o

grupo Descelularizacdo Completa (Figura 7-a ).
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Figura 7.

Tempo (segundos)

Tempo (segundos)

a) Curvas originais do Grupo Descelularizacdo Completa “Tensdao x Tempo”, em

preto, com suas respectivas regressdes nao lineares em vermelho. b) Curvas originais do grupo

Descelularizacao Incompleta “Tensdo x Tempo™ em preto com suas respectivas regressdoes em
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vermelho. As curvas foram ajustadas para o modelo paramétrico ndo-linear descrito por

Gadagkar e Call (2000). Modificado de Pereira et al (2019).

IV. Avaliaciao Histologica e Quantificacao de Glicosaminoglicanos

As imagens realizadas apds a coloracdo de Hematoxilina e Eosina dos grupos Nativo,
Descelularizagdo Completa e Descelularizagao Incompleta estdo dispostas na Figura 8 (a-c).
Nela, observa-se o tecido muscular cardiaco intacto para o grupo Nativo e apenas a matriz
extracelular para os grupos Descel. Completa e Descel. Incompleta. Esses dois tltimos nao
apresentaram diferencas qualitativas perceptiveis entre si, ou seja, evidenciaram uma estrutura

da matriz igualmente preservada e ausente de material celular visivel.

Figura 8. Imagens de microscopia Optica apds a coloragdo com Hematoxilina & Eosina do
tecido cardiaco dos grupos Nativo (a), Descelularizagdo Completa (b) e Descelularizacao
Incompleta (c¢). Barras de escalas: 100um para o grupo Nativo e 200um para os grupos

submetidos a descelularizacao.

As avaliagdes Imunohistoquimicas e de quantificacdo de glicosaminoglicanos foram
realizadas para os grupos Nativo e Descelularizagdo Completa com o intuito de caracterizar a
matriz extracelular completamente descelularizada e, devido ao ineditismo do sistema Optico,
validar a descelularizagdo sob a incidéncia ininterrupta de LED branco. Sendo assim, observou-
se que os anticorpos anti-fibronectina e anti-laminina evidenciaram a presenca desses
componentes na matriz extracelular mesmo apoés o processo de descelularizagao (Figura 9,a-d).
Além disso, ao avaliar a manutencdo de proteoglicanos, através da quantificagdo de

glicosaminoglicanos sulfatados, identificou-se a manuten¢do desses polimeros, ou seja, nao
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houve reducdo estatisticamente significante desses componentes apds o processo de

descelularizacao (Figura 9-¢).

GAG Sulfatado (ug/mg Peso Seco)

Nativo Descelularizagao
Completa

Figura 9 (a). Marcacao imunohistoquimica com anticorpos anti-fibronectina de tecido cardiaco
Nativo (b) e do grupo Descelularizagdo Completa (¢). Marcagdo imunohistoquimica com
anticorpos anti-laminina de tecido cardiaco Nativo (d) e do grupo Descelularizagdo Completa.
(Marcagdes em marrom para os dois testes, Barra de escala: 50 um). (e) Grafico de barras da
concentracdo de Glicosaminoglicanos (pg.mg" de tecido cardiaco liofilizado) para os grupos

Nativo e Descelularizagdo Completa, p>0,05 (Teste T bicaudal para variancias iguais).
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V. Espectroscopia no Infravermelho e Espalhamento Raman

Os espectros de infravermelho foram realizados para os trés grupos: Descelularizacao
Completa, Descelularizacao Incompleta e Nativo, e estao expostos na Figura 10. As freqiiéncias
vibracionais das principais bandas das amostras Descelularizagdo Completa I e I,
Descelularizacdo Incompleta I e II e dos espectros do grupo Nativo I e II estdo dispostas na
Tabela 3. A partir da analise, identificou-se que o grupo Nativo obteve maior semelhanga entre
as diferentes amostras, mantendo constantes praticamente todos os modos vibracionais
identificados. Ja os grupos Descel. Completa e Descel. Incompleta apresentaram maior variagao
interna, especialmente nas regides associadas aos principais componentes glicoproteicos e
proteicos da matriz extracelular (1000-1300 cm™ e 1500-1700 cm™). Observaram-se também

alteracdes nos formatos ¢ na intensidade dessas bandas.

Tabela 3. Frequéncias vibracionais das principais bandas evidenciadas pela espectroscopia de

infravermelho para os trés grupos estudados (Descel. Completa, Descel. Incompleta e Nativo).

Descel. Descel. Descel. Descel. . .
Nativo I  Nativo II
Completal Completa II Incompleta I Incompleta II (cm- 1) (cm- 1)
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)

2922 2920 2920 2922 2922
2871 2853 2851 2851 2853 2853
2363 2359 2363 2363 2363 2363
2322 2322 2337 2322 2342 2331
2111 2089 2098 2098 2109 2105
1742 1742 1742 1742 1749 1742
1636 1625 1636 1636 1636 1636
1541 1541 1541 1541 1541 1541
1507 1507 -
1457 1457 1457 1457 1457 1457
1395 1395 1395 1395 1388 1395
1364 1339 1339 1304 1308
1285 1235 1241 1230 1235 1237
1243 1202
1185 1159 1168 1168
1093 1071 1079 1062 1079 1080

1032
950 974 982 980 984
829 827 812

719
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Figura 10. Espectros de infravermelho (FTIR) dos Grupos Descelularizagdo Completa (a-LII),

Descelularizacao Incompleta (b-LII) e Nativo (¢-LII).

O espalhamento Raman, por sua vez, evidenciou a presen¢a de bandas conjugadas no
entorno de 1100/1200 cm™! para ambos os grupos descelularizados, porém, com maior
resolucdo para o grupo Descelularizagao Incompleta. Observou-se, também, maior resolugao
das bandas nos espectros referentes aos grupos submetidos a descelularizagdo quando
comparados aos Orgdos do grupo Nativo. Nele, a intensa fluorescéncia omitiu as bandas
independentes, manteve o formato global e aumentou a intensidade das bandas. As principais

variacoes de intensidade, formato e posicao entre os grupos descelularizados foram percebidas
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entre 1500 cm™ e 1700 cm™ e entre 1000 cm™ e 1300 cm™ (Figura 11). As bandas principais
observadas no grupo Descelularizagdo Completa, Descelularizagdo Incompleta e grupo Nativo
estdo expostas na Tabela 4. Observou-se que os grupos Nativo ¢ o grupo Descelularizagado
Completa mantiveram a maior parte dos modos vibracionais praticamente constante quando
avaliados internamente entre as duas diferentes amostras, sugerindo maior homogeneidade
intragrupo. Por outro lado, o grupo Descelularizacdo Incompleta revelou o oposto, ou seja, a
menor parte das bandas manteve a frequéncia vibracional praticamente inalterada, evidenciando

heterogeneidade.

Tabela 4. Frequéncias vibracionais das principais bandas evidenciadas pela espectroscopia de
espalhamento Raman para cada uma das duas amostras dos trés grupos estudados (Descel.

Completa I e I, Descel. Incompleta I e II e Nativo I e II).

Descel. Descel. Descel Descel. Nativo 1
Completal Completa I  Incompleta I Incompleta 11 (cm-1)
(cm-1) (cm-1) (cm-1) (cm-1)
1650 1648 1651 1673
1506
1441 1443 1440 1440 1440
1379 1358 1373
1295 1247
1266 1263 1263 1208
1101 1108 1081 1065 1105
971 971 968 946 935
871 805
541
484 476 476 480 476
418 414 414
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Figura 11. Espectros de espalhamento Raman dos Grupos Descelularizagdo Completa (a-LII),

Descelularizacao Incompleta (b-LII) e Nativo (¢c-LII).

VI. Espectro Eletromagnético do Perfil Optico

Para a analise espectral, duas fibras Opticas monomodo de silica conectadas a um
espectrofotometro foram posicionadas a 180 ° e 90 ° em relacdo a fonte de luz. Isso foi feito

com a finalidade de registrar os efeitos de transmitancia e reflectancia da luz branca ao incidir

62



sobre o orgdo durante a descelularizagdo completa. O esquema da configura¢do experimental
esta representado na Figura 12 (a). A intensidade de reflectancia relativa em 450 nm aumentou
durante o processo de descelularizacdo, e a intensidade de reflectancia absoluta apresentou
valor maximo entre 1 e 2 horas de perfusao de SDS (Figura 12-b, ¢). J4 em 600 nm, a banda
deslocada observada no inicio do processo (vermelho-alaranjado) ndo ¢ observada ap6s uma
hora de perfusdo de SDS. J4 os espectros relativos a transmitancia demonstraram um aumento
global de intensidade no tempo (Figura 12-d). Quando comparados, tanto os espectros de
transmitancia quanto os de refletancia evidenciaram a banda deslocada em 600 nm, observada

apenas na primeira hora de monitorizacao (Figura 12-¢).
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Figura 12. Analise espectral do perfil 6ptico do processo de descelularizagao. a) Configuracao
esquematica das posi¢des das fibras Opticas em relagdo ao 6rgdo e a fonte luminosa. b)
Intensidades normalizadas (0-1) do espectro de reflectancia versus comprimento de onda obtido
durante a perfusao com SDS. ¢) Intensidades absolutas dos espectros de refletancia
demonstrando valor maximo entre 1 e 2 horas. ¢) Intensidades absolutas dos espectros de
transmitancia demonstrando aumento global da intensidade no tempo, mas em taxas
decrescentes. d) Espectros de reflectincia normalizados (0-1), no primeiro momento de
perfusdo com SDS, e de transmitancia aos 30 minutos de perfusdo de SDS, em comparacao
com o perfil da fonte de luz, evidenciando o deslocamento da banda em 600 nm. Modificado

de Pereira et al, 2019
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VIL Perfil Optico e Imagens com Fontes Luminosas de Diferentes

Comprimentos de Onda.

Para construcao dos perfis dpticos, os valores de tensao foram coletados a cada 30 minutos
para todos os 7 LEDs empregados. O teste mostrou que o fotodiodo utilizado ¢ adequado para
os comprimentos de onda contemplados, exceto para as regides do verde e do ultravioleta,
regides nas quais a sua sensibilidade mostrou-se menor do que a necessaria (Figura 13). As
regides do vermelho e amarelo apresentaram perfis semelhantes aos perfis opticos produzidos
pela incidéncia da cor branca. Ja a regido do infravermelho, iniciou-se com um aumento
acentuado de intensidade de transmitancia, mas a partir de duas horas estabilizou-se

abruptamente (Figura 13).

As imagens realizadas foram comparadas entre as duas cameras utilizadas e ambas
evidenciaram a presenca de fluorescéncia vermelha, sob incidéncia de luz branca, que ocorreu
apenas na primeira hora do processo (Figura 14-a, b). Esse achado refor¢a a hipdtese de
fluorescéncia em 600 nm observada durante a analise espectral realizada com
espectrofotometro de fibra Optica. Ainda sob a incidéncia de luz branca, observou-se uma
coloracdo azulada no 6rgdo ap6s 6 horas de inicio do processo. Em relacdo a radiagdo
infravermelha, a cdmera para visualizacdo global (sem aumento) ndo detectou a radiacao
infravermelha, e, portanto, a imagem permaneceu escura durante todo o processo. Ja na cadmera
destinada a ampliacao da imagem, a radiacao foi detectada e observou-se oscilagdo da coloragao
do 6rgdo durante o processo, o qual variou entre tonalidades roxas (Figura 15, a-d). A radiacao
ultravioleta, por sua vez, foi detectada pela camera de visualizagdo global desde o inicio do
processo e realgou os remanescentes celulares quando comparada as imagens obtidas pela luz
branca. Isso pode ser observado ap6s 2 horas do inicio da perfusao e estd exposto na Figura 16-
c. Ja a camera destinada a ampliacdo da imagem ndo detectou radiacao ultravioleta no inicio do
processo, no entanto, apds a primeira hora ¢ possivel visualizar uma luz de cor azul proveniente
do 6rgdo, a qual aumenta de intensidade conforme a descelularizagdo progride (Figura 16,
b,d,f). As radiacdes vermelha, ambar e amarela demonstraram um perfil semelhante em relagao
a coloracdo do orgdo, refletindo a coloragdo incidida com leve alteracao da tonalidade no
decorrer do processo (Anexos Figura A2-A4). O mesmo comportamento foi observado pela
radiagdo verde, i.e., o orgdo refletiu a cor incidida com leves alteragdes de tonalidade no

decorrer da descelularizacdo (Anexo Figura Al).
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Figura 13. Leituras de Tensdao vs Tempo da descelularizacdo a cada 30 minutos, utilizando

LEDs de diferentes cores e fotodiodo de amplo espectro para detecgao.
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Figura 14. Imagens do 6rgdo realizadas com duas cameras de video durante a descelularizacao
e sob a incidéncia de LED branco. Para padroniza¢do da posi¢ao, utilizou-se a focalizagao na
circulacao corondria do miocardio, a qual pode ser observada nas imagens b, d e f. As imagens
a e b referem-se ao inicio do processo; ¢ e d a, aproximadamente, 2 horas de descelularizagao;

e as imagens e e f a, aproximadamente, 6 horas do inicio do processo.
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Figura 15. Imagens de duas cadmeras de video para monitoramento da descelularizacao
utilizando LED Infravermelho (940 nm) como fonte luminosa. Para padronizacao da posicao
utilizou-se a focalizacao na circulagdo corondria do miocardio, a qual pode ser observada nas
imagens b, ¢ e d). As imagens a e b referem-se ao inicio do processo. ¢ - aproximadamente 4

horas de descelularizagdo. d - apos 6 horas do inicio do processo.
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Figura 16. Imagens a partir de duas cameras de video para monitoramento da descelularizacao
utilizando LED ultravioleta (385 nm). Para padronizacdo da posi¢do, utilizou-se a focaliza¢ao
na circulagdo coronaria do miocardio, a qual pode ser observada nas imagens b, d, f. As imagens
a ¢ b referem-se ao inicio do processo. ¢ e d - aproximadamente 2 horas de descelularizacdo. e

e f - aproximadamente 6 horas do inicio do processo.
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5. Discussao

Na andlise da quantificagdo de DNA, os grupos Nativo e Descelularizagao Completa
apresentaram valores absolutos semelhantes aos observados na literatura para as
descelularizagdes com o emprego do surfactante SDS isolado ou mesmo acompanhado de
enzimas proteoliticas (GUYETTE et al, 2014; LU et al, 2013). Uma vez que a porcentagem
média de DNA remanescente foi de 2,4% (+ 1,63 SD), quando comparado aos coragcdes murinos
cadavéricos, observa-se que a categorizacao do grupo Descelularizagdo Completa obedeceu,
simultaneamente, aos dois principais padrdes atuais que estabelecem o contetido maximo de
DNA remanescente, ou seja, aproximadamente 50 ng.mg™! de tecido seco (CRAPO et al, 2011),
ou contetido de DNA residual de aproximadamente 4% quando comparado aos 6rgdos controle
(GUYETTE et al, 2014).

O perfil optico produzido pela luz branca no decorrer da descelularizacdo dos coracdes
murinos foi satisfatoriamente descrito pelo modelo de regressdo nao linear primeiramente
proposto por HILL (1910), com modificagdes posteriores de Gadagkar e Call (2015). Esse
modelo sigmoidal ¢ justificado, nos primeiros instantes do processo, pela alta atenuagao da luz
em praticamente todos os comprimentos de onda em virtude da interacao entre o tecido e a luz.
Em seguida, com o decorrer da descelularizagdo, essa atenuacdo diminui & medida que os
principais cromodforos endogenos, como a mioglobina, hemoglobina (faixa de absor¢ao de 400
a 600 nm) e gordura (EFIMOV et al, 2004; LANE et al, 2006), sao extraidos do tecido, e até
que, finalmente, atinge um platd. Isso ¢ evidenciado nos espectros de transmitancia da avaliagao
espectral da descelularizagdo, Figura 12-d. Neles, evidencia-se uma baixa intensidade de luz
transmitida nos espectros iniciais, em todo o espectro, devido a ocorréncia tanto de
espalhamento quanto de absor¢ao, fenomenos Opticos caracteristicos da interagao com tecidos
biologicos (EFIMOV et al, 2004).

Observou-se também que, a despeito da opacidade do 6rgdo no inicio do processo, houve
detecgdo de fotons no espectro de transmitancia aos 30 minutos de descelularizacdo. Isso pode
estar relacionado a uma parcela pequena de transmitancia, mas, principalmente, a emissao por
estruturas e moléculas autofluorescentes, como as ligagdes cruzadas de colageno (400-500 nm)
(QUINN et al, 2016), NADH (~ 450 nm), FAD (515 nm) (LANE et al, 2006) e,
predominantemente, por moléculas de emissao em 600 nm, como as porfirinas (faixa de
emissdo entre 580-640 nm) (DE VELD et al, 2004; DE VELD et al, 2005).
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A emissdo foi observada também pelos espectros de reflectincia obtidos durante a
descelularizacdo, os quais evidenciaram uma banda deslocada em 600 nm durante a primeira
hora de perfusao (Figura 12-a). Essa observacao indica que a taxa de remogao das porfirinas ¢
um dos principais fatores responsaveis pelo comportamento inicial do perfil dptico, e ocorre
durante o preciso intervalo no qual a extensdo da remocao celular pode ser prevista. Dessa
forma, a taxa de decaimento da fluorescéncia em 600 nm ¢, portanto, uma variavel importante
de ser modelada e agregada a um futuro modelo probabilistico de avaliagdao da eficiéncia da
descelularizagao.

Em se tratando dos sinais detectados dos demais comprimentos de onda, observou-se que
esses estdo, provavelmente, influenciados por interferéncias de espalhamento, reflexoes,
fluorescéncia e absor¢do. Esse fato evidencia a necessidade de aprimoramento do sensor por
meio de fotodetectores especificos e de fontes luminosas de espectro restrito, ou do uso de
filtros para separagdo dos comprimentos de onda constituintes da luz branca, para obtengao de
uma analise mais profunda. O emprego da monocromaticidade, nesse caso, podera permitir
maior seletividade de excitacdo dos fluoroforos, absorvedores e dispersores, acarretando em
uma maior variedade de dados tteis para avaliacdo e estudo em tempo real do processo de
descelularizagao.

Sobre a avaliagdo dos parametros do ajuste polinomial, representados na Figura 6-c, o grupo
Descelularizagdo Completa apresentou intervalo inicial e final de tensdo com menor amplitude
que o grupo Descelularizagdo Incompleta, o que € parcialmente determinado pelo coeficiente
s. O parametro s, simplificado como o declive correspondente a parte mais ingreme da curva, e
denominado coeficiente de Hill (HILL, 1910), apresentou diferenca estatisticamente
significante entre os grupos. Conforme exemplificado na Figura A5, o aumento do valor do
parametro s implica na formagao de curvas mais ajustadas ao formato*“S” do modelo sigmoidal.
De maneira oposta, a medida que o valor do parametro s diminui, a curvatura inicial é omitida

e a assintota maxima ¢ reduzida, considerando-se um determinado intervalo de tempo.

As estimativas para o intervalo de tempo tipico entre as assintotas de voltagem minima e
maxima (inflexdo da curva, t9) indicam uma tendéncia esperada entre os grupos, sendo de 2
horas para o grupo Descelularizacdo Incompleta e de apenas 35 minutos para o grupo
Descelularizagao Completa, ou seja, espera-se um intervalo menor de tempo para as curvas, nas
quais a descelularizagdo foi completa, atingirem o ponto de inflexdo. No entanto, apesar de
esperado, a andlise estatistica observou uma probabilidade de 14% de se tratar de um efeito

aleatorio, tornando a diferenca entre os grupos estatisticamente nao significante. Posto isso, ¢
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importante relatar que os valores de to sugerem demandar mais tempo para atingir o ponto de
inflexdo pelos processos ineficientes, porém requer tratamento prévio de sinal, reducao de ruido
e/ou suavizagdo posterior para minimizar a alta variancia encontrada dentro dos grupos, a qual
parece ter uma parcela de influéncia do ruido do sinal, uma vez que algumas suavizagoes,
testadas descritivamente com o emprego do software Origin pro 8, indicaram mudanga

favoravel do referido parametro.

Conforme citado anteriormente, ¢ importante ressaltar que o grupo Descelularizagdo
Incompleta apresentou maior heterogeneidade, conforme observado pelos erros padrao dos
estimadores e pela observacao visual das curvas individuais (Figura 7). Na curva 6 (Figura 7-
b), por exemplo, h4d uma taxa de crescimento muito pequena que pode ser interpretada como
um processo no qual a remocao das células ocorreu muito lentamente, diferindo das demais.
Entretanto, uma caracteristica comum ¢ perceptivel entre as amostras do grupo
Descelularizagdo Incompleta: trata-se da curvatura de, no minimo 1 hora, de menor taxa de
crescimento no inicio do processo. Essa curvatura antecede a ascensdo abrupta e ndo ¢
observada no grupo Descelularizagio Completa. Por outro lado, o grupo Descelularizagao
Completa demonstrou homogeneidade, a despeito dos ruidos do sistema (Figura 7-a). Esse
ruido pode ser a soma do ruido elétrico da flutuagcdo da tensdo do terminal do LED, flutuagao
da corrente de fluxo, ruido Optico da flutuagdo de saida de luz do LED (SAULYS et al, 2011)
e influéncia da variagdo de volume do caminho Optico da luz causada pela pressdo oscilante da
perfusao peristaltica, os quais necessitam ser investigados e testados.

Dessa forma, ¢ possivel prever a ineficiéncia do processo nas primeiras horas de perfusao
do SDS para as descelularizagdes realizadas. Isso permite, ao pesquisador, interromper o
processo e investigar os erros, evitando desperdicio de tempo e de reagentes. Esse padrao inicial
sugere que a configuragao inadequada inicial da perfusdo ou as caracteristicas vasculares
intrinsecas dos coragdes devem ser investigadas como possiveis causas de falha, e ndo eventos
posteriores do decorrer do processo. Perfusdes inadequadas podem ser desencadeadas por
varias hipdteses, como as caracteristicas vasculares individuais intrinsecas relacionadas ao
padrao de acumulo de debris celulares no lamen (CRAWFORD et al, 2012), ou devido a erros
de procedimento, como posicionamento muito profundo da canula na aorta, perfuracdes de
orgdos nao observadas e possivelmente ocorridas no momento da remog¢do dos tecidos
adjacentes, presenca de impurezas dentro das mangueiras de infusdo, conexdes, agulha ou
canula atuando como pontos de nucleagdo para formacao de aglomerados e, por ultimo, a

presenca de microcodgulos sanguineos nao perceptiveis na analise visual, os quais foram
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identificados a partir da nossa experiéncia e do que foi relatado no protocolo (GUYETTE et al,

2014).

O estudo também evidenciou que cada coragdo possui um perfil 6ptico de descelularizacao
individual, que ¢ unico e especifico para ele. Além disso, observou-se que a transparéncia nao
representa o sucesso da descelularizagao tampouco o tempo padrao de procedimento, os quais
ndo sdo suficientes para o controle de qualidade da descelularizagdo. O mesmo pode ser
afirmado para a aparente estabilizagdo das curvas apos alcangada a assintota maxima, pois essa
estabilizacdao ndo esta relacionada ao final do processo, mas sim a uma fase de lenta remocgao
de residuos celulares em pequenas concentragdes. Portanto, a andlise do perfil das curvas
necessita ser apoiada pela avaliacdo estatistica dos estimadores do modelo juntamente com a
avaliagdo macroscopica. Método este, que, se obedecido, poderd ser determinante para
assegurar uma remocao celular bem-sucedida, principalmente na impossibilidade de se
empregar as técnicas destrutivas de quantificagdo de DNA e histologicas, como € o caso da
descelularizagdo de 6rgdos inteiros destinados a recelularizagdo.

Recentemente, o controle de qualidade de matrizes extracelulares descelularizadas tem
recebido grande atencdo devido a falta de métodos padronizados e de alternativas a
caracterizacdo nao destrutiva. Como ¢ o caso do trabalho realizado por Quinn e colaboradores
(QUINN et al, 2016), o qual demonstrou que a geracao de segundo harmoénico (SHG) e a
microscopia de excitagdo por dois e trés fétons podem prever o comportamento da elastina e
do colageno, e das propriedades mecanicas, apds o infarto do miocardio em matrizes
extracelulares descelularizadas sem danificar a amostra. Tais descobertas abrem novas
possibilidades para o emprego de dados Opticos diversificados no controle de qualidade de
matrizes descelularizadas. A espectroscopia de dispersdo Raman - RS (TIMCHENKO et al,
2017) ¢ também uma alternativa nao invasiva aplicada a bioengenharia de tecidos. Ela identifica
mudangas na propor¢do € na composi¢do da matriz extracelular de tecidos cardiacos
descelularizados através das variagdes na intensidade do sinal captado. Entretanto, apesar de o
principio utilizado evidenciar um grande potencial para aplicacdo em orgaos inteiros, o atual
estagio de desenvolvimento dessa técnica aplica-se, em especial, a avaliagcdo de tecidos. Outros
exemplos sdo a tomografia computadorizada de contraste de raios X - PC-CT (HAGEN et al,
2015) e a microtomografia computadorizada - p-CT (HALLER et al, 2013). Em relacdo a essas
duas técnicas, quando as amostras sdo fragmentos de tecidos biologicos, ambas podem estar
direcionadas ao estudo de geometrias de alta complexidade da estrutura tecidual e com alta

qualidade de visualizagdo. Ja o estudo de 6rgaos inteiros, s6 pode ser acessado através da
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tomografia computadorizada por meio da analise de radiodensidade. Esse ¢ o caso do trabalho
realizado por GEERTS e colaboradores (2016), no qual a escala de unidade Hounsfield (HU)
foi aplicada ao controle de qualidade de figados murinos descelularizados por meio da
Tomografia Computadorizada (CT) sem contraste. A técnica mostrou boa correlacdo com o
grau de remocao celular e grande potencial para aplicacdo a 6érgdos porcinos ou humanos. No
entanto, a sensibilidade do método foi de 0.2 pg.mg' de DNA (peso timido) quando o menor
valor de HU foi alcancado, ou seja, a sensibilidade ainda ¢ inferior a recomendada pelos padroes
aceitos na literatura e, por isso, ¢ importante utiliza-lo como método adicional de apoio ao
controle de qualidade, e ndo isoladamente. Além disso, uma vez que a CT nao esta incorporada

ao sistema de descelularizag@o, ndo ¢ possivel realizar as medidas em tempo real.

Hulsman et al. (2015), por sua vez, realizaram a analise online do perfusato proveniente da
descelularizacdo e associaram as varidveis biomassa, DNA e propor¢ao de proteinas entre si a
fim de prevenir a exposicao excessiva do 6érgao aos reagentes utilizados, e de alcancgar alto grau
de remocgao celular. Em relagdo aos valores de biomassa, o referido estudo encontrou diferenca
estatisticamente significante entre os grupos utilizados, Nativo e Descelularizado, com uma
massa remanescente de MEC de 16% em relacdo ao 6rgdo do grupo Nativo. Similarmente,
nosso estudo encontrou uma média de 13% (= 3 DP; p<<0,001) de massa de MEC remanescente
no grupo Descelularizagdo Completa em relagdo aos 6érgaos controle. No entanto, o nosso grupo
também analisou a massa residual do grupo Descelularizagdo Incompleta e, ao compara-lo com
o grupo Descelularizacdo Completa, ndo foi encontrada diferenca estatisticamente significante
entre suas médias (Figura A6). Em relagdao a andlise de DNA, o trabalho de Hulsman et al.
encontrou, a partir das amostras de perfusato, uma quantidade total de DNA de
aproximadamente 47% em relagdo a quantidade total estimada do o6rgdo. Dessa forma, os
achados de Hulsman evidenciam que a andlise da biomassa e do perfusato sdo uteis para
complementar o controle de qualidade dos 6rgaos descelularizados. No entanto, para a remog¢ao
de DNA, infere-se que o desenvolvimento de um modelo matematico aplicado a taxa de
remocao de DNA no perfusato provera um resultado mais preciso para a analise da remog¢ao
celular do que a quantificagdo da massa total de DNA das amostras de perfusato. Dado o
exposto, observa-se que, no momento, a precisa identificacdo da qualidade da descelularizagao
requer uma andlise multivariada que incorpore a avaliagdo do perfusato aos dados 6pticos do
orgdo apresentados no presente estudo. Tal abordagem pode ser facilmente acoplada ao sistema
de sensoriamento Optico aqui apresentado e representa uma possibilidade de ampliagdo da

capacidade analitica do sensor.
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Além disso, nosso sistema ofereceu a sensibilidade adequada por meio de um modelo
matematico capaz de discriminar entre amostras com variacao da concentracdo de DNA de 50
ng.mg!' de massa seca; ofereceu também predi¢io da extensdo da remogdo celular a partir de
uma analise simultanea nao destrutiva e propiciou a manuten¢do dos constituintes importantes
para a homeostase da MEC de maneira semelhante aos trabalhos encontrados na literatura (OTT
et al, 2008; LU et al, 2013; AUBIN, 2013; AHN et al, 2017). Ou seja, ndo houve alteragdes
significativas no tecido biologico relativas a quantidade de hidroxiprolina, representante de
colageno, e de glicosaminoglicanos sulfatados, representante dos proteoglicanos. Da mesma
forma, foi identificada a presenca de fibronectina e laminina nas imagens feitas por
imunohistoquimica.

Em relagdo a caracterizagdo por espectroscopias, os espectros de Infravermelho
reproduziram os principais picos relativos aos componentes da matriz extracelular, como
colageno e proteoglicanos, os quais sdo especialmente identificados pelas bandas entre 1500 e
1700 cm™ e entre 1000 e 1300 cm™!, confirmando a presenga predominante desse contetdo
proteico. No entanto, as analises descritivas também evidenciaram deslocamentos e variagoes
de intensidade nessas regidoes. Primeiramente, tem-se as duas bandas dominantes observadas
no espectro infravermelho de todos os grupos analisados, uma entre 1500 e 1600 cm-1 e a outra
entre 1600 e 1700 cm™', as quais apresentaram variagdes de formato, intensidade ou posigo.
Em relagio a banda predominante entre 1500 e 1600 cm™!, varia¢des de intensidade e de formato
foram evidenciadas, mas o pico minimo predominante manteve-se estavel, 1541 cm™! para todos
os espectros. O intervalo 1600-1700 cm™ apresentou notaveis alteracdes de formato e
intensidade, € manteve constante a banda predominante de 1636 cm™ em todos os espectros,
exceto para a amostra Descel, Completa II, a qual evidenciou um deslocamento para 1625 cm
. E importante salientar que as bandas predominantes estio acompanhadas de bandas
adjacentes que ndo foram deconvoluidas. Essas observacdes sugerem uma perturbacao na
proporg¢ao estrutural das proteinas da matriz extracelular, pois as bandas espectrais observadas
entre 1500-1600 devem-se as vibragdes N-H e C-N acopladas de amidas secundarias e as
observadas entre 1600 e 1700 cm™ é resultado do estiramento das ligacdes C=O de amidas
primarias, as quais sdo sabidamente sensiveis a mudangas conformacionais, sendo, portanto,
uma regido sensivel as alteragdes na estrutura secundaria das proteinas (LIU, 1996; NARA,

2016; RIVERA, 2019).

A regido entre 1200 e 1300 cm™!, correspondente as vibragdes de ligagdes N-H de amidas

terciarias, também apresentou deslocamentos e alteragdes de intensidade e forma. A banda
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observada em 1235/1237 cm™ no grupo Nativo é deslocada para 1235/1243 cm™ no grupo
Descelularizagdo Completa e para 1241/1230 no grupo Descel. Incompleta. Além disso, bandas
adicionais foram observadas, 1285 e 1202 cm™ no grupo Descel.Completa. Essas observagdes,
da mesma forma que a andlise das vibragdes de amidas primarias e secundarias, confirma a
presenga desses componentes na MEC e indica também alteragdes conformacionais. J& as
vibragdes relativas a estiramentos CH, ¢ CH3 encontradas na regido entre 2800 e¢ 3050 cm™
foram preservadas quanto as suas posicoes, mas alteragdes inespecificas de intensidade
ocorreram, trata-se, no entanto, de uma regido complexa para analise a nivel molecular (LIU,

1996).

Dessa forma, a andlise descritiva da espectroscopia no infravermelho mostrou a
manuten¢do das bandas tipicas associadas a moléculas de coladgeno e de proteoglicanos, mas
evidenciou alteragdes no espectro relativas a integridade da estrutura secundaria de proteinas.
No entanto, para uma andlise quantitativa das altera¢des na estrutura secundaria proteica, bem
como para quantificacdo das alteragdes em relacdo aos proteoglicanos, faz-se necessario,
futuramente, ampliar o nimero de amostras e estabelecer os critérios para padronizacdo da
posi¢do e da por¢ao de interesse do 6rgdo a ser analisado uma vez que o mesmo fragmento

produz diferentes espectros quando suas faces ou por¢des sao alternadas.

A espectroscopia de espalhamento Raman mostrou-se coerente com os resultados da
espectroscopia no infravermelho ao evidenciar os modos vibracionais dos intervalos 1000 cm’
121300 cm™ e 1500 cm™ — 1700 cm™! citados, inclusive, apresentou, nessas regides, variagdes
no formato, na intensidade e no deslocamento Raman. As bandas de amidas primérias foram
observadas em 1650 e 1648 cm™! para as descelularizagdes completas e 1673 e 1651 cm’! para
as incompletas. Um estudo realizado com corneas descelularizadas (NARA et al, 2016) atribuiu
a deformagao das fibras colagenas o deslocamento de bandas de amidas primarias para niimeros
de onda mais altos, como o que foi observado no nosso estudo para o pico em 1673 cm™ de
uma das duas amostras do grupo Descelularizacdo Incompleta. No grupo Nativo ndo foram
identificadas as bandas dessa regido, pois, devido a fluorescéncia, alguns modos especificos do

espectro vibracional do meio foram encobertos.

Amidas terciarias também foram encontradas, 1266 e 1263 cm! para as descelularizagdes
completas e em 1247 e 1295 cm™! para as incompletas. Considerando que a frequéncia de 1247
cm! no deslocamento Raman reflete a presenga de fibras colagenas estruturadas em espirais
desordenados (random coil), que as bandas na regido de 1271 cm! estdo associadas a estrutura

colagena em alfa-hélice e que os deslocamento para nimeros de onda mais altos sdo atribuidos
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a ruptura de fibras em alfa-hélice para conversdo em folhas beta; infere-se que o grupo
descelularizacdo completa apresentou predominio alfa-hélice enquanto as descelulariza¢des
incompletas oscilaram entre espirais desordenados e ruptura de alfa-hélice (NARA et al, 2016).
Ou seja, esse resultado sugere que as descelularizagdes incompletas foram acompanhadas
dessas alteragdes estruturais. No entanto, para saber se tais alteracdes estruturais sdo decorrentes
do processo de descelularizacdo ou se sdo caracteristicas prévias dos Orgdos, as quais
ocasionaram a descelularizacdo incompleta, dever-se-ia, futuramente, realizar uma andlise

estrutural antes e uma apds o processo de remocgao celular.

Em se tratando do desenvolvimento do segundo prototipo, observou-se que o perfil de
tensao obtido durante a descelularizagdo a partir do LED de luz branca foi semelhante ao
comportamento registrado sob a incidéncia dos LEDs de comprimentos de onda relativos a
regido do vermelho (692 nm), amarelo (590 nm) e &mbar (600 nm), i.e., baixa detecgdo de sinal
no inicio do processo seguida por uma elevacao em formato sigmoidal e finalizada por uma
lenta estabilizagao. Por outro lado, o registro da lampada infravermelha (940 nm) apresentou
intensidade de radiagdo transmitida mais elevada desde os primeiros instantes de
descelularizagdo, a qual foi seguida por uma abrupta estabilizagdo do sinal. Isso indica uma
redugdo abrupta da capacidade de detec¢do dos fotons transmitidos em decorréncia da
introducdo de um fator novo ao processo. Uma das hipdteses levantadas recai sobre a
possibilidade de maior absor¢do da radiag@o infravermelha pelo volume crescente de dgua no
interior do 6rgao, o qual passa a preencher o volume anteriormente ocupado pelas células. Outro
possivel interferente ¢ o proprio surfactante, no entanto, analises espectrofotométricas de
solugdes aquosas de 10% do surfactante SDS mostraram que ndo houve maior absor¢do da

radiacdo pelo surfactante, em relagao a dgua, na regido do infravermelho.

Em relagdo a radiacao ultravioleta (385 nm) e ao LED verde (525 nm), entende-se que a
baixa intensidade do sinal captado pelo sistema atual tenha ocorrido em decorréncia da baixa
sensibilidade do fotodiodo para essas regides do espectro eletromagnético. Por isso, faz-se
necessario adicionar um fotodiodo especifico para esses comprimentos de onda de interesse. Ja
os sinais recebidos da fonte da regiao relativa ao ambar foram de baixa intensidade a despeito
da sensibilidade do fotodiodo para essa regido (600 nm), sugerindo a necessidade de ajustes da

propria fonte luminosa.

As imagens obtidas pelas cameras de video evidenciaram a presencga de fluorescéncia, com
emissdo na regido correspondente ao vermelho, sob a incidéncia da luz branca logo no inicio

do processo de descelularizagdo, corroborando a evidéncia de emissao de fluorescéncia
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observada na analise realizada com o espectrofotometro de fibra optica. Ainda sob a incidéncia
da luz branca, porém ao final do processo, observou-se no o6rgdo uma coloracdo azul
esverdeada, a qual pode estar relacionada a emissao de moléculas autofluorescentes, como o
colageno, que, sob excitacao de radiagdo entre 410 nm e 470 nm, emite luz entre 475 nm e 540

nm (SOKOLOV et al, 2002).

A radiagdo ultravioleta, por sua vez, mostrou maior realce da presenca de remanescentes
celulares no orgdo durante as primeiras horas de perfusdo quando comparada as demais
lampadas, inclusive a branca, sugerindo uma possivel utilidade da radiagdo ultravioleta na
facilitagdo da visualiza¢ao de remanescentes celulares. Além disso, sob a incidéncia da radiagao
ultravioleta (385 nm), observou-se a emissao de luz azul pelo tecido nas imagens obtidas pela
camera de aumento apos 2 horas e apds 6 horas do inicio da descelulariza¢do, que aumenta de
intensidade a medida que os componentes celulares sdo removidos. Associa-se essa cor azul a
excitacdo das fibras colagenas do tecido, pois, conforme observado na literatura, a excitacao de
fibras colagenas com uma radiacao entre 310 e 390 nm produz emissdes de luz entre 448 e 455
nm, as quais estdo predominantemente relacionadas as ligacdes cruzadas de coldgeno no

estroma (SOKOLOV, 2002).
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6. Conclusao

O sistema desenvolvido apresentou viabilidade para utilizacdo da transmitancia como forma
de predizer a eficiéncia da descelularizacdo em tempo real através do emprego de um modelo
logistico de regressao ndo-linear de quatro parametros. Ademais, observou-se também que o
modelo matematico descrito apresentou poder explanatério do processo de descelularizagao
pela avaliagao do perfil 6ptico apesar dos ruidos do sistema, cujo tratamento € necessario para
o melhoramento do prototipo. Uma vez que a padronizag@o do tempo e a observacao visual da
transparéncia ndo sdo garantias da completa descelularizagdo, a técnica ndo invasiva aqui
apresentada ¢ util para identificar uma descelularizagdo ineficiente, baseada no critério da
remo¢ao de DNA, ainda em estagios iniciais da perfusdo. Dessa forma, torna-se possivel
prevenir as complicagdes experimentais adicionais decorrentes de sua ineficiéncia e auxiliar no
estudo metodologico. Além disso, revelou-se que o uso da plataforma ndo implicou em
impactos adicionais a matriz extracelular, sendo, nesse aspecto, equivalente aos processos
tradicionais de descelularizacdo de orgaos. Por fim, o protdtipo mostrou potencial para
melhorar as informacdes extraidas quando adicionado a diferentes fotodetectores para
comprimentos de onda especificos e para orientacdo da deteccdo da luz; e, ao explorar
moléculas com propriedades de autofluorescéncia, revelou o comportamento de componentes

teciduais importantes.
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9. Anexos

I. Figuras Suplementares

Figura Al. Imagens de duas cameras de video para monitoramento da descelularizacao
utilizando LED Verde. Para padronizac¢ao da posicao utilizou-se a focalizacdo na circulagao
corondria do miocardio, a qual pode ser observada nas imagens b e d). As imagens a e b

referemse ao inicio do processo. ¢ e d, ap6s 6 horas do inicio do processo.
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Figura A2. Imagens de duas cameras de video para monitoramento da descelularizacao
utilizando LED vermelho. Para padronizagao da posicao utilizou-se a focalizac¢ao na circulacio
coronaria do miocardio, a qual pode ser observada nas imagens b e d). As imagens a e b

referemse ao inicio do processo. ¢ e d, apds 6 horas do inicio do processo.
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Figura A3. Imagens de duas cameras de video para monitoramento da descelularizacao
utilizando LED Ambar. Para padronizagdo da posicao utilizou-se a focaliza¢do na circulagao
corondria do miocardio, a qual pode ser observada nas imagens b e d). As imagens a e b

referemse ao inicio do processo. ¢ e d, apds 6 horas do inicio do processo.
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Figura A4. Imagens de duas cameras de video para monitoramento da descelularizacdo
utilizando LED Amarelo. Para padronizagdo da posi¢do utilizou-se a focalizacdo na circulagao
coronaria do miocardio, a qual pode ser observada nas imagens b e d). As imagens a e b

referemse ao inicio do processo. ¢ e d, ap6s 6 horas do inicio do processo.
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Aviso publicado no DIO/ES em 14/12/2017.

Jose Antonio Bof Buffon
Diretor presidente da Fapes
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3. Declaragao do Deposito de Patente

=
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacao
Instituto de Inovagio Tecnologica

DECLARACAO

Declaro, para os devidos fins, que Breno Valentin Nogueira, Rayssa Helena Arruda Pereira,
Adilson Ribeiro Prado, Luiz Felipe Castello Del Caro, Gabriela Modenesi Sirtoli, Jairo Pinto de
Oliveira, Tadeu Eriton Caliman Zanardo, Gabriel Henrique Taufner e Afrénio Cogo Destefani,
constam como inventores no pedido de privilégio de invengdo denominado “SENSOR
OPTICO APLICADO A DESCELULARIZAGAO DE ORGAOS”, sob o nimero INPI — BR 10 2017
009187 2, depositado junto ao INPI na data de 02/05/2017, tendo a UNIVERSIDADE FEDERAL
DO ESPIRITO SANTQ — UFES, como titular.

Vitdria/ES, 13 de julho de 2017

Ao A ¥~

Antonio Alberto Ribeiro Fernandes
Diretor do INIT/UFES

PROF, ANTONIO ALBERTO RBERO FERKANDES
DRETORDO MSTITUTADE MOCAD TECNOLOGEA
PRPPG.-UFES

Av. Fernando Ferrari, 514 - Campus Universitario - Goiabeiras - Vitoria - ES
CEP 29075-910 - e-mail: nites@prppg.ufes.br - Tel: (27) 4009-7885
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4. Comprovante do Deposito de Patente
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continua em folha anexa
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5. Artigo Publicado
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www.nature.com/scientificreports

SCIENTIFIC
REPORTS

natureresearch

A non-linear mathematical model
using optical sensor to predict heart
decellularization efficacy

Rayssa Helena Arruda Pereira'?, Adilson Ribeiro Prado?, Luiz Felipe Castello Del Caro(53,
Tadeu Eriton Caliman Zanardol?, Airlane Pereira Alencar* & Breno Valentim Nogueira(3'?

One of the main problems of the decellularization technique is the subjectivity of the final evaluation
of its efficacy in individual organs. This problem can result in restricted cell repopulation reproducibility
and worse responses to transplant tissues. Our proposal is to analyze the optical profiles preduced by
hearts during perfusion decellularization, as an additional method for evaluating the decellularization
process of each individual organ. An apparatus comprised of a structured LED source and photo
detector on an adjustable base was developed to capture the relationship between transmitted

light during the perfusion of murine hearts, and residual DNA content. Voltage-time graphic records
were used to identify a nonlinear mathematical model to discriminate between decelluiarizations
with remaining DMNA above (Incomplete Decellularization) and below (Complete Decellularization)

the standardized limits. The results indicate that temporal optical evaluation of the process enables
inefficient cell removal to be predicted in the initial stages, regardless of the apparent transparency

of the organ. Our open system also creates new possibilities to add distinct photo detectors, such

as for specific wavelengths, image acquisition, and physical-chemical evaluation of the scaffold, in
order to collect different kinds of information, frem dozens of studies. These data, when compiled and
submitted to machine learning techniques, have the potential to initiate an exponential advance in
tissue bioengineering research.
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6. Reportagem na Folha de Sao Paulo

13/08/2018 Brasileiros criam técnica que facilita rementagem de coracfo para transplante sem rejeico - 17/06/2018 - Reinaldo José Lopes - F._.

FOLHA DE S.PAULO

* ok ok

Reinaldo IOSé LOPES (/colunas/reinaldojoselopes/) @

Brasileiros criam técnica que facilita remontagem
de coracdo para transplante sem rejeicao

Depois de remover células, o que resta & uma estrutura translucida, espécie de
fantasma do drgao

17jun.2018 as 2h02

[®E] EDICAO IMPRESSA (https://www1.folha.uol.com br/fsp/facsimile/2018/06/17/)

“Descelularizado” parece neologismo para designar quem esta sofrendo uma
crise de abstinéncia por falta de acesso ao smartphone, mas o termo, na
verdade, ¢ uma das palavras-chave para quem tenta contornar a escassez de
orgaos para transplante no mundo.

E se fosse possivel descelularizar totalmente o coracdo de um doador —ou
seja, retirar todas as células e todo o material genético original— , usar o
“esqueleto” do orgao como base para células do proprio paciente que vai
receber o transplante e, assim, concluir o processo tendo em maos um
coracao novo em folha, pronto para ser transplantado sem riscos de
rejeicao?

Cinquenta anos depois dos primeiros transplantes

(http: f'temas.folha.uel.com br/transplante-de-coracac-50,/)110 Brasil e no mundo, varios

laboratérios mundo afora tém corrido atras desse novo objetivo. “E algo com

hitps:fiwww 1 folha vol com bricolunasfreinaldojosel [20118/06/ leiros-criam-tecnica-que-facilita-remontagem-de-coracao-para-transplante-... ~ 1/4
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um potencial enorme, que esta se aproximando das aplicacdes em seres
humanos”, afirma Rayssa Arruda Pereira, que faz doutorado em

biotecnologia na Ufes (Universidade Federal do Espirito Santo).

A pesquisadora, seu orientador Breno Nogueira e outros colegas estao
tentando contornar os obstaculos que ainda existem para que a técnica se
torne viavel, tanto para transplantes de coracdo quanto para outros 6rgaos,

como rim e baco.

Coracao descelularizado, ou seja, apos ter suas células removidas; no fim, so resta uma

especie de esqueleto do orgao - Divulgagdo/UFES

https:/fwww folha.uol.com.bricolunasireinaldojoselopes/2018/06/brasileiros-criam-tecnica-que-facilita-remontagem-de-coracao-para-transplante-. ..
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O primeiro passo para isso é fazer com que sobre apenas a chamada matriz
extracelular do 6rgao original, ou seja, o conjunto de proteinas e outras
moléculas que dao suporte as células, mais ou menos como os andaimes
usados para construir um preédio. Quando esse processo € concluido, o que
resta € uma estrutura transhicida, espécie de “fantasma” do coracao que sera

transplantado.

Depois disso, € preciso obter células-tronco da pessoa que recebera o
transplante. Tais células se caracterizam, de modo geral, pela capacidade de
dar origem a diferentes tipos de tecido, mas algumas sdo mais maleaveis do
que outras. As mais promissoras, no longo prazo, sao as reprogramadas
geneticamente para voltar a um estado semelhante ao embrionério, mas

ainda falta muito trabalho para comprovar a seguranca e a eficacia delas.

Outras, com capacidades mais modestas, obtidas da medula dssea, talvez ja
sejam suficientes no caso do coracao, segundo indicam os trabalhos da
equipe da Ufes. O praprio contato de tais células com a matriz extracelular
poderia ser suficiente para direcionar sua especializacao, levando a recriacao
do orgao.

O problema, porém, € o que poderiamos chamar de controle de qualidade do
orgao descelularizado. Ainda que o exame visual indique que a matriz
extracelular ja esta totalmente “desnuda’, a prova dos nove tem de vir da
analise de DNA: se ainda houver material genético do doador no orgao,
problemas de rejeicao podem continuar acontecendo. E a analise genética,
por demandar a retirada de uma amostra do arcabouco do orgao, pode
acabar colocando sua funcionalidade em risco.

Rayssa e seus colegas desenvolveram um método nao invasivo para escapar
desse dilema. Um sensor optico usa o padrao de absorcdo de luz do coracao
descelularizado para estimar se ele esta apto para o transplante, sem sobras
de células ou de DNA. A tecnologia rendeu o registro de uma patente e foi
premiada pela Swissnex, iniciativa publico-privada da Suica que incentiva a
pesquisa e a inovacao.

Outros colaboradores do estudo sao pesquisadores do Instituto Federal do
Espirito Santo e do Instituto de Matematica e Estatistica da USP. A empresa

httpsz/iwww 1 folha.uol_com_br/colunas/reinaldojosel [2018/06/brasileiros-criam-tecnica-que-facilita-remontagem-de-coracac-para-fransplante-...  3/4
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de tecnologia Qualcomm também apoia a pesquisa.

Reinaldo José Lopes

Jornalista especializado em biologia e arqueologia, autor de "1499: O Brasil Antes de Cabral".
ENDERECO DA PAGINA

https: /wwwl.folha.uol.com.br/colunas/reinaldojoselopes/2018/06/brasileirc
criam-tecnica-que-facilita-remontagem-de-coracao-para-transplante-sem-

rejeicao.shtml
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7. Entrevista para CBN Vitoria.

GAZETAONLINE [55] VERSAO IMPRESSA  CLUBE DO ASSINANTE  CLASSIFICADOES RADIOS CBN @=d® | ASSINE () PESQUISAR

= CBN V//TOR/A REPORTAGENS ENTREVISTAS COMENTARISTAS

Entrevistas Pesquisa na Ufes desenvolve sensor optico para
ENTREVISTA auxiliar transplantes

Equipamento atua na avalia¢do das células do érgdo que sera transplantado

N n u m Um sensar CD[ CO para HJUdEF a3 vighilizar o transpiante de c.‘gﬁcs Ccom O uUso
—ompartilhar:

onco do proprio paciente. Esta € a ideia realizada por meio de

P ) uisa de um grupo de pesquisadores na dres de Bitecnologia da
Publicado em 16/07/2018 as 13h16

foi premiada na

Universidade Federal do
O Atualizado em 16/07/2018 35 14hs3 * SRS

Sulga, guando 3 doutoranda em Biotecnologiz da Universidade, Rayssa

Fonte: CBN Vitoria (92,5 FM) Helena Arruda Pereira, participou do evento chamado Academy-Industry
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