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Epigrafe

As coisas do mundo vao se traduzindo
E o tempo € o vento que vai conduzindo
E a gente navega os mares da vida

Aprendendo a viver...

Zé Geraldo
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Resumo
De acordo com dados da Organizacdo Mundial da Saude, em 2019, 3,23
milhdes de pessoas vieram a 6bito por doencas pulmonares, sendo a terceira
principal causa de morte no mundo. Nos casos mais avangados de doencgas
pulmonares cronicas onde o paciente nao responde as terapias
medicamentosas e a reabilitacdo pulmonar, o transplante pulmonar é
considerado a melhor alternativa capaz de melhorar a qualidade de vida e
aumentar a sobrevida. Mesmo com o0 avan¢o das técnicas cirdrgicas, o
sucesso dos transplantes pulmonares ainda é limitado. A Bioengenharia de
orgdos € uma area promissora da Medicina regenerativa, que tem buscado
desenvolver tecidos e oOrgdos funcionais através da manipulacdo de células
troncos visando o implante e ou transplante. Uma das abordagens mais
utilizadas implica na recelularizagéo da matriz extracelular de scaffolds, obtidos
através do processo de descelularizacdo. Essa técnica consiste na utilizacao
de meios fisicos, quimicos e biolégicos para a remocao de todo contetudo
celular do tecido ou o6rgao, mantendo intacta sua estrutura tridimensional,
conservando a sua composicdo proteica e molecular, além das propriedades
mecanicas. Os objetivos deste estudo foram o de desenvolver um protocolo
otimizado identificando o método quimico mais eficiente no processo de
descelularizacdo de pulmdes de Rattus norvegicus. Trata-se de um estudo
experimental em modelo animal, desenvolvido no laboratério de Cultura de
Células da UniIEVANGELICA. Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados
Rattus norvegicus, machos, da linhagem Wistar, com peso médio de 300 a
3509 fornecidos pelo Biotério Central da UniEVANGELICA. Com a realizagéo
deste estudo, pode-se concluir que os trés protocolos utilizados foram capazes
de obter um scaffold com aspecto translicido e de coloracdo esbranquicada.
Entretanto, o protocolo 3 onde foi utilizado SDS + Triton X-100, foi capaz de
descelularizar os pulmdes de Rattus norvergicus em um menor tempo quando
comparado aos dois outros protocolos testados. De acordo com os resultados
deste estudo pode-se afirmar que a combinacdo de diferentes detergentes no
processo de descelularizacdo de pulmdes de Rattus norvegicus, tanto 0os mais
utilizados como os alternativos, podem gerar resultados que otimizem o

processo de descelularizagéo.

PALAVRAS-CHAVE: descelularizacao, scaffold, bioengenharia pulmonar, matriz extracelular
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1.Introducéo

De acordo com dados da Organizacao Mundial da Saude (OMS), no ano
de 2019, 3,23 milhBes de pessoas vieram a o6bito por doencas pulmonares,
sendo a terceira principal causa de morte no mundo. Os dados mostram que a
maioria das mortes causadas por doencas pulmonares acontecem em paises
de baixa e média renda, muitas vezes relacionadas a fatores ambientais e

principalmente a falta de um diagnéstico precoce e tratamento adequado?.

Nos casos mais avancados de doencas pulmonares cronicas onde o
paciente ndo responde as terapias medicamentosas e a reabilitacdo pulmonar,
o transplante pulmonar € considerado a melhor alternativa capaz de melhorar a
qualidade de vida e aumentar a sobrevida?. Mesmo com o avanco das técnicas
cirargicas, o sucesso dos transplantes pulmonares ainda € limitado. Além
disso, a mortalidade nas filas de espera por um 6rgdo compativel ainda é alta,
sendo necessario o desenvolvimento de tratamentos alternativos para

pacientes com doencas pulmonares em estado mais avancado?2.

A Bioengenharia de 6rgdos é uma area promissora da Medicina
regenerativa, que tem buscado desenvolver tecidos e 6rgaos funcionais atraves
da manipulacdo de células troncos visando o implante e ou transplante. A
Medicina regenerativa tem buscado reconstruir diferentes tecidos utilizando
culturas de células tronco submetidas a diferentes estimulos, com o objetivo de
tratar partes lesadas do nosso organismo ou até reconstruir 60rgaos inteiros a

partir de sua prépria estrutura visando o transplante de orgdos®.

Gracas aos recentes esforcos cientificos, a Bioengenharia pulmonar tem
sido uma excelente alternativa para a obtencdo de novos 6rgdos e ou tecidos
fisioloégicos. Uma das abordagens mais utilizadas implica na recelularizacao da
matriz extracelular de scaffolds, obtidos através do processo de
descelularizacdo®. Essa técnica consiste na utilizacdo de meios fisicos,
guimicos e biologicos para a remocao de todo conteudo celular do tecido ou
orgdo, mantendo intacta sua estrutura tridimensional, conservando a sua

composicéo proteica e molecular, além das propriedades mecanicas®.



Uma descelularizagcdo eficaz € importante para que posteriormente, seja
possivel re-endotelizar o tecido pulmonar através da utilizagcdo de células
tronco. Infelizmente, durante essa técnica alguns métodos fisicos e quimicos
sdo agressivos e podem danificar a matriz extracelular, além de reduzir a
guantidade de proteinas essenciais para que o tecido mantenha suas
propriedades fisiol6gicas®®. De acordo com o estado da arte, o presente estudo
justifica-se no sentindo de otimizar os protocolos de descelularizagédo de
pulmbes de Rattus norvegicus existentes oferecendo maior efetividade no

Processo.

2.Revisao de literatura

2.1 Transplantes pulmonar
De acordo com os dados da Sociedade Internacional de Transplante de

Coracao e Pulméo (ISHLT), ocorrem cerca de 4000 mil transplantes por ano
sendo que no ano de 2018 foi relatado um total de 69200 procedimentos
realizados em todo o mundo®. Esses nimeros provavelmente devem ser mais
altos, pois a notificacdo de procedimentos realizados € voluntaria e diversos

centros de transplante no mundo ndo sédo cadastrados na ISHLT"8,

Os dados disponibilizados pela ISHLT’, mostram que o transplante
pulmonar foi realizado devido a doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC),
34%; fibrose pulmonar idiopatica (FPI), 24%; fibrose cistica, 17%; deficiéncia
de alfa-1-antitripsina (alfa-1), 6%; hipertensdo arterial pulmonar idiopatica
(HAPI), 3%; fibrose pulmonar (ndo FPI), 4%; bronquiectasias, 3%, re-

transplante, 2,6%; e sarcoidose, 2,5%.

Nas ultimas décadas o procedimento de transplante pulmonar se tornou
uma realidade clinica e tem evoluido bastante, devido a alteracdes nas
diretrizes para selecdo de doadores, avancos das técnicas cirurgicas, melhora
da qualidade das drogas imunossupressoras e melhores cuidados pré e poés-
cirdrgicos. Esses progressos possibilitaram a reducdo da mortalidade na fila de
espera e conseguentemente um maior niumero de transplantes, proporcionando

uma sobrevida média de 5 anos para os pacientes transplantados®.



Mesmo com 0s recentes avangos obtidos, a lista de espera para receber
um 6rgdo ainda continua longa e a taxa de sucesso poés transplante em
conjunto como o tempo de sobrevida, s&o fatores que preocupam as
autoridades de saude de todo o mundo. Entre os fatores responsaveis pela alta
mortalidade poOs transplante, destaca-se a supressdo imunoldgica, disfuncao
primaria de enxerto e a disfuncdo cronica do aloenxerto pulmonar,

principalmente sob a forma da sindrome da bronquiolite obliterante®.

2.2 Transplantes no Brasil

De acordo com os dados da Sociedade Brasileira de Transplante de
Orgdos existem atualmente 9 centros de transplantes de pulm&o no Brasil,
sendo 4 deles no Estado de S&o Paulo, 2 na cidade de Porto Alegre, 1 no
Estado do Parana, 1 no Estado do Rio de Janeiro e 1 na cidade de Fortaleza.
Entre os anos de 2009 e 2019, foram realizados 856 transplantes de pulmao no
pais, sendo que em 2019 constavam 199 pessoas na lista de pacientes em

espera de um 6rgao?°.

O transplante de pulméo quando comparado a outros 6rgdos, apresenta
uma taxa de sucesso bem menor. Isso se deve a alta complexidade do
procedimento cirdrgico aliado aos cuidados pds-operatdrios, que sao
extremamente necessarios a recuperacao do paciente. Além disso, a falta de
conscientizacdo da populacdo sobre a importancia da doacdo de o6rgaos,
compromete diretamente a disponibilidade deles, contribuindo para o aumento

significativo da mortalidade nas listas de espera'®.

2.3 Biogenharia pulmonar

A DPOC caracteriza-se pela inflamacéo das vias aéreas e destruicdo da
arquitetura da arvore brénquica, resultando em uma reducdo do fluxo de ar e
consequente comprometimento das trocas gasosas®l. De acordo com os dados
da OMS, estima-se que 384 milhSes pessoas apresentam DPOC e é projetado

gue até 2030 seja a 4° principal causa de morte'?.



Além da DPOC, destacam-se outras doencas que comprometem o
sistema respiratério causando danos na maioria das vezes irreversiveis como a
fibrose cistica, enfisema pulmonar, FPI, hipertensdo pulmonar idiopatica e

doenca pulmonar intersticial*3.

Nos casos mais avancados de doencas pulmonares crbnicas, o
tratamento mais indicado é o transplante pulmonar, proporcionando ao
paciente uma sobrevida média de 5 anos e uma melhor qualidade de vida!“.
Entretanto, a falta de doadores, complicacdes pdOs cirargicas como rejeicdes
imunolégicas e a alta complexidade do procedimento, faz com que seja

necessario o desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas.

Diante desse cenario, a bioengenharia pulmonar tem se mostrado uma
opcao promissora através da obtencdo de scaffolds, utilizando a técnica de
descelularizacdo e a regeneracao tecidual do mesmo utilizando células
tronco>'®. Esse processo tem como objetivo recriar um pulmdo que consiga
realizar todas suas funcdes fisiologicas, mantendo a homeostase de todo

NOSSO organismo.

2.4 Matriz extracelular na Bioengenharia Pulmonar

A matriz extracelular (MEC) do pulmédo € composta por membranas basais
e matrizes intersticiais. A membrana basal € caracterizada por uma estrutura
fina de glicoproteinas que reveste o lado basal do epitélio e endotélio, além de
musculos circundantes, células nervosas e gordurosas. A matriz intersticial
mantém a estrutura das caracteristicas tridimensionais e biomecéanicas do
pulmédo que sao formadas por diferentes tipos de células estruturais presentes

nos tecidos!6.17,

Além da MEC manter a estrutura tridimensional do 6rgéo, possibilitando a
adesdo celular, ela também fornece uma série de fatores biomecéanicos e
biofisicos como microambiente adequado, sinais bioquimicos, funcdes
teciduais especificas e fenotipo que influenciam diretamente o comportamento
celular, possibilitando a ocorréncia de processos teciduais fisiolégicos que séo

criticos para o desenvolvimento e funcionamento dos 6rgéostt-18,



Quadro 1 - Componentes estruturais da matriz extracelular comuns e suas fungoes:

Componente Presenca na MEC Funcéo Referéncia
Principal proteina constituinte tAril:j)i(rlle:;Jﬁ;?;i%i%gﬁ::truwra
Colagenos da MEC, compondo um peso Atua na integridade bioldgica e AMIRRAH et al, 2022

seco de 80 a 90%

estrutural daMEC.

Fibronectina

Segundo principal
componente e proteina mais
abundante da MEC.

Faz ligagdo com outras proteinas

da matrizextracelular.

Exerce papel fundamental na
formacdo daMEC durante o
desenvolvimento tecidual.

Esta presente no processo de
progressao de doencgas e atua na cura
de feridas.

Realiza interag6es intracelulares
desencadeando a efeitos bilaterais
célula-matriz que determina a funcéo
celular e a alteragao celular-
dependentes da MEC.

SINGH; CARRAHER;
SCHWARZBAUER, 2010

Laminina

Principal componente néo-
colagenoso da membrana
basal da MEC

Dirreciona o destino celular induzindo
cascatas de sinalizagao intracelular.
Possuem um papel importante nos
processos de diferenciacdo, adesao e
migracao celular

SCHEELE et al, 2007

Glicosaminoglicanos - GAGs

GAGs sulfatados formam
proteinoglicanos através das
licades covalentes com as
proteinas.

Realizam interagdes relacionadas
com fatores de crescimentoe outras
moléculas bioativas.

Componente fundamental para a
mecéanica dos tecidos.

MENEZES et al, 2022

Fatores de crescimento

Estédo dispersos na
MEC com forma de
biomoléculas soluveis

Regulam o comportamento celular via
sinalizacao intracrina, paracrina,
autécrina e enddcrina. Auxiliam no
reparo e regeneracao tecidual.

PARK et al, 2022




Com tantas fun¢Ges importantes desempenhadas, pode-se observar que a
MEC é uma estrutura de extrema significancia na area de Engenharia de

tecidos e Medicina regenerativa.

2.5Processo de descelularizagéo

Para se obter um scaffold de MEC, o 6rgdo deve passar por um processo
denominado de descelularizagdo. Esse processo consiste na remocédo da
propria  membrana, conservando a estrutura tridimensional, colageno,
glicosaminoglicanos e proteinas residentes essenciais a sinalizagdo celular. A
remocao completa das células elimina os antigenos do doador, reduzindo as
chances de uma possivel resposta inflamatoria e rejeicdo imunoldgica do 6rgéo

no receptor?.

De acordo com a literatura cientifica internacional, varios metodos de
descelularizacéo ja foram testados, entretanto ainda ndo ha consenso sobre
gual seja o mais eficaz. Os métodos mais eficientes disponiveis sdo aqueles
gue utilizam tratamentos fisicos, quimicos e biologicos para obter um scaffold
com a preservacao da estrutura nativa da MEC, ideal para uma futura

reendotelizacdo?®.

Um bom protocolo de descelularizacdo se inicia com tratamentos fisicos
para lise da membrana celular, seguidos de tratamentos enzimaticos para
separar os componentes celulares da MEC e o uso de detergentes quimicos,
solubilizando os componentes celulares citoplasmaticos e nucleares, realizando

também a remocao de detritos celulares.

Apés a descelularizacdo, os scaffolds devem ser perfundidos com uma
solucéo tampédo para equilibrar o pH do sistema e remover residuos quimicos,
gue podem ser prejudiciais ao tecido hospedeiro®®?’. Os métodos de
descelularizacdo ndo conseguem remover 100% do material celular,
possibilitando possiveis comprometimentos da citocompatibilidade causados

pelo material celular residual remanescente apds o procedimento.



De acordo com estudo publicado recentemente, devem se observar alguns
critérios para que a descelularizacdo seja considerada ideal. Dentre estes
critérios, destaca-se que a MEC apresente <50 ng dsDNA por mg de peso
seco, que o comprimento do fragmento de DNA seja <200 pb e observe a falta
de material nuclear visivel em secfes de tecido coradas com 4',6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) ou Hematoxilina e Eosina (H&E)?’.

Sabendo que a Bioengenharia pulmonar € uma terapia promissora para a
obtencédo de novos tecidos e 6rgdos, um importante passo para que isso ocorra
€ a otimizacdo do processo de decelularizacdo pulmonar, possibilitando obter
scaffolds no menor tempo, removendo a maior quantidade possivel de
fragmentos de DNA e preservando a0 maximo as microestruturas e

componentes da MEC.

3. Objetivos
3.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo otimizado de descelularizacédo de pulmdes de Rattus

norvegicus.

3.2 Objetivos especificos

Identificar o método quimico mais eficiente no processo de descelularizacao de

pulmdes de Rattus norvegicus;

4. Material e métodos

4.1 Caracterizacao do estudo

Trata-se de um estudo controlado experimental laboratorial em modelo animal,
desenvolvido no laboratorio de Cultura de Células do Programa de Pés
Graduacdo em Movimento Humano e Reabilitagdo da Universidade Evangélica

de Goias.



4.2 Aspectos éticos e legais

Previamente, o projeto do estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA) da Universidade Evangélica de Goias - UniEVANGELICA,
tendo sido aprovado sob o parecer nimero 006/2020. Foram seguidos o0s
Principios Eticos na Experimentacdo Animal, de acordo com as diretrizes
estabelecidas para o cuidado e a utilizacdo de animais para fins cientificos e
didaticos constituido pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal — CONCEA/2013 e as Diretrizes Eticas internacionais para uso de

animais em experimentacao cientifica.

4.3 Modelo animal

Para a realizacdo deste estudo, foram utilizados Rattus norvegicus,
machos, da linhagem Wistar, com peso médio de 300 a 350g fornecidos pelo
Biotério Central da Universidade Evangélica de Goias — UniEVANGELICA —
Andapolis (GO). Os animais foram acondicionados nas instalacfes do Biotério e
mantidos em ambiente limpo e seco, com luminosidade natural, respeitando o
ciclo claro/escuro de 12h, temperatura e umidade relativa do ar adequadas. A
racdo e a agua eram ad libitum e monitoramento diario para troca de palha e

agua.

4.4 Desenho do estudo

Neste estudo, foram utilizados 11 ratos machos da linhagem Wistar, que
foram distribuidos aleatoriamente em 4 grupos distintos: Controle (C), Protocolo
1 (P1) Protocolo 2 (P2) e Protocolo 3 (P3). O desenho do estudo esta

demonstrado na Figura 1.



11 ratos
Wistar

Protocolo 3
(N=3)

Protocolo 1 Protocolo 2
(N=3) (N=3)

Controle(N=2)

Figura 1: Fluxograma do estudo
4.5 Preparacdo dos animais e procedimentos cirurgicos

Inicialmente, os ratos foram transportados em gaiolas de plastico do
Biotério Central da Universidade Evangélica de Goias até o laboratorio de
Cultura de Células do Programa de Pos Graduacdo em Movimento Humano e
Reabilitagdo. Os animais foram mantidos no laboratério com temperatura
controlada, racéao e agua ad libitum, por um periodo de 3 horas para adaptacéo

do ambiente, visando causar o menor stress possivel.

Para inicio dos procedimentos, os ratos foram retirados da gaiola e
posicionados em cima da grade para serem contidos manualmente. Apds a
contencdo, os animais foram anestesiados com 90 a 100 mg/Kg de Cetamina e
8 a 15 mg/kg de Xilazina (intraperitoneal), de acordo com protocolo padréao
adotado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Evangélica de Goias. Para verificar a profundidade da anestesia, foi realizados
testes de reflexo para identificar a presenca ou a auséncia de determinados
sinais, como reflexo da cauda, reflexo palpebral e corneal e as alteracbes das
frequéncias cardiaca e respiratoria, que apresentam alteracbes de acordo com

os planos anestésicos atingidos.

Apoés a confirmacao da anestesia e sem qualquer presenca de reflexo de dor,
os ratos foram eutanasiados por overdose de anestésico, utilizando o triplo da
dose recomendada de acordo com o peso corporal de cada animal. Apds a
realizacdo da overdose dos animais com xilazina e cetamina, eles foram
colocados em decubito dorsal em uma mesa cirdrgica e seus membros foram

fixados, deixando a cavidade toracica exposta.



ApoOs a fixagdo, foi utilizado um bisturi para realizar uma incisdo da parte
superior do térax até o abdémen do animal, permitindo a visualizacao da caixa
toracica. Em seguida, a caixa toracica foi rebatida e foram perfundidos através
do ventriculo direito com uma solucdo tampédo de fosfato (PBS) contendo 50
U/ml heparina e 1ug/ml de nitroprussiato de sodio (Sigma Chemical Co., St.
Louis, MO, USA) para evitar formacdo de coagulos sanguineos. Em seguida, o
bloco cardiorrespiratorio foi coletado e dissecado para a remoc¢édo do eséfago,

tecidos linfaticos conjuntivos e anexos.

4.6 Descelularizacéo dos pulmbes

ApOs o procedimento cirdargico, os pulmdes isolados foram armazenados
a -80° C até que o processo de descelularizacdo fosse iniciado. Os pulmdes
foram, posteriormente, descongelados em banho-maria a 40°C e congelados a
-80° C, seguido por descongelamento. Este processo foi repetido quatro vezes

para aumentar a lise celular e facilitar a sua remocao.

Posteriormente, foi feito um corte na éapice do coracdo visando a
facilitacdo na introducdo de uma canula através da artéria pulmonar até o
ventriculo direito. ApOs a canulagcdo da traqueia e da artéria pulmonar, estas
foram conectadas ao sistema experimental, sendo seguidos 3 protocolos

distintos para a descelularizagéo.

Em todos os 3 protocolos a traqueia canulada foi conectada a um
gerador de fluxo continuo de presséo positiva nas vias aéreas (CPAP) para
fornecer uma pressao traqueal (transpulmonar) de 10 cmH20 insuflando os
pulmbBes a um volume fisiolégico e evitando atelectasias. O protocolo de

descelularizacéo dos pulmdes esta descrito na Figura 2.

Protocolo 1: foram utilizados meios descelularizantes perfundidos através da
artéria pulmonar, com uma pressao constante de PPA=10 cmH20, inicialmente
com PBS, uma vez, durante 30 minutos, seguido de 1% de SDS, durante 210

min e finalmente nova perfusdo com PBS durante 30 minutos.
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Protocolo 2: foram aplicados meios descelularizantes, perfundidos através da
artéria pulmonar, com uma pressao constante de PPA=10 cmH20O, inicialmente
perfundidos com PBS, uma vez, durante 30 minutos, seguido de perfusdo a 1%
de Triton X-100, durante 210 min e finalmente nova perfusdo com PBS durante

30 minutos.

Protocolo 3: foram utilizados meios descelularizantes, perfundidos através da
artéria pulmonar, com uma pressao constante de PPA=10 cmH20, inicialmente
com PBS, uma vez, durante 30 minutos, seguidos de perfusdao com 1% de
SDS

+ 1% de Triton X — 100 durante 180 min e finalmente perfusdo com PBS

durante 30 minutos.

Durante a realizagcéo dos protocolos, foi cronometrado o tempo que cada
pulmdo levaria para adquirir um aspecto translicido e uma coloracéao

esbranquicada.

¢ Cetamina/Xilaniza
e Overdose de anestésico

Anestesia

® Remocao do bloco cardiorrespiratdrio
¢ Dissecacdo para limpeza do material

e Canulacao da traqueia + CPAP 10cmH20
e Canulacdo da artéria pulmonar + Fluxo constante PPA=10 cmH20

Descelularizagdo

J

e Protocolo 1: PBS 30 Min, SDS 1% 210 min e PBS 30 min
e Protocolo 2: PBS 30 Min, Triton X-100 1% 210 min e PBS 30 min

Zel6llsl o Protocolo 3: PBS 30 Min, SDS 1% + Triton X-100 180 min e PBS 30 min

~

J

Imagem 2: Fluxograma com as metodologias do estudo.
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5.Resultados

Em relacdo aos resultados deste estudo, na realizacdo do protocolo 1, a
artéria pulmonar foi canulada e conectada ao sistema de perfusdo com os
detergentes bioldgicos a uma presséo constante de PPA = 10 cmH20. Foram
utilizados os meios descelularizantes PBS 1x durante 30 minutos, em
sequéncia 1% de SDS durante 210 min e por ultimo uma perfusdo de PBS por
30 minutos. Logo nos primeiros minutos da primeira perfusdo com PBS, foi
possivel observar os pulmdes totalmente expandidos e apresentando uma

coloracéo esbranquicada a partir de 30 minutos.

Ha medida que a perfusédo de SDS ia ocorrendo os pulmdes adquirindo
um aspecto translucido até que no final do processo os 0rgaos atingiram uma
coloracdo esbranquicada, aspecto transparente e estruturas macroscopicas

preservadas, indicando remocg&o celular.

Para a realizacdo do protocolo 2, a artéria pulmonar foi canulada e
conectada ao sistema de perfusdo ha uma pressao constante de PPA = 10
cmH20 e em seguida iniciado o processo de descelularizagdo com 0s meios
descelularizantes PBS 1x, durante 30 minutos, 1% de Triton X-100, durante
210 min e finalmente PBS por 30 minutos. Foram percebidos aspectos
semelhantes ao protocolo 1, com um pulmdo mais volumoso, adquirindo uma
coloracdo esbranquicada com a perfusdo do PBS e ao final do processo um
aspecto translucido muito semelhante aos 6rgados descelularizados com o

protocolo 1.

Para a realizacdo do protocolo 3 foi seguido um roteiro semelhante aos
protocolos descritos anteriormente. Apds a canulacdo da artéria pulmonar, os
orgaos foram conectados ao sistema de perfusdo, hd uma pressao constante
de PPA = 10 cmH20 e em seguida perfundidos com o0s meios
descelularizantes, PBS 1x, durante 30 minutos, 1% de SDS e 1% de Triton X-
100, durante 210 min e PBS durante 30 minutos. Apos a perfusdo de todos os
detergentes biologicos 0s 0Orgdos atingiram a coloragdo esbranquicada e
aspecto transparente em menor tempo quando comparado com 0S outros

protocolos.
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No desenvolvimento dos protocolos 1 e 2 onde foram utilizados o SDS e

Triton X-100 respectivamente, foi possivel obter pulmdes descelularizados em

270 minutos de procedimento, enquanto no protocolo 3, onde foi utilizado o

SDS combinado com o Triton X-100 os pulmdes foram descelularizados em

menor periodo, totalizando um tempo de 240 minutos (Quadro 1).

Pressao positiva Presséo Agentes quimicos Tempo
(CPAP)
Protocolo 1 10 cmH20 PPA=10 SDS 1% 270 Min
cmH20
Protocolo 2 10 cmH20 PPA=10 Triton X-100 1% 270 Min
cmH20
Protocolo 3 10 cmH20 PPA=10 SDS 1% + Triton X- 240 Min
cmH20 100 1%

Quadro 2: Descricdo dos protocolos utilizados para a descelularizacéo

Figura 3. P1. Descelulariza¢éo de pulméao de Rattus norvegicus utilizando SDS.
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Figura 4. P2. Descelularizacdo de pulm&o de Rattus norvegicus utilizando Triton
X-100.

Figura 5. P3. Descelularizacdo de pulmdo de Rattus norvegicus utilizando SDS +
Triton X-100.

6. Discussao

Com os resultados obtidos neste estudo experimental, pode-se observar
gue independente do protocolo utilizado, a descelularizagdo pulmonar via
vascular e com pressao constante via traquea, € um excelente método para se
obter um scaffold em um curto periodo, além de manter suas estruturas

anatbmicas preservadas.
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Os resultados de Girard e colaboradores (2013) mostram que é possivel
obter um scaffold ideal para ser submetido ao processo de recelularizacao
utilizando um protocolo com pressao constante de 30 cmH20, com SDS a uma
concentracdo de 0,1% com o auxilio de um biorreator. Foi observado pelos
autores que o scaffold apesar de sofrer degradacdes devido ao alto fluxo
utilizado, ficou totalmente livre de ndcleos celulares e reteve as principais
proteinas da MEC, possibilitando o cultivo de células C-10-GFP. Entretanto, o
processo de descelularizacdo levou 1230 minutos para ser realizado, diferente

deste que necessitou de 240 minutos com uma pressao constante menor.

O estudo realizado em 2016 por Wang e colaboradores comparou a
eficacia entre a descelularizagéo via traqueal e arterial. Os resultados mostram
qgue utilizando um protocolo quimico de Triton X-100 1% e SDS 0,8% foi
possivel obter scaffolds descelularizados, tanto utilizando as vias aéreas como
a artéria pulmonar. Entretanto, foi observado que a descelularizacdo via
traqueia danificou as estruturas das vias aéreas e a arquitetura dos alvéolos,
enquanto o protocolo via vascular manteve essas estruturas preservadas. Em
relacdo a preservacdo das proteinas presentes na MEC pulmonar, foi
observado que ambos os protocolos foram capazes de reter esses
componentes, no entanto a eficiéncia da remocdo de DNA foi maior no

protocolo que utilizou a descelularizagcéo via arterial.

Um modelo alternativo de descelularizacdo semelhante ao utilizado
neste estudo é visto no trabalho de Tsuchiya et al, 2016. Foi comparada a
obtencao de scaffolds pela via arterial e via aérea, onde o detergente CHAPS
foi infundido usando pressdo negativa e pressdo expiratoria final positiva,
dentro de um biorreator com um volume de 10cc para cada inspiracdo. Os
resultados mostram que o processo de descelularizacédo através da via aérea
apesar de ser mais eficaz na remocdo do DNA e conservar maior quantidade
de coladgeno, causa uma reducdo de GAGS, fibras elasticas, proteoglicanos e
lamininas. J4 no protocolo utilizando a via arterial é observado que ha uma
retencdo maior das proteinas presentes na MEC, porém ndo foi tdo eficaz na

remocao do DNA.
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No trabalho de Urbano e colaboradores em 2017 foi feito uma
comparacao entre dois protocolos de descelularizagdo, avaliando as
propriedades mecéanicas do pulmédo descelularizado. Tanto o scaffold obtido
pela perfusao via traqueal, quanto o obtido por via arterial, obtiveram resultados
semelhantes em relacdo ao comportamento das propriedades mecéanicas do
tecido pulmonar. Os resultados mostram também que o protocolo de
descelularizacdo via traqueal foi mais eficaz em relagdo a remocédo de DNA

comparado com o via artéria pulmonar.

Em um trabalho de Palma e colaboradores, realizado em 2016, pulmdes
foram descelularizados pela artéria pulmonar com um fluxo variando de 5 a 30
cmH20. Os resultados mostraram que a resisténcia vascular dos pulmdes
descelularizados diminuem de 6 a 7 cmH20 min/ml para 3 cmH20 min/ml em
resposta a um aumento da pressao arterial pulmonar de 5 para 20 cmH20,

mantendo-se estavel em até 30 cmH20 no sistema arterial pulmonar.

De acordo com os resultados deste estudo e dos estudos citados
anteriormente, percebe-se que o meétodo de descelularizacdo utilizando a
ventilacdo das vias aéreas combinado com a perfusdo via vascular é uma
alternativa eficaz que otimiza o processo, se assemelhando com a fisiologia do
pulmédo. Quando comparados os resultados deste estudo com os de Girard e
colaboradores (2013) pode-se perceber que é possivel obter um scaffold em
menor tempo e com uma pressdo constante menor, causando menor

degradacao das microestruturas pulmonares.

Os trabalhos de Wang (2016) e Tsuchiya (2016) apresentam resultados
diferentes quando se compara a preservacdo das proteinas da MEC. O
trabalho de Palma e colaboradores 2016 e Urbano e colaboradores 2017,
mostram que tanto a descelularizacdo via traqueal quanto a via arterial ndo
apresentam diferencas entre as propriedades mecanicas do pulmao.
Entretanto, o fluxo de infusdo de reagentes pela artéria pulmonar, afeta

diretamente a resisténcia vascular de pulmdes descelularizados.

16



Wang obteve melhores resultados utilizando a combinagéo de Triton X-
100 e SDS perfundidos através da artéria pulmonar, além de conseguir uma
melhor preservacgao das estruturas quando comparada com a descelularizacao
pela traqueia. Apesar de que neste estudo ndo foram feitas andlises sobre a
retencdo das proteinas da MEC, o protocolo de Triton X-100 e SDS semelhante

ao de Wang pode descelularizar um érgdo com uma velocidade maior.

Os detergentes quimicos utilizados nos processos de descelularizagéo,
devem estar em concentracdes baixas para nao danificarem as microestruturas
pulmonares e reterem o maximo de proteinas possiveis. Entretanto, mesmo em
baixas concentracbes essas degradacdes podem ocorrer. Neste sentido,
alguns autores propuseram metodos alternativos para descelularizacao
utilizando detergentes naturais, que sS40 menos agressivos que 0S comumente

utilizados.

No trabalho de Obata e colaboradores realizado em 2019, foi feito uma
comparacao entre um protocolo utilizando laurato de potassio (LP) e um
protocolo utilizando o SDS. Os resultados indicaram que o protocolo utilizando
LP obteve um scaffold com menores danos nas microestruturas pulmonares
guando comparado com o protocolo que utilizou o SDS. Além disso, foi
constatado que ao transplantar o pulméo descelularizado com LP, as reacfes

biologicas do sistema imunoldgico foram minimas.

Um interessante estudo realizado por Jinhui e colaboradores em 2018
mostrou que um protocolo utilizando o Lauril éter sulfato de sédio (SLES) como
detergente alternativo foi capaz de obter um scaffold com uma maior retencéo
de colageno, elastina e glicosaminoglicanos (GAGs), quando comparado com o
pulmdo descelularizado com SDS. Também foi observado uma MEC com
maiores quantidades de proteinas como colageno |, colageno IV, laminina,
fibronectina e elastina no protocolo utilizando SLES. Um dos protocolos deste
estudo utilizando o SDS e Triton X-100 foi capaz de descelularizar os pulmdes

corroborando com outros estudos da literatura.
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O desenvolvimento de novas pesquisas utilizando detergentes
alternativos com composi¢fes quimicas menos agressivas, podem ser uma
excelente alternativa para a otimizacado do processo de descelularizacdo. De
acordo com o estado da arte, percebe-se que estudos complementares devem

ser realizados para analisar a viabilidade dessas novas op¢oes.

7.Conclusao

Com a realizacdo deste estudo, pode-se concluir que os trés protocolos
utilizados foram capazes de obter um scaffold com aspecto translicido e de
coloracdo esbranquicada. Entretanto, o protocolo 3 onde foi utilizado SDS +
Triton X-100, foi capaz de descelularizar os pulmdes de Rattus norvergicus em
um menor tempo quando comparado aos dois outros protocolos testados. De
acordo com os resultados deste estudo pode-se afirmar que a combinacao de
diferentes detergentes no processo de descelularizacdo de pulmdes de Rattus
norvegicus, tanto os mais utilizados como os alternativos, podem gerar

resultados que otimizem o processo de descelularizacao.
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