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RESUMO

MION, W. Descelularizacédo de traqueia suina utilizando equipamento multifuncional. 97
p. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Fisica de S&o Carlos, Universidade de S&o
Paulo, S&o Carlos, 2020.

Problemas traqueais oriundos de estenoses adquiridas ou congénitas, processos traumaticos,
cancer e infeccdo continuam sendo um grande problema para medicina. A producdo de 6rgaos
descelularizados por bioengenharia tecidual e Medicina Regenerativa vém crescendo como
uma tentativa de solucionar esta problematica. O objetivo desta pesquisa foi elaborar um
equipamento multifuncional para realizacdo de todos os processos de descelularizagdo com
intuito de garantir arcaboucos com padrdes de qualidade aceitaveis e reprodutiveis, quanto as
caracteristicas mecanicas e fisico-quimicas, para futura semeadura de células e implante.
Foram realizados 9 protocolos de descelularizacdo em traqueias de suinos (Large White) com
15 cm dos quais 4 cm foram reservados como grupo controle. Os grupos foram divididos
segundo exposicdo ou ndo a luz LED (450nm + 20nm - 90 J/cm?), com tratamento ou n&o de
Photodithazine (PDZ) (5ug/ml ou 20ug/ml), submetidos a 1 ciclo (24hs) ou 2 ciclos (48hs) de
descelularizagdo. Todos grupos foram submetidos a tratamento com detergente idnico (SDS a
4%) e ultrassom (52kHz) durante os ciclos. Os resultados com 48 horas foram superiores aos
de 24 horas. A associacdo da acdo luz com tratamento de PDZ, em 1 ciclo, ndo foi superior ao
emprego apenas do fotossensibilizador sendo que ambos os testes tiveram valores similares
quanto a reducdo do DNA no tecido traqueal, 61,3 e 60,81%. O mesmo foi evidenciado com 2
ciclos, reducdo de DNA de 76,79% para associagdo da acdo da luz com tratamento de PDZ e
somente tratamento de PDZ, com redugdo em 70,67%. O tratamento com PDZ a 20 pg/ml,
com 1 ciclo, apresentou resultados mais expressivos com queda de 75,09% de DNA. Com isto
inferimos que o fotossensibilizador possui papel determinante na descelularizacdo celular com
carater dose dependente. N&o observamos em nenhum protocolo diferenga na concentracdo de
colageno e glicosaminoglicanos, alem dos grupos manterem as propriedades biomecéanicas. O
equipamento multifuncional se mostrou eficaz, com ensaios reprodutiveis para a
descelularizagdo de traqueias suinas, como modelo para traqueias humanas, sendo que a
associacdo de processos fisicos e quimicos despontam como melhores opcdes para a producao

de tecidos descelularizados.

Palavras-chave: Traqueia. Descelularizagdo. Equipamento multifuncional. Photodithazine.






ABSTRACT

MION, W. Decellularization of swine trachea using multifunctional equipment. 97 p. Ph
D. Thesis (Doctor in Sciences) - Sdo Carlos Institute of Physics, University of Sdo Paulo, S&o
Carlos, 2020.

Tracheal problems originated from congenital or acquired stenosis, traumatic processes,
cancers, or infections are still a major issue for medical care. The production of decellularized
organs by biotechnical engineering and regenerative medicine has been growing as an attempt
to solve this problem. The goal of this study was to develop multifunctional equipment for the
performance of all the decellularization processes while assuring acceptable and reproducible
quality standards, regarding the mechanical and physical-chemical characteristics, for future
cell planting and implants. Nine decellularization protocols were carried out on 15 cm swine
trachea (Large White) of which 4 cm were reserved for control. The groups were divided
according to exposure or non-exposure to LED light (450 nm = 20 nm — 90 J / cm2), with or
without treatment or without photodithazine (PDZ) (5 ug / ml or 20 pg / ml), with 1 cycle (24
hours) or 2 cycles (48 hours) of decellularization. All groups underwent treatment with ionic
detergent (4% SDS) and ultrasound (52kHz) during the cycles. Results at 48 hours were
superior in comparison with 24 hours. The association with the action of the light with PDZ
treatment in one cycle was not superior to the use of only photosensitization, while both tests
had similar values in terms of DNA reduction in tracheal tissue, 61.3 and 60.81%. The same
was evidenced for two cycles: DNA reduction of 76.79% for the association of the action of
light with PDZ treatment and a reduction of 70.67% for the use of only PDZ. Treatment with
PDZ at 20 pg / ml, with 1 cycle, showed more expressive results with a 75.09% decrease of
DNA. Thus, it can be inferred that the photosensitizer has a determining role in cell
decellularization with dose-dependent features. It could be observed no protocol difference in
the concentration of glycosaminoglycan, despite the maintenance of the biomechanical
properties in the groups. The multifunctional equipment proved to be effective, with
reproducible tests for the decellularization of swine trachea, as a plausible model for human
trachea with an association of physical and chemical processes emerging as good options for

the production of decellularized tissues.

Keywords: Trachea. Decellularization. Multifunctional equipment. Photoditazine.
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1 INTRODUCAO

A busca por alternativas na reparacgdo ou transplantes traqueais séo assuntos debatidos
pelo meio clinico e cientifico, mas sem solucdo definitiva. A engenharia de tecidos surgiu
como alternativa na tentativa de solucionar a necessidade de substitutos para transplantes. As
buscas por solucbes motivam inGmeras pesquisas como exemplificada no grafico 1 -
embasado em levantamento bibliografico em base de dados eletrénicas PUBMED/MEDLINE
consultadas, retrospectivamente, de 1947 até 2019. Para efetuar esta fase de revisdo
bibliografica foram utilizados os termos: reconstrucdo traqueal, transplante de traqueia,
engenharia de tecidos, descelularizacdo e automacéo para equipamentos de descelularizagéo,
sem restricdo de linguas.

Foi possivel estabelecer um panorama sobre o interesse na terapia traqueal. Durante 0s
primeiros 40 anos praticamente ndao houve mudanca significativa no nimero de pesquisas
abordando o assunto. Os trabalhos publicados envolviam as primeiras tentativas de
transplante e reconstrucdo traqueal. Somente a partir de 1985 identifica-se um expressivo
aumento de pesquisas sobre estes temas. Em meados de 1996 iniciaram as pesquisas
envolvendo bioengenharia de tecidos e descelularizacdo. Mas, é a partir de 2010 que ocorre
uma extraordinaria alteracdo do quadro onde a técnica de descelularizacdo tecidual se torna o
tema com maior destaque nas pesquisas, com producdo de mais de 350 artigos cientificos
somente nos Ultimos 7 anos, mais que o dobro das pesquisas envolvendo os demais assuntos.
Novamente, a descelularizacdo mostra-se uma possibilidade real e alcancavel na busca pela
reconstrucdo ou substituicdo de 6rgdos. Neste ambito, as dificuldades encontradas para
estabelecer um protocolo de descelularizacdo eficaz esbarram em custo elevado, longos
periodos de manipulacdo para producdo dos Scaffolds (arcaboucos) e dificuldade na
reprodutibilidade dos protocolos. Isto pode ser sanado com a automacdo da descelularizacéo.
A descelularizacdo, a exemplo do que aconteceu com os laboratérios de hematologia,
praticamente automatizados em 100%, se beneficiam da diminuicdo do tempo de
manipulacdo, com o aumento da confiabilidade e rastreabilidade dos exames e de forma mais

expressiva ainda, com a diminuicdo do erro humano.*
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Traqueia

A traquéia é uma das estruturas constituintes do sistema respiratorio permitindo a
passagem de ar entre as vias aéreas superior e inferior além de participar da regulagem do
aquecimento, umidificacao e limpeza do ar inspirado.>’

A traqueia humana possui entre 11-12 cm de comprimento e entre 2-2,5 cm de
didmetro em adultos, constituida por anéis de cartilagem hialina incompletos em forma de C
que proporcionam rigidez suficiente para o impedimento do colapso do 6rgdo durante a
respiracdo. Esses anéis sdo ligados entre si por um tecido conjuntivo fibroelastico, que
promove flexibilidade & traqueia e permite seu alongamento durante a inspiracdo.® As
extremidades desses anéis sdo unidas por masculo liso capaz de diminuir o didmetro da luz
traqueal por meio de contragdes, auxiliando o deslocamento de particulas estranhas e muco
durante a tosse.*?

Esse conjunto de cartilagem, tecido de revestimento, tecido conjuntivo e musculo
permite responder aos mecanismos de estresse que envolvem a respiracdo, a degluticdo, a

gravidade e impactos.’

Musculo traqueal
Ligamento —
anular ) Esdfago
Cartilagem
traqueal

Tanuee A Traqueia

Fres TS

VTR L

Ly

Corte Transversal do
anel de hialina

Figura 1 — Traqueia seccionada horizontalmente
Fonte: Adaptada de https://br.depositphotos.com/60816665/stock-illustration-anatomy-of-the-trachea.html

A traqueia apresenta um epitélio respiratério composto por diferentes células:
pseudoestratificadas cilindricas ciliadas, calciformes, basais, serosas e neuroenddcrinas que
sdo responsaveis pela lubrificacdo, retencdo e limpeza de impurezas, monitoramento de

oxigénio e didxido de carbono e reposicao celular.>®


https://br.depositphotos.com/60816665/stock-illustration-anatomy-of-the-trachea.html
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A lamina propria é formada por um tecido conjuntivo frouxo subepitelial e feixes de

fibras elasticas (tecido fibroelastico) que contém ductos que conduzem o muco a luz traqueal,

além de conter nédulos linfticos, vasos sanguineos, glandulas mucosas e seromucosas.**°

Membrana
Basal

A Célula Caliciforme
' Célula Ciliada

Célula Basal

Lumen

-
*$ CélulaMuscular

8 Célula Serosa
A Célula Neuroenddcrinas

Ducto

Figura 2- Composigao celular do epitélio traqueal humano
Fonte: Adaptada de HAYKAL S.’

2.2 Matriz extracelular

Os orgdos e tecidos possuem uma composicao heterogénea entre células, as unidades
funcionais dos organismos, e componentes acelulares, denominada de matriz extracelular
(MEC).>*

A composicdo estrutural da MEC, em sua maioria, € integrada por proteina,
polissacarideos e a&gua. A MEC apresenta uma especificidade estrutural, bioquimica e
biofisica adequadas para funcionalidade dos componentes celulares. Além das diversas
caracteristicas mecanicas e bioquimicas, a MEC também promove a manutencdo para
desenvolvimento celular, homeostase, orientacdo, crescimento e migracao celular, através de
receptores, morfogénese e atividade mitética. 5!

A MEC do tecido conjuntivo fibroelastico (TCF), presente na traqueia, desempenha
papel fundamental ao suportar a resisténcia das forcas de compressdo e tensdo.*™® A
resisténcia do TCF é decorrente de um gel amorfo constituido de glicosaminoglicanas,
proteoglicanas e glicoproteinas. As glicosaminoglicanas (GAGs) sdo longas cadeias
polissacaridicas, negativamente carregadas, que tém a capacidade de se ligar a grandes

quantidades de agua tornando a matriz hidratada, o que auxilia na resisténcia a compressao.
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As proteoglicanas sdo macromoléculas que permitem a MEC resistir as forcas de compressao
e auxiliam na migracdo celular. As glicoproteinas permitem as células se fixarem na MEC.>'°

A MEC presente nos anéis de cartilagem hialina, apresenta colageno do tipo Il
associada a glicoproteinas adesivas e proteoglandinas com propriedades bioquimicas e

mecanicas que proporcionam resisténcia as forcas de tenséo e elasticidade do tecido.**

Extracellular matrices

Pericellular matrices

Figura 3 - Viséo geral esquematica da matriz extracelular, seus principais componentes e receptores da superficie
celular.
Fonte: THEOCHARIS."

A resseccdo e reconstrucdo traqueal sdo comumente realizadas em fungdo de uma
estenose traqueal pds-intubacdo, tumor traqueal, estenose laringotraqueal idiopatica e fistula
traqueoesofagica. No entanto, ocorrem complicacbes em aproximadamente 20% dos
pacientes, dos quais metade sdo complicagbes anastomoticas. As complicagfes incluem
formacéo de tecido de granulacdo, reestenose da traquéia, separacdo anastomética e formagdo
de fistula, infeccdo da ferida, edema da laringe e disfungdo glética.™
Apesar de existirem mecanismos de prevencdo das complicacdes, varios fatores

demonstraram influenciar a incidéncia destas. Estes incluem indicacdo tardia para cirurgia,
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historia de antecedentes resseccdo, presenca longa em respiradores além de comorbidades
como a obesidade morbida e uso crénico de corticoides, além do comprimento da traquéia
danificada.

O tratamento da atresia ou estenose traqueal congénita pode ser dificultado pela falta
de tecido suficiente para a reconstrugdo cirurgica, pois 0 comprimento da lesdo da traquéia
pode ser extenso. Nos ultimos 60 anos, vérias tentativas de reconstrucdo traqueal foram
tentadas clinicamente e experimentalmente, incluindo o uso de préteses, autoenxertos,
homoenxertos e aloenxertos. Como proteses foram utilizadas a tela de pol/iuretano Dacron,
politetrafluoretileno, tela de polipropileno, aco, teflon, silicone e até tubos de vidro chegaram
a ser testados. Como biopréteses ja foram utilizadas traquéias de cadaveres, aorta, dura mater,
cartilagem entre outros materiais. Em todos os casos, as complicagdes como como infeccéo,
extrusdo e estenose constituem-se uma dura realidade.’® Em 1994 conseguiu-se sucesso com
substituicao traqueal em cdo, por tubo de Dracon® sendo que no interior houve a aplicacao
e silicone e fibroblastos aut6logos. Isto abriu o desenvolvimento dos dispositivos contendo

células e de protocolos de descelularizagdo de traquéias.’

2.3 Transplante traqueal

A érea médica, nas Gltimas décadas, obteve avangos expressivos em tratamentos de
diversos tipos de doencas. No entanto, lesdes que acometem a traqueia continuam sendo um
desafio para comunidade cientifica.’®*°

Pacientes que apresentam alteracOes traqueais por: estenoses (adquirida ou
congeénitas), queimaduras, traumas ou injurias pos-intubacdo, sdo submetidos a traqueoplastia,
resseccdes de segmentos traqueais e anastomose para reconstrucdo primaria do 6rgao, na
tentativa de restaurar a continuidade do tubo traqueal (figura 4). Contudo, esta técnica se
limita & porcdes lesionadas menores que 50% para adultos e 30% para crianca.”2%%

Patologias que acometem grandes extensdes, como ocorre principalmente em retiradas
de tumores, estenoses e deformidades congénitas da traqueia, impossibilitam o uso da
traqueoplastia, pois ndo ha tecido adjacente suficiente para a realizacdo da anastomose e

deficiéncia da circulagéo arterial.*#*320:26-27
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Figura 4 - Traqueia com estenose que pode ser fechada por ressec¢do traqueal. Patologias complicadas com
comprometimento traqueal acima de 50% do érgéo, necessidade de transplante
Fonte: HONDT.”’

Essas patologias implicam em procedimentos terapéuticos, como terapia endolumial,
2228 o5 quais dependem de vérios procedimentos cirdrgicos, infelizmente, limitados. Pacientes
que recebem a colocacdo de vélvulas e tubos apresentam infeccdes recorrentes.” 2 Contudo, a
correcdo traqueal, independentemente da abordagem ou técnica utilizada, apresenta altas taxas

de complicacdo e frequente morbidade em longo prazo,?***

acarretando elevados custos para
o sistema de saude.*

Ainda ndo esta estabelecida uma terapia definitiva para o tratamento de danos
traqueais extensos.**3* Esse panorama seria diferente se houvesse possibilidade de construcio
de um substituto traqueal que apresentasse as propriedades anatbmicas, fisiologicas e
biomecanicas similares a traqueia nativa.*>*

Diante deste quadro, o transplante traqueal surge como Unica opgao terapéutica para
correcédo de lesdes extensas em traqueias.®” A traqueia é um 6rgdo de dificil substituicdo em
decorréncia de sua pluralidade funcional.*®

Transplantes de 6rgdos podem melhorar a qualidade de vida e prolongar a sobrevida
de muitos pacientes, porém a escassez de doacGes deste 6rgdo e a possibilidade de rejei¢do do
tecido por parte do receptor ainda sio fatores complicantes.'®24%

Os substitutos traqueais podem ser classificados em cinco categorias: materiais

protéticos, tecidos autogenos, tecidos ndo viaveis, transplantes traqueais e engenharia
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tecidual.®#%* Todavia, os quatro primeiros procedimentos utilizando substitutos apresentaram
sucesso limitado, devido as infeccBes bacterianas, inflamacdo, tamanho inadequado,
deficiéncia ou falta de revascularizacdo, epitelizacdo, proliferacdo de tecido de granulacéo,
composicdo ndo efetiva das propriedades fisioldgicas do tecido original e complicacdes
imunolégicas.***? Outro fator limitante em relacéo aos alotransplantes é a falta de doadores,
imunossupresséo dos enxertos e revascularizacio.?* 434

Atualmente, na literatura cientifica ndo ha confirmacdo de um substituto ideal para
realizacdo de transplante traqueal, que apresente as caracteristicas de: rigidez, flexibilidade
longitudinal e transversal, hermético, biocompatibilidade, promova integracdo tecidual, néo-
imunogénico, ndo tdéxico, ndo carcinogénico, resistente a colonizagdo bacteriana e sem
necessidade de imunossupressao 23 de facil implantacdo e promotor da reepitelizacio.*®

Diante deste cenario, a engenharia tecidual surge como nova ferramenta no campo do
transplante e reconstrucdo traqueal. A possibilidade da confeccdo de enxertos funcionais,
adaptados e seguros ao organismo, minimizando a reacdo contra o enxerto, ainda é um desafio

para alcancar o sucesso clinico.?*4°

2.4 Bioengenharia de tecidos

A Bioengenharia de Tecidos (BT) consiste na substituicdo de tecidos ou 6rgéos através

do isolamento e cultivo celular in vitro ou in vivo semeadas em arcaboucos, oriundos de

biomateriais, naturais ou sintéticos, antes do uso em pacientes.’®>*

A obtencdo de arcaboucos sintéticos é relativamente facil,—pois dispensa doadores,
além da possibilidade de quantidade disponivel para o seu uso. Porém, ha dificuldade em
produzir um arcabouco sintético estruturalmente igual ao nativo.” Além disso, arcaboucos

sintéticos promovem maior resposta inflamatéria®***

24,52

quando comparados a arcaboucgos
obtidos por descelularizacao de érgéos e tecidos.

O avanco da bioengenharia de tecidos, através de técnicas de descelularizacdo
combinadas com células tronco, moléculas bioativas e biomateriais surge como novas opg¢des
de tratamento para a reparacdo ou substituicdo de tecidos traqueais danificados, tornando-se
opcdo em potencial.”® A ET esta apoiada em uma triade de conhecimentos interdiciplinares:

Biologia Celular, Biomateriais e Bioquimica (Figura 3),%>>

que permitem o desenvolvimento
de um arcabougo com estruturas biomecanica e bioquimica similares ao tecido in natura

permitindo a ancoragem, orientagdo, regulacéo e desenvolvimento das células.>
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Tipo Procedencia
Células Autologa
Tronco Heterologa
Diferenciadas
Fatores Bioativos
Arcabougos fornecem ‘ permitem a
suporte estrutural e proliferagio
auxiliam na

diferenciacio celular

Bioengenharia

de Tecidos Fatores Bioativos

Arcabouco Citosinas
Biolagicos vs. Sintéticos Arcabougos Fatores de Crescimento
Traqueia Cerimica Fatores Bioativos Hormdnios
Intestino Polimeros f°m;’;;’§:°:om 8 Proteinas Morfogenéticas
Derme Metais desenvolvimento
celular

Figura 5 — Processo da Bioengenharia de Tecidos.
Fonte: Adaptada de LOTT. *°

O uso de matriz extracelular (MEC) de tecido bioldgicos como arcaboucos é cada vez
mais atraente como substituto traqueal. Esta estrutura ndo s6 pode fornecer apoio estrutural,
mas também pode regular o comportamento da adesdo e crescimento celular.®® O uso da
matriz extraceluar descelularizada a partir de tecido doador ja é empregado (Tabela 1) e vem

sendo importante ferramenta na medicina reparadora e de transplanstes.”’
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Tabela 1- Material de origem e forma de produtos comerciais baseados em ECM disponiveis para aplicac6es

terapéuticas

Produto Companhia Material Forma
AlloDerm LifeCell Pele Humana Natural
Axis dermis Mentor Derme Humana Natural
Bard Dermal Allograft ~ C R Bard Derme de Cadaver Humano Natural
CuffPatch Biomet Sports Medicine Submucosa de Intestinal Suina (SIS)  Reticulado
DuraADAPT Pegasus Biologicals Pericardio Equino Reticulado
Dura-Guard Synovis Surgical Pericéardio Bovino Reticulado
Durasis Cook Medical Submucosa Intestinal Suina (SIS) Natural
Durepair TEI Biosciences/Medtronic Pele de feto Bovino Natural
FasLata C R Bard Fascia lata de Cadaver Natural
Graft Jacket Wright Medical Tech Derme Humana Natural
Oasis Cook Biotech/Healthpoint Submucosa Intestinal Suina (SIS) Natural
OrthADAPT Pegasus Biologicals Pericardio Equino Reticulado
Pelvicol C R Bard Derme Suina Reticulado
Peri-Guard Synovis Surgical Innovations Pericéardio Bovino Reticulado
Permacol Covidien Pele Suina Reticulado
PriMatrix TEI Biosciences Pele de feto Bovino Natural
Restore DePuy Submucosa Intestinal Suina (SIS) Natural
SurgiMend TEI Biosciences Pele de feto Bovino Natural
Surgisis Cook Medical Submucosa Intestinal Suina (SIS) Natural
Suspend Mentor Human fascia lata Natural
TissueMend TEI Biosciences Pele de feto Bovino Natural
Veritas Synovis Surgical Innovations Pericardio Bovino Reticulado
Xenform TEI Biosciences/Boston Scientific  Pele de feto Bovino Natural

Fonte: Adptada de KEANE.>®

2.5 Descelularizacéo

A descelularizacdo € o processo de remocdo das células do tecido, resultando em um

scaffold (arcabouco) de MEC inerte do ponto de vista imunolégico, estavel estruturalmente e

apto para implantagéo de células "in vitro" ou “in vivo" do préprio receptor.>

O uso de arcaboucos naturais proporciona beneficios bioldgicos, pois permitem

melhor e maior interagdo com tecidos adjacentes, no entanto, a preparacdo deste biomaterial

deve ser feita com critérios bem delineados a fim de garantir um arcabougo que promova a

menor antigenicidade ao hospedeiro.>”**®* O processo de descelularizagdo deve retirar

materiais celulares, nucleares e proteinas imunologicamente ativas que podem promover

reacOes imunes adversas, preservando as propriedades biomecanicas da MEC e o0s

proteoglicanos, responsaveis pela ancoragem das células na rescelularizacdo, e facilitando

atividades bioldgicas, como angiogenese.

24,39,58,62-65
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Ultimamente os protocolos de descelularizacdo utilizam conjuntamente processos
fisicos, quimicos e enzimaticos na tentativa de minimizar danos na composicéo da MEC.%%%®

A eficacia dos agentes descelularizantes e protocolos de descelularizacdo dependem
dos fatores e aspectos do tecido, incluindo celularidade, rigidez, densidade e espessura da
MEC do tecido.®

Na abordagem dos produtos quimicos identifica-se 0 uso de detergentes idnicos e néo-
ibnicos ou enzimas que permitem a solubilizacdo das membranas celulares e dissociam as
moléculas de DNA. Porém, esses materiais também podem lesar as proteinas da MEC. E
importante ressaltar que a remocao residual destes produtos apds o tratamento é fundamental,
visto que podem promover citoxicidade e afetar o processo de recelularizacdo da MEC
posteriormente.®®

Os detergentes i6nicos e ndo-idnicos sdo utilizados amplamente nos protocolos de
descelularizacdo de traqueias, valvulas cardiacas, vasos sanguineos, etc, devido aos seus
efeitos relativamente suaves nas estruturas da MEC.%*™ Esses detergentes rompem as
interacdes lipidio-lipidio e lipidio-proteina, mas nédo alteram a conformacéo funcional porque
mantém as interacdes proteina-proteina dos tecidos intactas.®” Atualmente os detergentes mais
utilizados sdo o Deoxicolato de Sddio (DS), Triton X-200 e Dodecil Sulfato de Sodio (SDS),
pois possuem alta eficiéncia na lise celular, facil remocdo e manipulacdo.®®’®"? Defrontando
0s detergentes utilizados, o SDS proporciona maior lise em membranas celulares e de
proteinas citoplasmaticas.®®"

As técnicas enzimaticas de descelularizacdo incluem o uso da digestdo de proteases e
nucleases. A tripsina € a enzima mais utilizada nos protocolos de descelularizacdo, ja que €
altamente especifica. As endonucleases catalisam a hidrélise das ligagdes interiores das
cadeias de ribonucleotideo e desoxiribunucleotideo, enquanto as exonucleases catalisam a
hidrolise das ligacdes terminais dessas cadeias levando a degradacdo do RNA e do DNA. Os
métodos enzimaticos de descelularizacdo provocam um efeito adverso nos componentes da
MEC.**" O tratamento prolongado com tripsina/EDTA reduz o contetido de laminina e
fibronectina, mas ndo afeta a quantidade de colageno.®”®°

Os métodos fisicos rompem as membranas celulares, facilitando o processo
subsequente de lavagem para remoc¢do dos materiais intracelulares, porém sdo incapazes de
descelularizar um tecido completamente. Ainda, sua combinagdo com outras técnicas permite
melhorias na descelularizacdo.” Os métodos fisicos incluem desde congelamento, pressdo

direta, sonicacao, agitacdo " e acdo da luz.™
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O processo de congelamento/descongelamento promove a formacao de cristais de gelo
intracelulares permitindo o rompimento da membrana da célula e liberagdo de seu conteudo
interno. Um uUnico processo de congelamento/descongelamento é capaz de reduzir a resposta
imune sem afetar drasticamente as proteinas da MEC. Porém, apds a aplicacdo desse método
se faz necessaria a remocao dos materiais celulares.®”

A agitacdo mecanica e a sonicagcdo devem ser utilizadas simultaneamente com
tratamentos quimicos pois auxiliam a lise e a remocéo dos debris celulares.>* ®

A acdo do ultrassom pode promover lise da membrana celular atraveés do processo de
cavitacdo’® ou pode induzir efeitos celulares subliticos oriundos de pequenas rupturas
transitorias promovidas pelas ondas de choque alterando a permeabilidade, adesdo e
morfologia da membrana celular.”®® Estes efeitos subliticos podem tardiamente resultar em
lise celular.*® Hung et al., 2013, confirmaram a importancia da sonicacdo por ultrassom na
descelularizacédo de laringes, todavia eles também notificaram que exposicdo prolongada pode
afetar a MEC. Keane et al., 2012, observaram que a agitacdo mecanica ¢ um fator importante
para dissociacdo do DNA e da retirada de ceélulas lisadas. Os tipos de procedimentos
mecanicos e volume de reagentes devem ser empregados dependendo da composi¢do, volume
e densidade do tecido.®* Tecidos mais densos e espessos como traqueias necessitam de
protocolos mais extensos de descelularizacéo que podem variar de dias até meses.®

Pesquisas inferem que biomateriais ndo sdo somente estruturas fixas que recebem
células, mas sdo materiais que interagem dinamicamente com o microambiente tecidual. Esta
interacdo dependerd muito da quantidade de residuos que os diferentes polimeros possam
apresentar assim como 0s biomateriais biol6gicos, que usam produtos quimicos nos diferentes
protocolos de decelularizag&o.®

Dentro deste panorama surge a fotdnica como alternativa de uso, inclusive na
fabricacdo de oOrgaos sélidos para uso em laboratorio. O potencial fotobiomulador do LED
(Light Emitting Diode) e do LASER (sigla inglesa para Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation ) de baixa intensidade est&o relacionados com o tipo e metabolismo das
células irradiadas e a parametros fisicos como: fluéncia (dose), poténcia (quantidade de
energia transmitida), densidade de energia (irradiancia), tempo de exposi¢do e comprimento
de onda.?*®

Moore et al., 2005, observaram que ceélulas endoteliais e fibroblasticas com uma
mesma irradiancia e dose, mas com diferentes comprimentos de onda apresentaram resultados
distintos em relacdo a proliferagdo celular. Com comprimento de onda de 630 nm eles

obtiveram um efeito bioestimulador enquanto com 450 nm o efeito foi bioinibidor para o


https://pt.wikipedia.org/wiki/L%C3%ADngua_inglesa
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crescimento celular. O efeito bionibidor da luz com 450 nm de comprimento de onda aumenta
0 interesse na terapia antineoplésica e na reducdo do desenvolvimento de tumores de pele em
modelo experimental.®®* Estudos evidenciam sua capacidade de interromper a mitose,
promover a ativacdo de fatores de apoptose, dano mitocondrial direto e promover danos ao
DNA em tumores.*>** Seus efeitos biolégicos sido promovidos por fotoreducéo de porfirinas
enddgenas, citocromos mitocondriais e flavoproteinas que traduzem os efeitos da luz e geram
espécies reativas de oxigénio ROS (do inglés, reactive oxygen species) que, dependendo dos
niveis, pode mediar a morte celular ou desfigurar as estruturas da membrana celular.%®’
Evaristo et al., 2014, observaram que traqueias expostas a dose de 90J/cm® e
comprimento de onda de 475nm conjuntamente com um protocolo de descelularizagédo
apresentaram resultados promissores. Com isto, os autores propuseram a inclusdo dos efeitos
bioinibidores da luz em protocolos ja estabelecidos para potencializar a descelularizacdo do
tecido e reduzir o tempo para obtencdo de aracaboucos prontos para receber células

provenientes de culturas in vitro.

2.6 Efeito Fotodinamico

Moléculas de agentes quimicos fotossensiveis, denominadas fotossensibilizadores
(FS), podem inter-relacionar-se com a luz gerando espécies de oxigénios reativos e radicais

livres. Atualmente o efeito fotodindmico é empregado no processo de descontaminacdo de

ambientes, superficies,*®"% 101-102

103-106

produtos alimenticios, &gua, agentes patogénicos em

hemocomponentes e principalmente na terapia fotodindmica (do termo em inglés,
Photodynamic Therapy — PDT) para o combate do cancer, infeccées bacterianas e fingica.’*”
115

O efeito fotodinamico € explicado por dois mecanismos de reacdes distintas nomeadas

de tipo I e tipo Il. Esquematizado pelo Diagrama de energia de Perrin-Jablonski na figura 6.
116-118



32

A Estado excitado B
singleto
Estado excitado
tripleto |
T

Fosforescéncia

Energia potencial

Distancia interatémica

Figura 6 — Diagrama de energia de Perrin-Jablonski mostrando a absorcdo do fotdo de luz (hn) promovendo a
excitacdo eletronica para o estado Singleto (S1) ou Tripleto (T1) promovendo as reagdes do tipo | e
tipo I1.

Fonte: Adaptada de CELLI;*® DAI. %

Os FS em seu estado fundamental possuem pares de elétrons com spins opostos que 0
mantém estaveis. A absorcdo de quantidades adequadas de fétons de luz com comprimento de
onda especifico conduz a transi¢do destes elétrons do seu estado fundamental (estado com
menor energia) para um estado instavel e com maior nivel de energia (estado singleto (S))). O
decaimento do estado singleto para o estado fundamental € feito com liberacdo da energia
através de dois tipos de processos: radioativo, com emissdo de luz (fluorescéncia) ou néao
radioativo, por relaxamento vibracional.*#*

No processo radioativo a transicdo energética do estado singleto para o estado
fundamental ocorre de forma direta liberando a energia absorvida através de fluorescéncia.
Neste processo ndo ocorre a reacdo fotodindmica, contudo, esta propriedade do FS torna-o
iminentemente atraente para diagnésticos por imagens.™® 12212,

No processo ndo radioativo ocorre um relaxamento vibracional permitindo transigdes
intermediarias de energia do estado singleto para tripleto excitado e posteriormente para o
estado tripleto mais estavel, através da inversdo dos spins entre cruzamento intersistema de
energia. Neste processo de decaimento energético pode ocorrer perda de calor, emissédo de
fosforescéncia ou transmissdo de energia promovendo reacfes do tipo | e Il presentes no

efeito fotodinamico.*?*%
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A reagdo do tipo | envolve a interagdo dos FS no estado tripleto excitado como
substrato/solvente celulares promovendo a formacéao de radicais pela transferéncia de elétrons
para 0 oxigénio permitindo a formacdo de radicais superdxidos (*O), radicais hidroxilas
(*OH) e peréxido de hidrogénio H,0, ™’ Vale advertir que o peréxido de hidrogénio é viavel
por longos periodos podendo atravessar a membrana celular e causar danos nos

compartimentos que o alojam,128'133

-
O2 - *0O2-
+2H"

*O2- + *0O2 - H202 + O2

‘O2- + HO - 02 + OH- + *OH

Figura 7 - Reac6es envolvidas no mecanismo do tipo I.
Fonte: CAVALCANTE.™

A reacdo do tipo Il envolve a transferéncia de energia direta do fotossensibilizador no
estado tripleto excitado para o oxigénio molecular (estado fundamental tripleto)
transformando-o em um oxigénio singleto.'?!¥1%13% o oxigénio singleto é altamente
reativo, considerado principal promotor de dano intracelular.**™*" Ao contrério do peréxido
de hidrogénio, o oxigénio singleto possui tempo de vida e raio de acdo muito pequeno. Esta
caracteristica é fundamental para o efeito fotodinamico, pois sua atuacdo fica restrita a area de

sua formaggo. 13313138

Isg - Isp;* - 3sp°

381° + 02 = ISp + 10p

Figura 8 - Reac6es envolvidas no mecanismo do tipo I1.
Fonte: CAVALCANTE.™

Os dois tipos de reacdo acontecem simultaneamente, apesar disso a predominancia de
cada reacdo vai depender muito das propriedades do fotossensibilizador, quantidade de
oxigénio e dos substratos intracelulares.®¥#133137 Aparentemente, a reacdo do tipo I
apresenta-se mais habil, pois a transferéncia de energia e a formagdo do oxigénio singleto
ocorrem em um tempo menor do que a velocidade de reacdo para formacgdo de outros

oxidantes na reagdo tipo 1."****! Durante o processo de irradiacdo, os FS regeneram-se e
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podem funcionar de maneira ciclica, ou seja, eles conseguem formar varios oxigénios
singletos através de uma molécula de fotossensibilizador *2

A selecdo dos FS deve ser criteriosa, pois suas propriedades fotofisicas, fotoquimicas e
farmacocinéticas especificas serdo vitais para o efeito fotodinamico.'®® Esta importancia é tio
relevante que Varios investigadores elencaram quais devem ser suas principais caracteristicas
para interacéo e acdo do efeito fotodinamico intracelular.***31% Consequentemente, testes
de farmacocinéticas devem ser realizados com os tipos celulares de interesse do estudo para
avaliar a biocompatibilidade dos FS. 48

A molécula do fotossensibilizador deve possuir elevado coeficiente de absorcdo na
regido espectral entre 600nm e 1000nm e rendimento quantico nos estados tripletos. Ainda,
deve apresentar transferéncia de energia para oxigénios moleculares sob picos de absorcao de
luz e ser inerte na auséncia de luz.'** Do ponto farmacocinético, a molécula deve ser
anfifilica, o que permite seu adequado transporte intracelular, ter alta solubilidade e
permanecer estdvel em solucBes aquosas e sob irradiacdo, além de ndo ter toxicidade ou

capacidade de indugdo de efeitos mutagénicos. ® 144149151

2.7 Fotossensibilizadores

Os fotossensibilizadores sdo moléculas heterociclicas (anel porfirinico) que dispdem
de grupos cromdforos capazes de interagir com a luz visivel podendo gerar reacGes
fotoquimicas, fotofisicas e fotobioldgicas que criam espécies reativas de oxigénio ROS,
causando um efeito fotodinamico. 3¢ 139 152153

Os FS costumam ser segregados por geracOes: primeira, segunda e terceira. Estas
separacgdes estdo correlacionadas com as questdes historicas e com a abordagem da concepgao
o seu desenvolvimento.'

Os FS da primeira geracdo sdo derivados purificados de hematoporfirina (HpD),
oriundos de processos de misturas de monomeros, dimeros e oligémeros com HpD.™ Os FS

desta geracdo permanecem como 0s mais evidenciados em estudos e em aplicacdes clinicas.

1% Em 1993 o Photofrin® foi o primeiro FS aprovado para uso clinico, apés estudos de

Dougherty.™’
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HO

OH HO

Figura 9- Estrutura da Hematoporfirina.
Fonte: LUZGINA."®

Os FS de segunda geracdo possuem em sua formulacédo o acido 5-aminolevulinico (5-
ALA, do inglés 5-aminolevulinic acid). Esta classe de FS foi desenvolvida para eliminar o
problema de fotossensibilidade prolongada da pele promovida pelos FS da primeira geracgéo.
Por isso, estes FS de segunda geracdo sdo quimicamente mais puros, possuem caracteristicas
espectrais mais otimizadas e maior rendimento quantico para formacao de oxigénio singleto
qguando comparados aos compostos da primeira geracdo. Alguns dos FS de segunda geracéo,
como Foscan® e Levulan® ja sdo empregados em tratamento clinicos. Outros FS, como a
Photodithazine (PDZ), sdo estudados para utilizacdo em diversos tratamentos para diferentes
doencas. %162

Os FS de terceira geracdo sdo compostos que possuem conjugados biolégicos como
anticorpos ou lipossomas. Estes conjugados conferem aos FS de terceira geragdo uma melhora
na polaridade, solubilidade, farmacocinética e disponibilidade intracelular dentro do tecido
alvo.’® Atualmente os FS de terceira geracdo representam uma grande area de atividade

inVEStigativa,145’156'164'165

2.7.1 Photodithazine

A Photodithazine (PDZ) é um fotossensibilizador de segunda geracao oriundo de uma

modificagdo estrutural na clorina e pela adicdo de complexos de N-metil-D-glicosamina
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0,5%, o que permitiu sua solubilidade e estabilidade para armazenamento. Contudo, sua
sintese quimica é complexa e onerosa.*®

Castano et al., 2005 descreveram que as propriedades fototdxicas da PDZ podem
estar correlacionadas com a facilidade de interagir e penetrar a membrana celular,
promovendo diversas vias de ativagdo de morte celular.

A acdo fotodindmica da PDZ tem sido aplicada em diversos estudos em diagnosticos
de imagens, tratamentos antimicrobiana, antifingica e principalmente em diversos casos de
159-160,162, 168-177

canceres como de pele, cavidade oral, laringe, brénquios, es6fago e vulva.

Mas, ndo h& estudos que se utilizam de fotossensibilizadores no processo de

descelularizagéo.

401 nm

Absorbance
&
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600 nm

9 © co.C H1s0
44305NH3 O2C 2 *%v0 300 400 500 600 700 80C
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Figura 10 - Estrutura da Photodithazine e Espectro de Absorcéo.
Fonte: LUZGINA.'®
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3 JUSTIFICATIVA

Problemas traqueais oriundos de estenoses adquiridas, congénitas, processos
traumaticos, cancer e infeccdes continuam sendo um grande problema para medicina.”® As
recentes abordagens tecnologicas de bioengenharia de tecidos devem favorecer pacientes que
sofram de problemas traqueais. A substituicdo de orgdos lesionados por 0Orgaos
descelularizados e recelularizados por estas técnicas visam preservar e melhorar a qualidade
de vida dos pacientes. Porém, a obtencdo de um Orgdo descelularizado que permita a
recelularizacdo, revascularizacdo rapida e, ainda, possuir carater imunogénico € um ponto
critico.'”® Apesar do grande avanco nas técnicas de obtencdo de 6rgdo descelularizados,
inexiste na literatura critérios bem estabelecidos de controle da qualidade da traqueia
descelularizada para valida-la para uso em transplantes como substituto traqueal, o que
impacta em altos custos socioecondmicos na vida dos individuos acometidos por problemas
traqueais.

O maior desafio deste projeto foi construir um equipamento multifuncional capaz de
agregar técnicas de bioengenharia para obtencdo de traqueias descelularizadas com
padronizacdo, automacdo, reprodutibilidade, garantia de rastreabilidade, aprovagdes nos

parametros de qualidade e minimizacéo do tempo.
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4 OJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Propor e validar equipamento prototipo multifuncional para a descelularizagéo de traqueias.

Objetivos Especificos

1. Desenvolver equipamento que conjugue na mesma plataforma processos controlados
da acdo de solucdo detergente (SDS 4%), ultrassom, aplicacdo de luz LED, sob
agitacdo constante e lavagens com solucdes de PBS.

2. Analise morfoldgica da traqueia descelularizada por histologia.

3. Proceder a analises de ensaios de resisténcia, resposta a pressdo longitudinal e
tranversal.

4. Teste de biocompatibilidades: quantificacdo de DNA residual em traqueias que
sofreram 24 e 48 horas de tratamento.

5. Analise concentracdo de glicosaminoglicanas e colageno por histologia.

6. Analisar a acdo do fotossensibilizador Photodithazine como agente descelularizador.
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5 MATERIAL E METODO

A metodologia foi organizada em duas Etapas:

Etapa 1 - Elaboracgdo e construcdo do equipamento multifuncional.

Etapa 2 - Obtencdo e descelularizacdo das traqueias pelo equipamento proposto,
andlises histomorfoldgicas, ensaios mecanicos, quantificagdo de DNA, colédgeno e

glicosaminoglicanos.

5.1 Etapa 1

Nesta etapa, sob sigilo de Propriedade Intelectual, foi elaborado e desenvolvido o
projeto do equipamento multifuncional valendo-se da interacdo de propriedades fisico-
quimicas e fotbnicas. A idéia foi cunhada pela dupla necessidade de encurtar o tempo de
descelularizacdo, tendo em vista que os diferentes protocolos existentes sdo longos e
fastidiosos, além de propiciar a universalizagdo da técnica com custo razoavel, tendo em vista
que o uso de enzimas do tipo RNAse e DNase sdo extremamente oneroso. Apos a conclusao
de Evaristo et. al., 2014, identificou-se que a fotbnica poderia trazer uma grande contribuicao
em um equipamento multifuncional. Resumidamente, 0 equipamento permite um processo
automatizado de banhos quimicos e solucGes de PBS, sob agitacdo com vazao constante de 5
L/hora, temperatura variando entre 32°C e 37°C, acdo da luz com comprimento de onda

450nm £ 10nm e ultrassom de 52 kHz.

5.2 Etapa 2

5.2.1 Obtencéo de Traqueias

O presente estudo utilizou 30 traqueias de 15 cm oriundas de suinos da raca Large
White com média de 25 semanas de idade e pesando entre 60kg e 70kg, proveniente do
Frigorifico Dom Pig Ltda. Os abates dos animais seguiram as normativas do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA). A obtencdo, manipulacdo, utilizagcdo e
manutencao das traqueias foram aprovadas pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP), de acordo com os Principios Eticos
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adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), como consta no
Protocolo n° 1117/2016(Anexo 1).

As traqueias foram lavadas no proprio frigorifico com solucéo salina estéril a 0,9%
(Eurofarma®), para retirar o excesso de sangue, e transportadas com solu¢do HEPES 25 Mm
(LGC Biotecnologia®) contendo antibiético (Gentamicina 0,1 ml para cada 100 ml de meio (
SIGMA G 1264®) dentro de caixa térmica até o Laboratério de Engenharia Celular do
Hemocentro da Faculdade de Medicina — Campus de Botucatu, onde foram submetidas a
limpeza cirargica, medicdo, e manutencdo em freezer -80 °C, sem crioprotetor, por 24 horas
até o inicio do protocolo de descelularizacdo. A captacdo das traqueias ocorreu sempre um dia
antes do inicio do protocolo de descelularizag&o.

5.2.2 Protocolos de Descelularizacao

Foram realizados 9 protocolos diferentes de descelularizacdo para verificar a qualidade
e a reprodutibilidade do equipamento multifuncional para obter arcaboucos néo
imunogénicos, com composicao estrutural da matriz extracelular e propriedades biomecanicas
preservadas.

O ultimo grupo coletado foi destinado exclusivamente para controle do teste de tracdo
longitudinal.

Para os protocolos propostos foram padronizados seguimentos traqueias de 15 cm em
média, sendo que 4 cm foram removidos antes de iniciar os protocolos de descelularizacao.
Estes foram empregados como autocontroles nos testes de quantificacdo de DNA, Colageno,
Glicosaminoglicanos e tragdo transversal e posteriormente comparados com o0 seguimento

tratado, figura 11.



43

Traqueia in natura
15cm

4cm 10-11cm
Autocontrole Descelularizagdo

Figura 11 - Esquema representativo ao segmento traqueal uuiizaao: 4cm destinado aos controles e 11 cm para a
descelularizagao.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os grupos foram divididos segundo exposi¢do ou ndo a luz LED (450nm £ 20nm - 90
J/lcm?) ou com tratamento ou n&o de PDZ:

e Grupo controle: 5 traqueias sem quais queres tratamentos;

Grupo A (n=3): Sem acdo de LED e sem tratamento com PDZ, submetidas a 1

ciclo de descelularizacao;

Grupo B (n=3): Sem acdo de LED e sem tratamento com PDZ, submetidas a 2

ciclos de descelularizacao;

Grupo C (n=3): Irradiacdo com LED, sem tratamento com PDZ, submetidas a 1

ciclos de descelularizacao;

Grupo D (n=3); Irradiacdo com LED, sem tratamento com PDZ, submetidas a 2

ciclo de descelularizacéo;

Grupo E (n=3): Sem acdo de LED, com tratamento de PDZ (5ug/ml), submetidas

a 1 ciclo de descelularizacéo;

Grupo F (n=3): Sem acgéo de LED, com tratamento de PDZ (5ug/ml), submetidas

a 2 ciclos de descelularizacao;

Grupo G (n=3): Irradiagdo com acdo LED e tratamento de PDZ (5ug/ml),
submetidas a 1 ciclo de descelularizagéo;

Grupo H (n=3): Irradiacdo com agdo de LED e tratamento de PDZ (5ug/ml),
submetidas a 2 ciclos de descelularizacéo;
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e Grupo I (n=3): Sem acdo de LED e tratamento de PDZ (20ug/ml), submetidas a 1
ciclo de descelularizacao
Todos o0s grupos, exceto o controle, foram submetidos ao protocolo de
descelularizagdo descrito na patente BR 10 2015 016960-4, intitulado "PROCESSO DE
DESCELULARIZACAO DE ORGAOS E USO DO MESMO" depositada junto ao Instituto
Nacional de Propriedade Intelectual, pelo Laboratério de Biologia Celular do Hemocentro da
Faculdade de Medicina da UNESP - Campus Botucatu. O processo envolveu;

1. Descongelamento das amostras a temperatura ambiente (25°C);

2. Congelamento em nitrogénio liquido por 30 segundos e posterior descongelamento a
temperatura ambiente (25°C).

3. Adicdo de solucéo Salina tamponada com Fosfato (PBS), pH 7,2 (LGC Biotecnologia®)
a 37°C e aplicacdo do processo ultrassonico na frequéncia de 52 kHz (CTA do Brasil®)
em agitacdo (bomba peristaltica - Gilson®) a vazdo constante de 5L/hora durante 35
minutos;

4. Remocéo da solugéo de PBS;

5. Imersdo em solucéo de Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) a 4% (LGC Biotecnologia®),
sob agitacdo a 37°C com aplicacdo do processo ultrassdnico em trés momentos de 35
minutos e luz LED na dose de 90 J/cm?;

6. Remocéo do detergente SDS e lavagem por 35 minutos com solucdo de PBS a 37°C sob
agitacao;

Cada ciclo de descelularizacdo compreendeu as etapas descritas do item 4 até 7.

Ainda com relacdo ao tempo de tratamento, os protocolos de descelularizacdo
propostos envolveram 1 ciclo (24 horas) ou 2 ciclos (48 horas) de descelularizacéo.

O item 6 foi alterado para os protocolos que ndo utilizaram luz LED no processo de

descelularizacéo, grupos (A, B, E, Fe l).

5.2.3 Tratamento com Photodithazine

O PDZ utilizado neste projeto foi fornecido pelo Institute of Biomedical Chemistry of
the Russian Academy of Medical Sciences de Moscou e cedido pelo Prof. Vanderlei S.
Bagnato (IFSC-USP de Séo Carlos). A partir de uma solugdo com concentracdo de 5 mg/ml e
solugédo salina tamponada com fosfato pH=7,4 (PBS), mantida a 4°C, foram preparadas as

solugdes nas concentracdes de 5ug/ml e 20 pg/ml.
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As traqueias in natura foram imersas em solucdo de PDZ a 5ug/ml (grupos E, F, G e
H) ou 20pg/ml (grupo 1) por 30 minutos em cuba escura para ndo ocorrer degradacdo do
fotossensibilizador. Em seguida foram acondicionadas em placa de cultura e irradiadas com
auxilio de uma Biotable®, desenvolvidas pelo Laboratério de Apoio Técnico, Instituto de
Fisica de Sdo Carlos, com luz LED com emissdo predominantemente em 630 nm + 20 nm

com irradiancia de 45 mW/cm? (figura 12).

; Protétipo (0}
¢ Obry,

5@‘ BioTable 630nm
%

Figura 12 — Biotable®.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Foram realizados 3 ciclos de trinta segundos de irradiacdo (dose de 1J/cm?), para
promoc¢do da bioestimulacdo das células e melhorar a insercdo do FS, intercalados com
banhos de 2 minutos na mesma solucdo de PDZ e finalizando com irradiacdo de 30 minutos
(dose de 90 J/icm?). Apés este tratamento as traqueias foram submetidas ao processo de
descelularizacdo. Nos protocolos de dois ciclos de descelularizagdo foi repetido este protocolo
antes do inicio do segundo ciclo, ainda com a mesma solucdo de PDZ estocada a 4°C (figura
13).
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/ Biotable Biotable Biotable Biotable \

1 J/cm? 1 J/cm? 1 Jem? 90 Jiem?
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30 minutos 2 minutos 2 minutos 2 minutos

Descelularizacao

I

1 ciclo de descelularizacdo
K (24 horas) /

Figura 13 — Protocolo de tratamento PDZ.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.4 Ensaios biomecanicos das tragueias

Para andlise das propriedades biomecéanicas das traqueias valeu-se de testes de tracdo
longitudinal e transversal com auxilio da Méaquina Universal de Ensaios Mecanicos EMIC®,
modelo DL 10.000, com precisdo de + (0,018 + F/3700) kN, configurada pelas especificacdes
das normas ABNT NBR NM ISSO 7500-1:2004 e ABNT NBR 6674:1999, conjuntamente
com o software Mtest® (DDL, Minnesota — USA) pela Unidade de Pesquisa Experimental
(UNIPEX) da Faculdade de Medicina da UNESP — Campus de Botucatu com objetivo de
comparar, forca de tracdo e deformacdo entre traqueias in natura e descelularizadas.

Com o objetivo de avaliar o comportamento mecéanico do tecido sob tensdo as
traqueias foram fixadas a maquina (EMIC®) e submetidas a esforco crescente até a ruptura do
tecido. Este ensaio possibilitou comparar o tecido in natura e pos tratamento avaliando a
resisténcia ou aumento da fragilidade estrutural, além de reproduzir o ambiente mecanico e
fisiolégico ao qual é exposto o tecido traqueal.

As traqueias foram fixadas aos suportes do equipamento com auxilio de cilindros de
aco de 2,0 cm de didmetro, conectados a luz da traqueia para servirem de ancoragem e fixacao
ao equipamento permitindo a mensuragéo da forca longitudinal (figura 14). O grupo controle
(5 traqueias de 10-11cm) foi empregado exclusivamente para este ensaio por se tratar de um

teste destrutivo impossibilitando seu emprego nos protocolos de descelularizagéo.
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Figura 14 — Teste de tracéo forca longitudinal em traqueia suina.
Fonte: Elaborada pelo autor.

A tracdo transversal foi avaliada em um anel cedido de cada traqueia antes de iniciar o
protocolo de descelularizacéo. Portanto, cada traqueia teve seu controle de tracdo transversal
pré tratamento de descelularizagdo. Sendo que a forca transversal foi obtida com ganchos

metalicos ao redor do anel traqueal (figura 15).

Figura 15 — Teste de tracdo forca transversal em traqueia suina.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Tanto as traqueias do grupo controle quanto os anéis de cada grupo antes de
descelularizados foram mantidas em solugdo PBS durante 24 ou 48 horas seguindo o
protocolo de descelularizacdo proposto. Ao fim dos ciclos as amostras in natura e pos
tratamentos foram congeladas a - 80°C por 24 horas e submetidas conjuntamente aos testes de

tracOes.
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Para calibracdo do equipamento (EMIC®) foram realizados testes antes do
experimento proposto, com traqueias ndo computadas na pesquisa, a fim de assegurar que a
carga longitudinal e transversal sobre o tecido fosse constante. Todos os grupos foram
submetidas a ensaios de tracdo uniaxial com taxa constante de aumento de tensdo de 100
N/min aumentando até ruptura, confirmado pela perda de carga ou aparecimento de tecido
esgarcado. Os parametros de forca méxima (N) e deformacdo da traqueia (mm) foram
registrados com auxilio do software Mtest®.

Para garantir a confiabilidade do experimento todo teste de tracdo foi realizado com

carater duplo cego e por competéncia do técnico da UNIPEX.
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Figura 16 — Registro do resultado obtido no Teste de Trag&o longitudinal.
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.5 Quantificacdo DNA

De cada grupo experimental foram retirados um anel traqueal (in natura e poés
descelularizacdo) para analises de quantificacdo do DNA residual. O tecido foi fracionado em
pequenos fragmentos com auxilio de laminas de bisturi até obtencdo de material aliquotado
entre 45 a 50mg em eppendorf® livre de DNA para posterior extracdo e quantificacdo de
DNA.

Foram acrescidos de 500uL tampdo de digestdo (30 mM Tris-HCl a 1 M; 30 mM de
EDTA a 0,5 M; tween 20 a 5% (v/v); triton X-100 a 0,5% (v/v); tiocianato de guanidina puro;
agua pura) e 10uL de proteinase K a 20 mg/mL, seguido de homogeneizagdo vigorosa e
incubacédo a 55 °C, overnight (para dissolugédo do tecido). Apds este periodo os tubos foram
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centrifugados 14000rpm/1minuto, o sobrenadante foi transferido para tubo novo e o pellet
juntamente com o tubo foram pesados para confirmar a quantidade de material ndo digerido
com intuito de determinar o peso exato do material digerido.

Aos sobrenadantes foram acrescidos 700 pL de cloroformio seguido de
homogeneizagdo por 1 minuto para obtengdo de emulséo e incubados a 55 °C por 30 minutos.
Na sequéncia nova centrifugacdo 14000rpm/1minuto e transferéncia de 350 pL do
sobrenadante para novo tubo eppedorf acrescido de 500 pL de 2-propanol (isopropanol) e 100
puL de NA-acetato, homogeneizados vigorosamente por 30 segundos e centrifugados
10000rpm/4 minutos.

Ap6s o sobrenadante foi descartado e acrescido 1 ml de etanol (70%) ao pellet,
homogeinizado e centrifugado a 14000rpm/5 minutos, novamente descartado o sobrenadante
e acrescido 300 pL de agua ultrapura ao material residual.

O DNA extraido foi quantificado por fluorimetria com o reagente Qubit DSDNA HS
ASSAY (Invitrogen Q32854) conforme recomendacdes do fabricante e mensuracdo do DNA
por flourémetro Qubit 2.0 Invitrogen®.

Os resultados passaram por normalizacao antes de serem analisados estatisticamente.

ng Valor indicado Flurdometro
Valor de DNA (m_g>

" Peso de material degradado

B

Figura 17 — a) Amostras pré-extracao; b) Flourdmetro Qubit 2.0 Invitrogen®..
Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.6 Microscopia de Luz

As analises histoldgicas foram realizadas no Departamento de Biologia Estrutural e

Funcional do Instituto de Biociéncias — Campus de Botucatu — UNESP. Para cada grupo
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experimental foram avaliados 3 anéis in natura e 3 aneis pds tratamento de traquéia de suinos
Large White, acondicionados individualmente em cassetes histoldgicos (Labor Import®),
identificados e submetidos a fixacdo. Este procedimento foi realizado em formol tamponado
10% com PBS 7,4 (LGC Biotecnologia®) por 24 horas, lavados em agua corrente por 24
horas, desidratados gradualmente em Alcool Etilico (70%, 80%, 90%, 100%, 100% por 5
minutos) (Synth ®), seguidos por diafanizacdo com Xilol (NEON®) e inclusdo em parafina
(Oxford Labware ®).

Os blocos foram submetidos a cortes com secgfes de 4 pum de espessura em
micrétomo modelo (Leica RM2125RT®) e fixados em |aminas silanizadas (Objektrager®) e
preparadas para coloracbes em Hematoxilina e Eosina (HE), Tricromico de Masson e Azul de
Toluidina (Sigma-Aldrich®).

A coloracdo por HE foi realizada pela técnica padrdo definida por Munro 1971 e
modificada por Cardiff, 2014 **® para identificar e quantificar a presenca de nicleos e
possiveis alteracdes morfoldgicas entre as traquéias in natura e descelularizadas. A
celularidade das traqueias foi determinada pelo software livre AVSoft BioView 5, em quatro
areas distintas de 1mm? em imagens com aumento de 40x, obtidas nas regides da mucosa,

submucosa e matriz cartilaginosa.

Figura 18 — Andlise de celularidade em diferentes segmentos traqueias: A) Segmentos de traqueia in natura;
mucosa, submucosa e cartilagem; B) Traqueia controle; C) Traqueia descelularizada.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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A coloracéo de Tricromico de Masson foi realizada pela técnica modificada de Van de
Griff para avaliar a organizacdo e quantificar a presenca de fibras de colageno. A coloracdo
Azul de Toluidina foi realizada com intuito de quantificar a concentracdo de
glicosaminoglicanos e identificar presenca de nucleos entre as traquéias in natura e
descelularizadas. As laminas foram lavadas em Agua Destilada por 1 minuto, colocadas em
solugéo de Azul de Toluidina na concentragdo de 0,025% com pH 4,5 por 2 minutos e lavadas
em agua corrente por 1 minuto.

As laminas foram desidratadas gradualmente em Alcool Etilico (50%, 70%, 80% e
100% por 5 minutos, colocadas em Xilol (2 vezes por 5 minutos) e montadas com Entellan
(Merck®) e laminula (Objektrager®). O material foi analisado e fotodocumentado em
microscopio de luz Olympus DP71, com uso do programa Olympus DP Controlle. Para as
coloracdes com Tricromico de Masson e Azul de Toluidina foram retiradas imagens com
aumento de 40x de &reas distintas da matriz cartilaginosa, as quais foram submetidas a analise
de imagens, através do software livre AVSoft BioView 5, para anélise da quantificacdo de
fibras de colageno e glicosaminoglicanos. As imagens foram retiradas e avaliadas por um

patologista responsavel que ndo teve conhecimento sobre qual grupo pertencia cada amostra.

5.2.7 Estatistica

Para analise estatistica utilizou-se o software livre BioEstat (versdo 5.3;. Instituto
Mamiraud), com significancia estatistica para o nivel de 0,05. Todos os dados foram
examinados quanto a normalidade usando o teste de Shapiro-Wilks os quais ndo demostraram
desvio da normalidade. Utilizou-se analise de variancia ANOVA seguido de teste de Tukey-
Kramer para examinar diferencas estatisticas entre as médias dos parametros dos grupos
descelularizados e controle. Todos os dados foram analisados e processados em situacdo de

teste cego.
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6 RESULTADOS

6.1 Elaboracéo e construcdo do equipamento multifuncional.

O equipamento foi projetado e executado pela equipe especializada de engenheiros do
Laboratorio de Assisténcia Técnica (LAT) do CEPOF-IFSC. O protétipo empregado neste
experimento estd sendo submetido a pedido de patente.

Por se tratar de obra em processo de patente os detalhes do produto (equipamento) e
softwares desenvolvidos para automacdo do mesmo ndo poderdo ser detalhados neste
momento devido ao principio de protecdo em caso de obra patentedvel. No entanto, imagens
do equipamento em funcionamento foram disponibilizadas sendo: vista frontal do
equipamento com apresentacdo da cuba ultrassonica e seus dutos de alimentagdo com
identificacdo das solucGes empregadas nas diferentes etapas propostas; sistema éptico e

central de automacéo (figural9) .

Figura 19 — Prot6tipo do equipamento multifuncional para descelularizagdo: A) Equipamento multifuncional; B)
Sistema oOptico.
Fonte: Elaborada pelo autor.

6.2 Ensaios biomecanicos das traqueias

Um dos aspectos importantes para a bioengenharia € fornecer um suporte estrutural
apos a descelularizagdo. Foram avaliados os efeitos nas propriedades mecénicas da
descelularizagdo com a utilizacdo do equipamento multifuncional. Pode-se afirmar que a
descelularizagdo ndo comprometeu as propriedades mecanicas. Os resultados encontrados

para o teste longitudinal mostraram uma diminuicdo ndo significativa da forca ténsil, em
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média de (15 N +£3 N) nas traqueias descelularizadas em comparacdo com o controle (tabela
2, gréaficos 2 e 3).

O teste para deformacdo maxima mostrou que a rigidez das traqueias descelularizadas
foi similar entre os grupos A, B e | que ndo diferiram do grupo controle. No entanto, 0s
demais grupos (C, D, E, F, G e H) apresentaram um aumento em média de 9 mm + 5 mm na
deformacdo méaxima, cerca de 20 %, quando comparado ao grupo controle (tabela 2, gréaficos
2e3).

Tabela 2 - Média e desvio padrao das variaveis do ensaio de tracdo longitudinal das traqueias in natura e das
traqueias descelularizadas (p<0,05).

Grupos Forga Ténsil. (N) Deformacdo Méx. (mm)
Controle 99.21+17.71 11.2 £3.10
Grupo A 86.32 + 11.58 16.25 + 3.43
Grupo B 72.83 +3.18 17.05 + 2.68
Grupo C 63.71 £ 10.71 18.83 +1.82
Grupo D 77.33 £13.05 25.31 £ 9.46
Grupo E 95.13+£5.30 18.66 + 2.04
Grupo F 93.69 + 26.62 23.17 +3.72
Grupo G 80.62 £ 8.93 18.13 +2.03
Grupo H 79.29 £ 16.15 20.13 +3.01
Grupo | 107.47 £ 18.48 17.1+ 453
Fonte: Elaborada pelo autor
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Gréficos 2 e 3 — Teste Longitudinal de For¢a Ténsil e Deformagdo Maxima.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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O teste da forca ténsil transversal ndo apresentou diferenca estatistica (p<0,05) quando
comparado com o controle, exceto o grupo C que apresentou fragilidade do anel traqueal
perdendo sua integridade em 50% .

O teste de deformacdo maxima ndo apresentou diferenca estatistica (p<0,05) entre 0s
grupos descelularizados e seus respectivos controles, exceto o grupo C que apresentou queda
de aproximadamente 20% da rigidez. Os grupos G e H, apesar de ndo diferirem de seus
respectivos controles, apresentaram valores de deformacdo inferiores quando comparados aos

demais grupos descelularizados (tabela 3, graficos 4 e 5).

Tabela 3 - Média e desvio padrdo das variaveis do ensaio de tracdo lateral das traqueias in natura e das traqueias
descelularizadas.

Grupos Forca Ténsil. (N) Deformacdo Max. (mm)

A controle 26.76 + 8.24 19.36 £ 1.10
A Descelularizado 21.4+25 17.98 +£2.12
B controle 24.085 +0.71 23.37 +4.26
B Descelularizado 20.665 £ 5.28 21.95+1.34
C controle 32.535 £7.67 29.56 + 2.82
C Descelularizado 17.165 £0.78 21.05+3.01
D controle 20.76 £ 3.75 21.36 = 3.55
D Descelularizado 20.84 + 2.65 18.24 + 3.87
E controle 29.87 +7.52 24.89+55

E Descelularizado 25.44 + 2.87 20.30 £3.34
F controle 29.16 £ 3.75 29.01 = 1.57
F Descelularizado 30.04 £1.76 25.85+7.01
G controle 22.54 +2.49 8.72+ 0.81
G Descelularizado 20.06 = 4.52 749+ 1.83

H controle 27.39 £ 2.95 8.48+ 1.69

H Descelularizado 23.44 +2.95 10.32 £ 1.46
| controle 33.1+5.76 18.52 +1.17
| Descelularizado 29.47+7.14 14.39+ 3.62

Fonte: Elaborada pelo autor
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Gréficos 4 e 5 Teste Transversal de Forca Ténsil e deformacéo

Fonte: Elaborado pelo autor.

6.3 Quantificacdo de DNA

T
5 10 15 20 25 30 35

Deformacdo (mm)

Os protocolos de descelularizagdo promoveram reducdo substancial da concentracdo

de DNA. De acordo com o tratamento empregado a reducdo variou entre 50% a 75% (tabela

4),

Os grupos tratados com fotossensibilizador (PDZ) apresentaram reducdo de DNA, que

variou entre 60% e 76%, inclusive nas traqueias submetidas a um Uunico ciclo, quando
comparadas ao demais grupos sem tratamento com PDZ, mais com mesmo nimero de ciclos.
Destaca-se que no grupo | houve queda de 404,89 + 47,08 ng/mg para 100,85 + 12,83 ng/mg,
reducdo de 75% de DNA, em um unico ciclo (24 horas) e no grupo H apresentou queda de
376,64 + 59,28 ng/mg para 87,43 £ 6,11 ng/mg, reducéo de 76%, em dois ciclos (48 horas).
As traqueias submetidas a dois ciclos obtiveram uma diminuicdo de 20 * 5,8 ng/mg,
cerca de 10% na quantidade de DNA, quando comparados com 0s grupos de um Unico ciclo e
com mesmo protocolo de descelularizacéo, exceto o grupo | o qual foi protocolo Unico de um

ciclo (Tabela 4 e gréafico 6).
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Os tecidos tratados com LED tiveram resultados divergentes em relagdo aos grupos
ndo tratados com mesmo numero de ciclos. O grupo A, ndo irradiado, ndo obteve diferenca
significativa (p<0,05) quando comparado aos grupos C, G e E, todos com 1 ciclo (24 horas)
de descelularizacéo, mas apresentou diferenca para o grupo I. N&o obstante, o grupo B, dois

ciclos (48 horas) diferiu estatisticamente (p<0,05) dos grupos D, F e H.

Tabela 4 — Quantificacdo média de DNA (ng/mg) e reducédo percentual.

Média Geral Desvio Padrao

Grupos (ng/mg) Reducéao de DNA (%)

A controle 469.27 36.48

A Descelularizado 222.11 26.382 52,67
B controle 542.54 102.689

B Descelularizado 200.91 28.46 62,97
C controle 410.19 47.27

C Descelularizado 183.02 22.05 55,38
D controle 413.08 130.79

D Descelularizado 140.80 15.85 65,92
E controle 407.49 44.03

E Descelularizado 159.71 17.17 60,81
F controle 512.97 183.39

F Descelularizado 150.45 36.19 70,67
G controle 564.03 20.36

G Descelularizado 216.03 32.03 61,3
H controle 376.64 59.28

H Descelularizado 87.43 6.11 76,69
| controle 404.89 47.08

I Descelularizado 100.85 12.83 75,09

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6.4 Anélise Histologica

Os protocolos de descelularizacdo macroscopicamente promoveram mudanga na
coloracdo das traqueias tornando-as mais esbranquicadas, menos rigidas a acdo de
compressdo, figura 20, no entanto a traqueia descelularizada manteve a estrutura anatbmica

como a in natura mesmo apos tratamento de dois ciclos com LED e PDZ.

Figura 20 — Traqueias: A) Traqueia in natura; B) Traqueia pés-tratamento (descelularizada).
Fonte: Elaborada pelo autor.

Todos os grupos foram analisados histologicamente com as coloragcdes de HE,
Tricrdmico de Masson e Azul de toluidina.

A coloragdo com HE mostrou que houve alteragdo em parte dos componentes
histoldgicos entre o grupo controle e os grupos descelularizados. O grupo controle evidencia a
estrutura tipica do tecido traqueal. A camada mucosa formada por epitélio ciliado pseudo-
estratificado definido e presenca de tecido conjuntivo celularizado. A camada submucosa
apresentou fibras de masculo liso intacto, com midcitos marcados, entremeados por tecido
conjuntivo e glandulas serosas e mucosas com nucleos definidos. A matriz cartilaginosa
mostrou aspecto homogéneo evidenciando pericondrio externamente e presenca de fibras de
colageno; os condrdcitos apareceram dispostos em lacunas isoladas ou em grupos isdégenos
(grupos com dois ou mais condrdcitos juntos) com poucas lacunas vazias e condroblastos,
figura 21.
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Figura 21 - Fotomicrografias de Traquéia suina referentes ao grupo controle e grupos com diferentes

tratamentos de descelularizagdo. Coloragdo com HE (Hematoxilina e Eosina ) Bar = 100 mm e Bar
= 20 mm (Detalhe). Aspectos morfoldgicos: (f) Tecido Cartilaginoso. Nota-se 0 aspecto normal do
tecido cartilaginoso em todos os grupos analisados. Presencga de grande nimero de condrécitos no
grupo controle e ndcleos remanescentes nos grupos descelularizados. ( » ) Condpocitos. Nota-se a
presenca de condrdcitos em todos os grupos (=) Lacuna vazias. Observa-se aumento de lacunas
vazias (sem condrécitos) nos grupos descelularizados. ( § ) Pericondrio. Nota-se aspecto
morfoldgico normal para todos os grupos e diminui¢do da presenga de condroblastos nos grupos
descelularizados. (ML) Musculo Liso. Aspecto morfolégico normal no grupo controle. Nota-se que
para os grupos descelularizados houve desconexdo do pericdondrio. (TC) Tecido Conjuntivo.
Aspecto integro no grupo controle. Nota-se que nos grupos descelularizados desorganizacdo do
tecido. (EP) Epitélio traqueal pseudoestratificado cilindrico ciliado. Aspecto morfolégico normal
para o grupo controle e auséncia total para os grupos descelularizados.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Em todos os protocolos de descelularizacdo traqueal houve a perda do revestimento

epitelial pseudo-estratificado ciliado e os mesmos promoveram alteragdo da morfologia do

tecido conjuntivo que foi mais acentuado nos grupos H e | (Figura 21). Entretanto, houve a

conservacao parcial de material celular na matriz cartilaginosa, principalmente na regido
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central. Na periferia da matriz cartilaginosa observou-se aumento no nimero de lacunas
vazias, diminuicdo da presenca de condroblastos no pericondrio e esgargamento do musculo
liso na regido de adjacente ao pericondrio. Na regido da mucosa efetuou-se a eliminacéo total
das células glandulares (tanto nas glandulas serosas quanto mucosas), exceto no grupo A,
protocolo com 1 ciclo de descelularizacdo com agéo exclusiva de SDS e ultrassom, onde foi
possivel observar somente remocéo parcial das células. O gréfico 7 demostra a efetividade da
descelularizacdo destas regides.

Observou-se que os grupos B, C, D, E, F, G, H e | tiveram uma leve marcacdo na
regido capsular das glandulas seromucosas (cor magenta). Ndo obstante, ndo foi possivel
verificar a presenca de células nestas regiGes, imagens em destaque com aumento de 40x
marcacdo HE. As regides marcadas na coloracdo HE coincidem com as marcacdes feitas para

os glicosaminoglicanas (sulfatadas), observadas nas imagens com aumento de 40x, figura 21.
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Gréfico 7 — Celularidade nas subdivisdes das traqueias controle e descelularizadas.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Houve remocdo completa das células das camadas: mucosa, submucosa e adventicia

de todas traqueias submetidas a descelularizagdo para todos os grupos do estudo.
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6.5 Quantificacdo de Colageno

A andlise da coloracdo de Tricromico de Masson revelou que ndo houve diferenca
estatistica na concentracdo de colédgeno entre grupo controle e os grupos descelularizados. Os
grupos com dois ciclos de descelularizacdo obtiveram menor concentracdo de colageno
quando comparados aos grupos descelularizados com um ciclo, em média de 5%, grafico 8.
N&o houve alteracdo significativa da distribuicdo do colageno na matriz extracelular, figura
22.
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Gréfico 8 — Quantificacdo de Coléageno.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 22 - Fotomicrografias de Traquéia suina referentes ao grupo controle e grupos com diferentes
tratamentos de descelulariza¢do. Coloragdo com HE Tricromico de Masson Bar = 100 mm. Nota-se
0 aspecto normal da distribuicdo das fibras de colageno em todos os grupos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

6.6 Quantificacdo Glicosaminoglicanos

A avaliacdo do GAG é um indicador essencial para manutencdo da homeostase da
matriz cartilaginosa e suporte de juncdo para novas células. A coloracdo de Azul de toluidina
revelou que os grupos descelularizados apresentaram menor concentracdo de GAG quando
comparando ao grupo controle. Porém, esta queda nao foi significativa, grafico 9. N&o houve

alteracdo da distribuicdo do Glicosaminoglicanos pela matriz extracelular, figura 20.
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Gréfico 9 — Quantificacdo de Glicosaminoglicanos.
Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 23 - Fotomicrografias da caracterizacdo de GAGS em Traqueias suinas referentes ao grupo controle e
grupos com diferentes tratamentos de descelularizagdo. Com Bar = 100 mm e Bar = 20 mm
(Detalhe). Nota-se aspectos normais na distribuicdo dos GAGs pela matriz extra celular.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tanto o coldgeno como os GAGs ndo foram alterados durante o processo de
descelularizagcdo, mesmo quando submetidos a dois ciclos de descelularizagdo, com a
manutencdo de seus arranjos estruturais nas traqueias apos tratamentos.
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7 DISCUSSAO

A traquéia continua sendo um dos orgdos mais dificeis de abordar de forma
reconstrutiva. Ao longo dos anos inimeros materiais foram sendo aplicados nos processos de
reconstrucdo  traqueal: aco  inoxidavel, fios de aco, vidro, polietileno,
polimetilmetacrilato,silicone, politetrafluoretileno (teflon®), polivinil acetal hidroxinado
(Ivalon®), poliuretano, silicone, silicone rigido e flexivel associado ao poliéster ( Dracon®).
Apesar desta diversidade, estes materiais ndo se integraram aos tecidos circunjacentes tendo
varios problemas de migracdo, deslocamento, erosdo, infeccdo e obstrucdo, entre outros. A
obstrucdo ocorria principalmente pela incapacidade dos materiais sintéticos interagirem com o
muco e secrecdes. Diante desta situacdo estatica dos materiais usados, iniciou-se a era dos
materiais porosos, ceramicos e malhas, que apds implantados apesar de promoverem a
vascularizagdo, também mostraram obstrucdo da luz traqueal, tornando-se inadequados como
material para reconstrucao traqueal. Iniciou-se entdo o uso de traqueias de cadaveres como
opcao para transplantes traqueais. As técnicas de Engenharia Celular e com constructs mistos,
totalmente biolégicos, como as descelularizadas emergiram dentro deste contexto.*®!

O presente estudo desenvolveu um equipamento multifuncional capaz de agregar
processos fisicos e quimicos para obtencdo de tecidos descelularizados. O equipamento é uma
ferramenta relevante para a area de bioengenharia tecidual e medicina regenerativa.
Independentemente do modelo proposto neste experimento serem traqueias o equipamento foi
elaborado com vistas a descelularizacdo de qualquer tecido minimizando alteragdes na matriz
extracelular pelo tempo de exposicdo drasticamente menor do 6rgdo a produtos quimicos,
preservando as propriedades biomecanicas alem de ser reprodutivel, confiavel e rapido.
Destaca-se que entre as vantagens do uso do equipamento proposto temos 0 menor tempo-
movimento envolvendo o operador de bancada, disponibilizando-o para outras etapas do
processo de producdo de biomateriais, enquanto o sistema multifuncional executa suas
atividades programadas, consequentemente 0 uso do equipamento torna menos Oneroso o
processo quando se leva em considera¢do a homem-hora-trabalho.

A possibilidade de diferentes programacgdes através do controle de tempo,
temperatura, agitacdo ou banhos ultrassénicos possibilita uma infinidade de protocolos com
qualidade e reprodutibilidade por se tratar de programas automatizados com minima
interferéncia humana, minimizando erros ou altera¢cGes de condutas. Este equipamento visa a
obtencgéo de arcabouco ideais para medicina regenerativa sem processo de recelularizacdo, os

45,56,75,182-183

quais ja sdo empregados com sucessos ou para recelularizacdo com células tronco

e futuros transplantes.
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Com vistas ao transplante traqueal em humano, que ainda é um grande entrave e sem
solucéo definida no campo da medicina, foi delineado como modelo experimental traqueias
suinas, pela anatomia similar em tamanho e resisténcias ao humano, além da possibilidade de
adequar o tamanho do arcabouco desejado ao porte do animal doador. Com isto a dificuldade
na obtencdo de 6rgdos ou tecidos para criangas e adultos seria minimizado. Neste trabalho
utilizamos traqueias oriundas de um frigorifico, pois queriamos minimizar o sacrificio de
animais para experimentos cientificos seguido o principio dos 3Rs'®* e promover uma
alternativa sustentavel em quantidade e nimero caso o0 processo seja instituido em larga
escala.

O processo de descelularizacdo deve retirar materiais celulares, nucleares e proteinas
imunologicamente ativas, minimizando a perda das propriedades biomecanicas, colageno e
proteoglicanos da MEC 2439.°862-:66.73

Neste experimento obtivemos remocgdo completa das células das camadas: mucosa,
submucosa e adventicia de todas traqueias submetidas a descelularizagdo no equipamento
proposto com melhores resultados nos grupos H e I. Ja o grupo A apesar de apresentar
expressiva reducdo das células ndo houve remocao total das mesmas. A traquéia pode ser
considerada um o6rgao compartimentalizado contendo areas que possuem células (tecidos)
altamente imunogénicas e que expressam HLA Classe | e Il ( mucosa e submucosa) que sao
morfologicamente muito distintas de &area com menor potencial imunogénico e de
estimulacdo do sistema imune (cartilagem)?®. Além disso, na traquéia, a mucosa e a submucosa
expressam antigenos de histocompatibilidade de forma expressiva ( MHC classe | e 1), mas a
cartilagem é considerada um tecido imunoprivilegiado por ndo expressar MHC Classe Il, a
exemplo do que ocorre com as células tronco mesenquimais. 8

Como dito acima, a eliminacdo das células epiteliais, musculares e das glandulas
mistas podem sugerir uma diminuicdo da antigenicidade traqueal em transplantes heter6logos,
alotranplantes ou xenoenxertos. Daar et al., 1984 indicaram que a mucosa era a estrutura
responsavel pela antigenicidade da traqueia em transplantes. Posteriormente outros autores
determinaram que a presenga dos antigenos MCH-1 e MCH-II, que sdo difundidas em todas
celulas do epitéelio e nas glandulas mistas, de fato sdo os maiores responsaveis pela rejeicéo
em transpIante.2’42’63'64’187'191

Os protocolos utilizados neste experimento se basearam no estudo de Evaristo et al.,
desenvolvido no mesmo laboratério. Embora exista grande diferenca entre traqueias de
coelhos empregadas por Evaristo e as de suinos utilizadas nesta pesquisa os resultados foram

superiores quanto ao tempo e eficiéncia na remoc¢éo celular sem destruicdo da MEC. Apesar
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da espessura do tecido traqueal de suino ser fartamente superior ao de coelhos, resultados
similares em quantidade de DNA e numero de células foram obtidos em apenas 2 ciclos ao
em vez 10. Outro ponto é a reducdo de exposicdo do tecido a detergentes, minimizando
possiveis alteracdes na MEC.**%*

Verificou-se que ap6s os protocolos de descelularizagdo houve células remanescentes
de condrdcitos na regido da cartilagem, dados que foram confirmados pela quantificacdo de
DNA. Esse resultado corrobora diversos artigos da literatura que salientam a presenca de
condrécitos em MEC traqueal, mesmo depois de varios ciclos de descelularizagéo, devido a
dificuldade de penetracdo de solucGes descelularizantes para remocao destes condrdcitos em
decorréncia da densidade da MEC traqueal >20:3339.64-65.192-197

Segundo Osiecka-lwan et. al., 2018, em condic¢es fisiologicas os condrdcitos sdo
protegidos do contato direto com células imunocompetentes pela exuberante matriz
extracelular, tornando este tecido imuinoprivilegiado. Isto justifica porqué fragmentos de
cartilagem alogénicos quando transplantados ndo séo rejeitados. Portanto, a permanéncia de
resquicios de cartilagem integra ap6s 2 ciclos de descelularizacdo néo representam riscos de
rejeicdo imunomediada e testes de transplantes heterotopicois de segmentos descelularizados
por 2 ciclos utilizando o equipamento multifuncional e PDZ podem ser a apresentacdo final
do arcabouco para futuros transplantes de traquéia.**®

Apesar de ndo desejaveis células remanescentes na MEC, sua presenga ndo promove
reacdes adversas ao receptor, sendo toleradas em transplantes.***® Outro fator importante é
que durante a remodelacdo da MEC, seja in vitro ou in natura as células remanescentes
podem ser comutadas por células do receptor, facilitado a reecelularizacéo.****® No entanto,
para alguns autores, como a matriz de cartilagem hialina contém 90% de colageno do tipo 1l
gue em associacdo a um grande nimero de pequenas moléculas, como os proteoglicanos,
podem induzir uma resposta imune sendo listados como antigénicos na literatura
especializada. #2002

Aoki et al., observaram a presenca de condrécitos necréticos no Iimen da traqueia em
decorréncia da acdo do SDS no processo de descelularizagdo. Partington et al., identificaram
apoptose em condrécitos em traqueias descelularizadas somente com PBS apds 25 ciclos (500
horas). NOs observamos alteracdo morfologica dos nucleos dos condrocitos, principalmente os
descelularizados com PDZ, assim como reducédo de grupos iségenos na cartilagem. Contudo,
néo realizamos avaliagdo de necrose ou apoptose. Outros trabalhos sugerem que a diminuicéo
de grupos is6genos em processos de descelularizacéo curtos, no maximo 5 ciclos (72 horas),

combinando agentes quimicos e fisicos deve-se a maior eficacia na distribuicéo e insergéo das


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osiecka-Iwan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30135635
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solucdes descelularizantes em tecidos mais densos.®*% 20229 Esta mescla de acdo quimica e
fisica vem se tornando uma alternativa adequada para obtencdo de arcaboucos
descelularizados utilizacdo do SDS.%7>2%

O presente trabalho utilizou a quantificacdo de DNA como indicativo para 0 sucesso
do processo de descelularizacéo obtido pelo equipamento multifuncional. A presenca de DNA
foi confirmada em todos protocolos utilizados, 0 que era esperado pois notoriamente a
histologia ja tinha mostrado células remanescentes. Os grupos A e C apresentaram 0s piores
indices de remocdo de DNA entre 52% e 55%, respectivamente, sendo o grupo A néo
irradiado e grupo C irradiado. Em compensacdo os grupos com protocolos envolvendo PDZ
apresentaram queda expressivas entre 60 % e 76%. Apesar de todos 0s grupos apresentarem
concentragdo residual maior que o critério aceitavel para descelularizacdo (50ng/mg)®®2%’
houve um reducdo superior 76% quando comparado com a traqueia in natura em apenas 48
horas, vislumbramos resultados superiores em futuros protocolos com 72 horas de
descelularizacdo com possibilidade de atingir o critério desejavel. Embora a quantidade de
DNA residual seja um critério de aceitacdo, Keane e colaboradores levantaram uma critica ao
valor referencial, pois eles mostraram que tecidos com quantidade de DNA acima do aceitavel
apresentaram semelhancas na remodelacdo e adaptacdo do tecido transplantado quando
comparados aos tecidos com indices aceitaveis de DNA.*

Partington et al. detectaram, através de coloracdo DAPI, fragmentos menores que 300
pb de DNA ligados as fibras da MEC e glandulas da mucosa, mesmo depois de 25 ciclos (500
horas) de descelularizacdo. Esta remocao incompleta se deve a ionizacdo dos fragmentos de
DNA que se ligam através de interacBes eletrostaticas com as fibras da MEC®®. Estes
fragmentos, por serem muito pequenos, ndo conseguem induzir efeitos inflamatérios e de
remodelaco tecidual.?®® Nao obstante, eles podem influenciar o resultado na quantificagdo de
DNA.%

No entanto, muitos suportes bioldgicos comerciais para medicina regenerativa
apresentam quantidade variaveis de fragmentos menores que 300 pb de DNA remanescentes
apos a descelularizagdo®® 2%

Embora a remocdo do material imunogénico seja essencial no processo de
descelularizacdo, é imprescindivel um equilibrio para garantir a manutencdo de componentes
importantes da MEC como: colageno, fibronectina, laminina e glicosaminoglicanos. Esses
componentes conferem a traqueia suporte funcional para as células, flexibilidade e resisténcia
a tracdo, permitindo que as vias aéreas ndo colabem quando submetidas as variagdes de

pressbes intratoracicas.®*®*!% A supressio de qualquer um destes componentes pode
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prejudicar o equilibrio bioquimico levando a um arcabouco ndo viavel para a engenharia de
biomateriais.?*%%1

Observamos que ndo houve perdas significativas nas concentracdes das fibras de
colageno e GAGs, em todos os grupos tratados, 0 que mostra que o equipamento promoveu
uma dispersd@o mais homogénea e uma eficacia a penetracdo da solugdo descelularizante nas
células. Outros autores mostraram que a utilizacdo de detergentes-enzimas pode causar
alteracdes variadas nas concentracdes das fibras de colageno e GAGs, pois 0 rompimento das

interacdes lipidio-proteinas pode alterar as conformacdes estruturais destes componentes.*®®”

74-75,182,211

O emprego de detergentes ionicos, como SDS, vem sendo amplamente empregados
em protocolos de descelularizacéo de traqueias devido aos seus efeitos relativamente suaves
nas estruturas da MEC.**'® Entretanto, tratamentos muito longos, acima 5 dias de
descelularizacio, podem levar a uma reducéo significativa dos componentes da matriz.3*>%°%
63-64.67.212-213 lyaag e colaboradores, demonstraram que tratamentos com até 9 ciclos (45 horas)
de descelularizacéo ndo afetam propriedades biomecanicas da traqueia murina.®® Apesar dos
achados de Haag serem expressivos e possam ser interpretados como valores de referéncias
para determinacdo da concentracdo das solucdes descelularizantes e nimero de ciclos, vale
ressaltar que ndo podemos extrapolar um mesmo protocolo para obtermos arcaboucos
descelularizados entre diferentes modelos de experimentacdo animal, pois os limiares das
propriedades biomecanicas diferem entre espécies."%

A preservacdo destes dos componentes da MEC contribuem para manutencdo da
integridade biomecénica do arcabouco, o qual foi notada nos testes de tracdo. A avaliacdo das
propriedades biomecanicas em arcabougos descelularizados é fundamental, pois um dos
pilares da bioengenharia de tecidos é prover arcaboucos semelhantes estruturalmente ao
tecido in natura. Com isto, é essencial uma analise detalhada destas propriedades
biomecanicas ap6s a descelularizagéo.** %41

Haykal e colaboradores propuseram um modelo de teste de tracdo em traqueias de
ratos que pudesse simular os movimentos naturais da respiracdo.” Hondt e colaboradores
desenvolveram um equipamento (MicroCT) capaz de medir expansividade e a colapsibilidade

da traqueia de coelhos em tempo real '

Apesar destes testes serem inovadores 0s mesmos

seriam complicados de aplicarem a traqueias inteiras de suinos. Portanto, em nosso trabalho

foi utilizado o método tradicional com auxilio da Maquina Universal de Ensaios Mecanicos.
Os Ensaios de Tragdo longitudinal e transversal demonstraram que ndo houve perda

significativa das propriedades mecénicas quando comparadas com traqueias in natura. Porém,
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houve perda significativa da rigidez no teste longitudinal em média de 20% para os C, D, E,
F, G e H. Os resultados encontrados em nossos ensaios de tracdo s&o similares aos
encontrados na literatura que utilizam detergentes iénicos, como solugdo descelularizantes,
acdo fisica e tempo de descelularizagdo entre 1 até 7 dias.>*42° 620364193 A preservacdo da
forca ténsil foi notoriamente comprovada e a perda, para alguns grupos, da rigidez foi
observada. Estudos sugerem que alguns tipos de protocolos de descelularizagéo,
principalmente os que envolvem enzimas, ou mdultiplos tipos de detergentes, podem
comporta-se adversamente sobre as propriedades biomecanicas das traqueias.®*#2%*

Atualmente a maioria das pesquisas utilizam traqueias inteiras de ratos ou coelhos,
desta Ultima também se utiliza somente fragmentos. As pesquisas que usam traqueias
oriundas de suinos, frequentemente optam por fragmentos de traqueias de animais maiores,
entre 50 a 80 kg, ou traqueias inteiras de animais menores, entre 10 e 30 kg. A utilizacdo de
fragmentos menores de traqueias ou animais mais jovens, pode facilitar a penetracdo e agéo
das solugdes descelularizantes e enzimas promovendo resultados superiores em menor tempo
de descelularizacao (Tabela 5).

Como um dos objetivos almejados neste experimento era a obtencdo de arcaboucos
similares as traqueias humanas, foram selecionados fragmentos 10 a 11 cm de comprimento.
A espessura e comprimento do fragmento utilizado pode ter sido determinante na manutengéo
de condrdcitos na MEC. Comparativamente tanto comprimento quanto espessura ou a area
das traqueias foram consideravelmente superiores aos modelos rotineiramente empregados
neste tipo de pesquisa (Tabela 5).

As perdas das propriedades biomecanicas predispdem ao colapso traqueal in
vivo quando submetidas a pressdo intratoraxica. As andlises histoldgicas conjuntamente com
0s testes de tracdo do presente estudo, demonstraram que a perda do coladgeno e do GAGs néo
foram significativas em qualquer grupo descelularizado.

Pesquisas inferem que o potencial fotobiomulador do LED em promover efeitos
bioestimulador e bioinibidor estdo relacionados com as caracteristicas especificas do tecido
irradiado e dos parametros fisicos como: fluéncia (dose), poténcia (quantidade de energia
transmitida), densidade de energia (irradiancia), tempo de exposi¢do e comprimento de onda

(Cor) 86-87,95,214-216



Tabela 5 — Relagao de trabalhos no processo de descelularizacdo de traqueias de suinos.

PESQUISA Raca / peso cm Tratamento Ciclo/hora ciclos
Guimaraes A. B. 2019 Landrace (18 a 6 SDS 2% 48 10
etal., 22 kQg)
Giraldo-Gomes D. 2019 Landrace (25-35 10 Tripsina-EDTA 1% + guanidina 10% + SD 4% + SDS 1% + 150 2
M. et. al., kg) TBP 2% + etanol 70% fases

Large - White / Pressdo e vacuo negativos + Triton X - 100 a 0,25% + |

Lange P. et. al., 2017 Landrace 7 DNAse 216 1

G"a'l\‘jlo'e?o;?ez D- 2016  (40a50kg)  3a5 SDS 4% 7 15

SDS 4% + EDTA 10 mM 10 15

SDS 4% + tripsina 1% 10 5

Jonhson C. et. al., 2016 Porco doméstico 6 TRITON-X 100 a 0,1% + SDS 2% + desoxirribonuclease | 24 5

Haykal S. et. al., 2013 Yorkssg '&Z)(A'O_ 2a4  Triton X-100 a 3% + &cido peraceético a 0,1% + 4% de etanol 98 1

1% Triton X-100 + benzonase 110-134 1

Partingthon L. et. 5,5 suino (80a 45 0y SDS 4% + DNase-| 20 25
al., 100kq)

Jungebluth P. et o5 424433 kg 6 SDS 4% + DNase-| 56 17

al.,

Fonte: Elaborada pelo autor.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31155202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/31155202
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/deoxycholate-sodium
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Atualmente, sabe-se que a interagdo da luz com tecidos causam uma
modulacédo das camadas eletronicas dos fotoreceptores moleculares como flavinas, citocromos
¢, porfirinas e proteinas nitrosadas, promovendo a formacéo de estados exitados singletes e
especies oxidativas (ROS)'% 217222

O presente trabalho apresentou resultados divergentes dos achados de Evaristo e
colaboradores para a agdo da luz no processo de descelularizacdo.”® Quando comparamos o
grupo A, 1 ciclo de descelularizacdo, sem acdo da luz e sem acdo de PDZ, com grupo C, 1
ciclo de descelularizacdo, com acédo da luz e sem acdo do PDZ, ambos néo diferiram entre si.
Entretanto, quando comparamos estes grupos com 0s grupos que usaram o fotossensibilizador
PDZ, sendo irradiados ou né&o, eles diferiram. Os grupos que tiveram ac¢do do PDZ foram
superiores na descelularizacdo, isso mostra que o fator desta diferenca foi o
fotossensibilizador e ndo a acdo da luz. Esta ideia é reforcada pelo grupo | que sem acédo da
luz e com 20pg/ml de PDZ apresentou reducdo celular de 75%. Os mesmos achados valem
para os grupos com 2 ciclos de descelularizacdo. Os grupos com 2 ciclos de descelularizacéo
foram superiores na retirada de DNA quando comparados com os grupos com 1 ciclo de
descelularizacdo. Esse resultado corrobora com achados de pesquisas anteriores que
observaram maior retiradas de DNA quanto maiores 0 numero de ciclos de
descelularizacéo.” 242039516267

Os fotossensibilizadores sdo moléculas que ao interagir com luz geram reacGes
fotoquimica, fotofisicas e fotobiologicas que formam espécies reativas de oxigénio e radicais
livres promovendo um efeito fotodindmico. Nos dias atuais, o0 emprego de
fotossensibilizadores vem sendo empregados em diversas areas, mas com grande destaque
para o combate de canceres, infecces bacterianas e f(ingica,!2%13-133.137, 223-225

N&do existe até o momento relatos de da aplicacdo de fotossensibilizadores no
processo de descelularizacdo de tecidos ou 6rgdos o que torna esta abordagem pioneira. Todos
0s grupos tratados com fotossensibilizador PDZ tiveram desempenho superior quanto a
remocdo de células da mucosa e da cartilagem. Mantendo a integridade da MEC demonstrada
pela quantificacdo de colageno e GAGs

Observamos que para os grupos com 1 ciclo de descelularizagdo a associacdo da
luz no comprimento de onda de 450nm conjuntamente com tratamento PDZ nédo apresentou
diferenca estatistica (p<0,05), quando comparada a descelularizacdo obtida apenas com o
tratamento de PDZ, ambos os testes tiveram valores similares quanto a queda do DNA no
tecido traqueal, 61,3 e 60,81%. Os resultados foram correspondentes para os protocolos de 2

ciclos de descelularizagdo. Houve redugdo de DNA de 76,79% para 0 grupo com a associacao
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da luz no comprimento de onda de 450nm e com tratamento PDZ. Para 0 grupo somente
tratado com PDZ, a redugéo foi de 70,67%. N&o observamos em nenhum protocolo diferenga
na concentracdo de coldgeno e GAGs, além dos grupos manterem as propriedades
biomecénicas.

As traqueias tratadas com concentracdo de 20ng/ml de PDZ e com 1 ciclo de
descelularizacdo, apresentaram resultados mais expressivos. Houve uma marcante queda de
75,09% na concentracdo de DNA. Contudo, ndo houve alteracdes na estrutura tecidual frente
aos testes de tracdo longitudinal ou transversal, além da manutencdo do arranjo e quantidade
das fibras de coldgeno ou GAGs. O tratamento com PDZ pode ser definido como dose
dependente.

Com isto inferimos que o fotossensibilizador possui papel determinante na
descelularizacdo celular proposta neste experimento, associado ao detergente idnico e

ultrassom. Seu papel isolado na producéo de arcabougos necessita de novas investigacoes.
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8 CONCLUSAO

Foi desenvolvido equipamento multifuncional que se mostrou eficaz, com ensaios
reprodutiveis para a descelularizacdo de traqueias suinas, como modelo para traqueias
humanas, sendo que a associacdo de processos fisicos e quimicos despontam como melhores
opcdes para a producdo de tecidos descelularizados levando em conta: tempo-movimento
(horas homem-trabalho), custo e eficécia final do procedimento.

Quanto a analise histologica realizada o equipamento multifuncional levou a uma
reducdo de 76% em 48 horas de tratamento com PDZ. Nao houve alteracdes significativas
detectaveis nos ensaios de resisténcia, resposta a tracao longitudinal e transversal.

A quantificacdo do DNA residual se mostrou eficaz tanto em 24 quanto em 48h. A
determinacdo das glicosaminoglicanas e coldgeno ndo foram alteradas pelos protocolos
utilizados.

O PDZ como agente descelularizador, permitiu maior remocdo de células do
tecido sem comprometer a integridade da MEC, mostrando um carater dose dependente.
Entretanto, o papel da acdo dos fotossensibilizadores isoladamente devem ter novas
investigacbes, assim como observar os efeitos descelularizantes para novos tipos e

concentragdes de fotossensibilizadores.
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ANEXO

Criada alravés da Potisria DFM o® 611 de 1301202017

CERTIFICADO N° 1177/2016-CEUA

Certificamos que a proposta intitulada “Decelularizacdo de traquéia suina utilizando equipamento multifuncional”,
registrada com o n. 1177/2016, sob a responsabilidade de Woner Mion, orientada pelo Prof. Dr. Francisco Eduardo Gontijo Guimaraes,
coorientado por Elenice Deffune, com a colaboracdo de Aparecida Vitéria Gongalves de Souza e Vanderlei Salvador Bagnato — que envolve
a producdo, manutenciio ou utilizacio de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto humanos), para fins de
pesquisa cientifica (ou ensino) — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n. 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n. 6.899,

de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de mxumzsm:nwnmo Animal (CONCEA), e foi
aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Medicina de Botucatu, em reunido de 19/05/2016.
Finalidade ( v Ensino (X) Pesquisa Cientifica
Vigéncia da autorizagédo 31/05/2018
Espécie/Linhagem/Raca Suino Large White - Porco Cachago
N© de animais 20
Peso/Idade 70 quilos/01 ano
Sexo Macho
Origem Abatedouro Dom Pig
&n\&\: im Klgbeg O
Profa. Dra. Noeme Sousa Rocha Kleber _ﬂmmm_mm de Camargo
Vice-Presidente da CEUA Secretario da CEUA
C.iim . ' - Distrito Rubi&o Junior, s/n°- Botucatu —S.P. CEP: 18.618-687 Fone: (14) 3880-1608/3880-1609 e-mail secretaria: nmcm@ﬁav.::.omv.g i




