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RESUMO 

 

MION, W. Descelularização de traqueia suína utilizando equipamento multifuncional. 97 

p. Tese (Doutorado em Ciências) – Instituto de Física de São Carlos, Universidade de São 

Paulo, São Carlos, 2020. 

 

Problemas traqueais oriundos de estenoses adquiridas ou congênitas, processos traumáticos, 

câncer e infecção continuam sendo um grande problema para medicina. A produção de órgãos 

descelularizados por bioengenharia tecidual e Medicina Regenerativa vêm crescendo como 

uma tentativa de solucionar esta problemática. O objetivo desta pesquisa foi elaborar um 

equipamento multifuncional para realização de todos os processos de descelularização com 

intuito de garantir arcabouços com padrões de qualidade aceitáveis e reprodutíveis, quanto as 

características mecânicas e físico-químicas, para futura semeadura de células e implante. 

Foram realizados 9 protocolos de descelularização em traqueias de suínos (Large White) com 

15 cm dos quais 4 cm foram reservados como grupo controle. Os grupos foram divididos 

segundo exposição ou não a luz LED (450nm ± 20nm - 90 J/cm
2
), com tratamento ou não de 

Photodithazine (PDZ) (5µg/ml ou 20µg/ml), submetidos a 1 ciclo (24hs) ou 2 ciclos (48hs) de 

descelularização. Todos grupos foram submetidos a tratamento com detergente iônico (SDS a 

4%) e ultrassom (52kHz) durante os ciclos. Os resultados com 48 horas foram superiores aos 

de 24 horas. A associação da ação luz com tratamento de PDZ, em 1 ciclo, não foi superior ao 

emprego apenas do fotossensibilizador sendo que ambos os testes tiveram valores similares 

quanto a redução do DNA no tecido traqueal, 61,3 e 60,81%. O mesmo foi evidenciado com 2 

ciclos, redução de DNA de 76,79% para associação da ação da luz com tratamento de PDZ e 

somente tratamento de PDZ, com redução em 70,67%. O tratamento com PDZ a 20 µg/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 descelularização celular com 

caráter dose dependente. Não observamos em nenhum protocolo diferença na concentração de 

colágeno e glicosaminoglicanos, além dos grupos manterem as propriedades biomecânicas. O 

equipamento multifuncional se mostrou eficaz, com ensaios reprodutíveis para a 

descelularização de traqueias suínas, como modelo para traqueias humanas, sendo que a 

associação de processos físicos e químicos despontam como melhores opções para a produção 

de tecidos descelularizados. 

 

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

 



 

 

   



 

ABSTRACT 

MION, W. Decellularization of swine trachea using multifunctional equipment. 97 p. Ph 

D. Thesis (Doctor in Sciences) - São Carlos Institute of Physics, University of São Paulo, São 

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 µg / ml or 20 µg / 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 µg / 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 INTRODUÇÃO 

 

A busca por alternativas na reparação ou transplantes traqueais são assuntos debatidos 

pelo meio clínico e científico, mas sem solução definitiva. A engenharia de tecidos surgiu 

como alternativa na tentativa de solucionar a necessidade de substitutos para transplantes. As 

buscas por soluções motivam inúmeras pesquisas como exemplificada no gráfico 1 - 

embasado em levantamento bibliográfico em base de dados eletrônicas PUBMED/MEDLINE 

consultadas, retrospectivamente, de 1947 até 2019. Para efetuar esta fase de revisão 

bibliográfica foram utilizados os termos: reconstrução traqueal, transplante de traqueia, 

engenharia de tecidos, descelularização e automação para equipamentos de descelularização, 

sem restrição de línguas. 

Foi possível estabelecer um panorama sobre o interesse na terapia traqueal. Durante os 

primeiros 40 anos praticamente não houve mudança significativa no número de pesquisas 

abordando o assunto. Os trabalhos publicados envolviam as primeiras tentativas de 

transplante e reconstrução 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 descelularização. Mas, é a partir de 2010 que ocorre 

uma extraordinária alteração do quadro onde a técnica de descelularização tecidual se torna o 

tema com maior destaque nas pesquisas, com produção de mais de 350 artigos científicos 

somente nos últimos 7 anos, mais que o dobro das pesquisas envolvendo os demais assuntos. 

Novamente, a descelularização mostra-se uma possibilidade real e alcançável na busca pela 

reconstrução ou substituição de órgãos. Neste âmbito, as dificuldades encontradas para 

estabelecer um protocolo de descelularização eficaz esbarram em custo elevado, longos 

períodos de manipulação para produção dos Scaffolds (arcabouços) e dificuldade na 

reprodutibilidade dos protocolos. Isto pode ser sanado com a automação da descelularização. 

A descelularização, à exemplo do que aconteceu com os laboratórios de hematologia, 

praticamente automatizados em 100%, se beneficiam da diminuição do tempo de 

manipulação, com o aumento da confiabilidade e rastreabilidade dos exames e de forma mais 

expressiva ainda, com a diminuição do erro humano.
1
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Gráfico 1 - Publicações inerentes ao trabalho 

Fonte: Elaborado pelo autor 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA  

 

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, umidificação e limpeza do ar inspirado.
3,7

  

A traqueia humana possui entre 11-12 cm de comprimento e entre 2-2,5 cm de 

diâmetro em adultos, constituída por anéis de cartilagem hialina incompletos em forma de C 

que proporcionam rigidez suficiente para o impedimento do colapso do órgão durante a 

respiração. Esses anéis são ligados entre si por um tecido conjuntivo fibroelástico, que 

promove flexibilidade à traqueia e permite seu alongamento durante a inspiração.
3
 As 

extremidades desses anéis são unidas por músculo liso capaz de diminuir o diâmetro da luz 

traqueal por meio de contrações, auxiliando o deslocamento de partículas estranhas e muco 

durante a tosse.
2-3

  

Esse conjunto de cartilagem, tecido de revestimento, tecido conjuntivo e músculo 

permite responder aos mecanismos de estresse que envolvem a respiração, a deglutição, a 

gravidade e impactos.
4
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 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 respiratório composto por diferentes células: 

pseudoestratificadas cilíndricas ciliadas, calciformes, basais, serosas e neuroendócrinas que 

são responsáveis pela lubrificação, retenção e limpeza de impurezas, monitoramento de 

oxigênio e dióxido de carbono e reposição celular.
5-6

  

 

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

fibras elásticas (tecido fibroelástico) que contém ductos que conduzem o muco à luz traqueal, 

além de conter nódulos linfáticos, vasos sanguíneos, glândulas mucosas e seromucosas.
3,10

  

 

Figura 2- Composição celular do epitélio traqueal humano 

Fonte: Adaptada de HAYKAL S.
7
  

 

 

2.2 Matriz extracelular 

 

Os órgãos e tecidos possuem uma composição heterogênea entre células, as unidades 

funcionais dos organismos, e componentes acelulares, denominada de matriz extracelular 

(MEC).
3,11

  

 A composição estrutural da MEC, em sua maioria, é integrada por proteína, 

polissacarídeos e água. A MEC apresenta uma especificidade estrutural, bioquímica e 

biofísica adequadas para funcionalidade dos componentes celulares. Além das diversas 

características mecânicas e bioquímicas, a MEC também promove a manutenção para 

desenvolvimento celular, homeostase, orientação, crescimento e migração celular, através de 

receptores, morfogênese e atividade mitótica. 
8-11

  

A MEC do tecido conjuntivo fibroelástico (TCF), presente na traqueia, desempenha 

papel fundamental ao suportar a resistência das forças de compressão e tensão.
12-13

 A 

resistência do TCF é decorrente de um gel amorfo constituído de glicosaminoglicanas, 

proteoglicanas e glicoproteínas. As glicosaminoglicanas (GAGs) são longas cadeias 

polissacarídicas, negativamente carregadas, que têm a capacidade de se ligar a grandes 

quantidades de água tornando a matriz hidratada, o que auxilia na resistência à compressão.    
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As proteoglicanas são macromoléculas que permitem a MEC resistir às forças de compressão 

e auxiliam na migração celular. As glicoproteínas permitem às células se fixarem na MEC.
3,10

 

A MEC presente nos anéis de cartilagem hialina, apresenta colágeno do tipo II 

associada a glicoproteínas adesivas e proteoglandinas com propriedades bioquímicas e 

mecânicas que proporcionam resistência às forças de tensão e elasticidade do tecido.
3-4

 

 

Figura 3 - Visão geral esquemática da matriz extracelular, seus principais componentes e receptores da superfície 

celular. 

Fonte: THEOCHARIS.
14

  

 

A ressecção e reconstrução traqueal são comumente realizadas em função de uma 

estenose traqueal pós-intubação, tumor traqueal, estenose laringotraqueal idiopática e fístula 

traqueoesofágica. No entanto, ocorrem complicações em aproximadamente 20% dos 

pacientes, dos quais metade são complicações anastomóticas. As complicações incluem 

formação de tecido de granulação, reestenose da traquéia, separação anastomótica e formação 

de fístula, infecção da ferida, edema da laringe e disfunção glótica.15 

Apesar de existirem mecanismos de prevenção das complicações, vários fatores 

demonstraram influenciar a incidência destas. Estes incluem indicação tardia para cirurgia, 
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história de antecedentes ressecção, presença longa em respiradores além de comorbidades 

como a obesidade mórbida e uso crônico de corticoides, além do  comprimento da traquéia 

danificada.  

O tratamento da atresia ou estenose traqueal congênita pode ser dificultado pela falta 

de tecido suficiente para a reconstrução cirúrgica, pois o comprimento da lesão da traquéia 

pode ser extenso. Nos últimos 60 anos, várias tentativas de reconstrução traqueal foram 

tentadas clinicamente e experimentalmente, incluindo o uso de próteses, autoenxertos, 

homoenxertos e aloenxertos.  Como próteses foram utilizadas a tela de pol/iuretano Dacron, 

politetrafluoretileno, tela de polipropileno, aço, teflon, silicone e até tubos de vidro chegaram 

a ser testados. Como biopróteses já foram utilizadas traquéias de cadáveres, aorta, dura máter, 

cartilagem entre outros materiais. Em todos os casos, as complicações como como infecção, 

extrusão e estenose constituem-se uma dura realidade.
16

 Em 1994 conseguiu-se sucesso com 

substituição traqueal em cão,  por tubo de Dracon sendo  que  no interior houve a aplicação 

e silicone e fibroblastos autólogos. Isto abriu o desenvolvimento dos dispositivos contendo 

células e de protocolos de descelularização de traquéias.
17

  

 

2.3 Transplante traqueal  

A área médica, nas últimas décadas, obteve avanços expressivos em tratamentos de 

diversos tipos de doenças. No entanto, lesões que acometem a traqueia continuam sendo um 

desafio para comunidade científica.
18-19

 

Pacientes que apresentam alterações traqueais por: estenoses (adquirida ou 

congênitas), queimaduras, traumas ou injúrias pós-intubação, são submetidos a traqueoplastia, 

ressecções de segmentos traqueais e anastomose para reconstrução primária do órgão, na 

tentativa de restaurar a continuidade do tubo traqueal (figura 4). Contudo, esta técnica se 

limita à porções lesionadas menores que 50% para adultos e 30% para criança.
7,20-25

  

Patologias que acometem grandes extensões, como ocorre principalmente em retiradas 

de tumores, estenoses e deformidades congênitas da traqueia, impossibilitam o uso da 

traqueoplastia, pois não há tecido adjacente suficiente para a realização da anastomose e 

deficiência da circulação arterial.
12-13,20,26-27
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Figura 4 - Traqueia com estenose que pode ser fechada por ressecção traqueal. Patologias complicadas com 

comprometimento traqueal acima de 50% do órgão, necessidade de transplante 

Fonte: HONDT.
27

 

 

Essas patologias implicam em procedimentos terapêuticos, como terapia endolumial, 

22,28
 os quais dependem de vários procedimentos cirúrgicos, infelizmente, limitados. Pacientes 

que recebem a colocação de válvulas e tubos apresentam infecções recorrentes.
7, 22

 Contudo, a 

correção traqueal, independentemente da abordagem ou técnica utilizada, apresenta altas taxas 

de complicação e frequente morbidade em longo prazo,
29-31

 acarretando elevados custos para 

o sistema de saúde.
32

 

Ainda não está estabelecida uma terapia definitiva para o tratamento de danos 

traqueais extensos.
33-34 

Esse panorama seria diferente se houvesse possibilidade de construção 

de um substituto traqueal que apresentasse as propriedades anatômicas, fisiológicas e 

biomecânicas similares à traqueia nativa.
35-36

 

Diante deste quadro, o transplante traqueal surge como única opção terapêutica para 

correção de lesões extensas em traqueias.
37

 A traqueia é um órgão de difícil substituição em 

decorrência de sua pluralidade funcional.
38

 

Transplantes de órgãos podem melhorar a qualidade de vida e prolongar a sobrevida 

de muitos pacientes, porém a escassez de doações deste órgão e a possibilidade de rejeição do 

tecido por parte do receptor ainda são fatores complicantes.
18,24,35

 

Os substitutos traqueais podem ser classificados em cinco categorias: materiais 

protéticos, tecidos autógenos, tecidos não viáveis, transplantes traqueais e engenharia 
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tecidual.
22,25

 Todavia, os quatro primeiros procedimentos utilizando substitutos apresentaram 

sucesso limitado, devido às infecções bacterianas, inflamação, tamanho inadequado, 

deficiência ou falta de revascularização, epitelização, proliferação de tecido de granulação, 

composição não efetiva das propriedades fisiológicas do tecido original e complicações 

imunológicas.
39-42

 Outro fator limitante em relação aos alotransplantes é a falta de doadores, 

imunossupressão dos enxertos e revascularização.
24,43-46

 

Atualmente, na literatura científica não há confirmação de um substituto ideal para 

realização de transplante traqueal, que apresente as características de: rigidez, flexibilidade 

longitudinal e transversal, hermético, biocompatibilidade, promova integração tecidual, não-

imunogênico, não tóxico, não carcinogênico, resistente à colonização bacteriana e sem 

necessidade de imunossupressão 
18,31,47

 de fácil implantação e promotor da reepitelização.
48

  

Diante deste cenário, a engenharia tecidual surge como nova ferramenta no campo do 

transplante e reconstrução traqueal. A possibilidade da confecção de enxertos funcionais, 

adaptados e seguros ao organismo, minimizando a reação contra o enxerto, ainda é um desafio 

para alcançar o sucesso clínico.
24,49

 

 

2.4 Bioengenharia de tecidos 

A Bioengenharia de Tecidos (BT) consiste na substituição de tecidos ou órgãos através 

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

biomateriais, naturais ou sintéticos, antes do uso em pacientes.
50-51

 

A obtenção de arcabouços sintéticos é relativamente fácil, pois dispensa doadores, 

além da possibilidade de quantidade disponível para o seu uso. Porém, há dificuldade em 

produzir um arcabouço sintético estruturalmente igual ao nativo.
7
 Além disso, arcabouços 

sintéticos promovem maior resposta inflamatória
24,44

 quando comparados a arcabouços 

obtidos por descelularização de órgãos e tecidos.
24,52

 

O avanço da bioengenharia de tecidos, através de técnicas de descelularização 

combinadas com células tronco, moléculas bioativas e biomateriais surge como novas opções 

de tratamento para a reparação ou substituição de tecidos traqueais danificados, tornando-se 

opção em potencial.
50

 A ET está apoiada em uma tríade de conhecimentos interdiciplinares: 

Biologia Celular, Biomateriais e Bioquímica (Figura 3),
53-54

 que permitem o desenvolvimento 

de um arcabouço com estruturas biomecânica e bioquimíca similares ao tecido in natura  

permitindo a ancoragem, orientação, regulação e desenvolvimento das células.
55
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Figura 5 – Processo da Bioengenharia de Tecidos. 

Fonte: Adaptada de LOTT. 
50

  
 

O uso de matriz extracelular (MEC) de tecido biológicos como arcabouços é cada vez 

mais atraente como substituto traqueal. Esta estrutura não só pode fornecer apoio estrutural, 

mas também pode regular o comportamento da adesão e crescimento celular.
56

 O uso da 

matriz extraceluar descelularizada a partir de tecido doador já é empregado (Tabela 1) e vem 

sendo importante ferramenta na medicina reparadora e de transplanstes.
57
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Tabela 1- Material de origem e forma de produtos comerciais baseados em ECM disponíveis para aplicações 

terapêuticas 

Produto Companhia Material Forma 

AlloDerm LifeCell Pele Humana Natural 

Axis dermis Mentor Derme Humana Natural 

Bard Dermal Allograft C R Bard Derme de Cadáver Humano Natural 

CuffPatch Biomet Sports Medicine Submucosa de Intestinal Suína (SIS) Reticulado 

DuraADAPT Pegasus Biologicals Pericárdio Equino Reticulado 

Dura-Guard Synovis Surgical Pericárdio Bovino Reticulado 

Durasis Cook
 
Medical Submucosa Intestinal Suína (SIS) Natural 

Durepair TEI Biosciences/Medtronic Pele de feto Bovino Natural 

FasLata C R Bard Fáscia lata de Cadáver Natural 

Graft Jacket Wright Medical Tech Derme Humana Natural 

Oasis Cook
 
Biotech/Healthpoint Submucosa Intestinal Suína (SIS) Natural 

OrthADAPT Pegasus Biologicals Pericárdio Equino Reticulado 

Pelvicol C R Bard Derme Suina Reticulado 

Peri-Guard Synovis
 
Surgical Innovations Pericárdio Bovino Reticulado 

Permacol Covidien Pele Suína Reticulado 

PriMatrix TEI Biosciences Pele de feto Bovino Natural 

Restore DePuy Submucosa  Intestinal Suína (SIS) Natural 

SurgiMend TEI Biosciences Pele de feto Bovino Natural 

Surgisis Cook
 
Medical Submucosa  Intestinal Suína (SIS) Natural 

Suspend Mentor Human fascia lata Natural 

TissueMend TEI Biosciences Pele de feto Bovino Natural 

Veritas Synovis
 
Surgical Innovations Pericárdio Bovino Reticulado 

Xenform TEI Biosciences/Boston Scientific Pele de feto Bovino Natural 

Fonte: Adptada de KEANE.
58

 

 

2.5 Descelularização 

A descelularização é o processo de remoção das células do tecido, resultando em um 

scaffold (arcabouço) de MEC inerte do ponto de vista imunológico, estável estruturalmente e 

apto para implantação de células "in vitro" ou "in vivo" do próprio receptor.
55

  

 O uso de arcabouços naturais proporciona benefícios biológicos, pois permitem 

melhor e maior interação com tecidos adjacentes, no entanto, a preparação deste biomaterial 

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

menor antigenicidade ao hospedeiro.
57,59-61

 O processo de descelularização deve retirar 

materiais celulares, nucleares e proteínas imunologicamente ativas que podem promover 

reações imunes adversas, preservando as propriedades biomecânicas da MEC e os 

proteoglicanos, responsáveis pela ancoragem das células na rescelularização, e facilitando 

atividades biológicas, como angiogenese.
24,39,58,62-65
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Ultimamente os protocolos de descelularização utilizam conjuntamente processos 

físicos, químicos e enzimáticos na tentativa de minimizar danos na composição da MEC.
66-68

 

A eficácia dos agentes descelularizantes e protocolos de descelularização dependem 

dos fatores e aspectos do tecido, incluindo celularidade, rigidez, densidade e espessura da 

MEC do tecido.
66

 

Na abordagem dos produtos químicos identifica-se o uso de detergentes iônicos e não-

iônicos ou enzimas que permitem a solubilização das membranas celulares e dissociam as 

moléculas de DNA. Porém, esses materiais também podem lesar as proteínas da MEC. É 

importante ressaltar que a remoção residual destes produtos após o tratamento é fundamental, 

visto que podem promover citoxicidade e afetar o processo de recelularização da MEC 

posteriormente.
69

 

Os detergentes iônicos e não-iônicos são utilizados amplamente nos protocolos de 

descelularização de traqueias, válvulas cardíacas, vasos sanguíneos, etc, devido aos seus 

efeitos relativamente suaves nas estruturas da MEC.
62,70 

Esses detergentes rompem as 

interações lipídio-lipídio e lipídio-proteína, mas não alteram a conformação funcional porque 

mantêm as interações proteína-proteína dos tecidos intactas.
67

 Atualmente os detergentes mais 

utilizados são o Deoxicolato de Sódio (DS), Triton X-200 e Dodecil Sulfato de Sódio (SDS), 

pois possuem alta eficiência na lise celular, fácil remoção e manipulação.
58,70-72

 Defrontando 

os detergentes utilizados, o SDS proporciona maior lise em membranas celulares e de 

proteínas citoplasmáticas.
60,73

  

As técnicas enzimáticas de descelularização incluem o uso da digestão de proteases e 

nucleases.
 
A tripsina é a enzima mais utilizada nos protocolos de descelularização, já que é 

altamente específica. As endonucleases catalisam a hidrólise das ligações interiores das 

cadeias de ribonucleotídeo e desoxiribunucleotídeo, enquanto as exonucleases catalisam a 

hidrólise das ligações terminais dessas cadeias levando à degradação do RNA e do DNA.
 
Os 

métodos enzimáticos de descelularização provocam um efeito adverso nos componentes da 

MEC.
58,74

 O tratamento prolongado com tripsina/EDTA reduz o conteúdo de laminina e 

fibronectina, mas não afeta a quantidade de colágeno.
67,69

 

Os métodos físicos rompem as membranas celulares, facilitando o processo 

subsequente de lavagem para remoção dos materiais intracelulares, porém são incapazes de 

descelularizar um tecido completamente. Ainda, sua combinação com outras técnicas permite 

melhorias na descelularização.
75

 Os métodos físicos incluem desde congelamento, pressão 

direta, sonicação, agitação 
75

 e ação da luz.
51
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O processo de congelamento/descongelamento promove a formação de cristais de gelo 

intracelulares permitindo o rompimento da membrana da célula e liberação de seu conteúdo 

interno. Um único processo de congelamento/descongelamento é capaz de reduzir a resposta 

imune sem afetar drasticamente as proteínas da MEC. Porém, após a aplicação desse método 

se faz necessária a remoção dos materiais celulares.
67,69

  

A agitação mecânica e a sonicação devem ser utilizadas simultaneamente com 

tratamentos químicos pois auxiliam a lise e a remoção dos debris celulares.
51, 67

  

A ação do ultrassom pode promover lise da membrana celular através do processo de 

cavitação
76

 ou pode induzir efeitos celulares sublíticos oriundos de pequenas rupturas 

transitórias promovidas pelas ondas de choque alterando a permeabilidade, adesão e 

morfologia da membrana celular.
76-82

 Estes efeitos sublíticos podem tardiamente resultar em 

lise celular.
80,83

 Hung et al., 2013, confirmaram a importância da sonicação por ultrassom na 

descelularização de laringes, todavia eles também notificaram que exposição prolongada pode 

afetar a MEC. Keane et al., 2012, observaram que a agitação mecânica é um fator importante 

para dissociação do DNA e da retirada de células lisadas. Os tipos de procedimentos 

mecânicos e volume de reagentes devem ser empregados dependendo da composição, volume 

e densidade do tecido.
84

 Tecidos mais densos e espessos como traqueias necessitam de 

protocolos mais extensos de descelularização que podem variar de dias até meses.
69

 

Pesquisas inferem que biomateriais não são somente estruturas fixas que recebem 

células, mas  são materiais que interagem dinamicamente com o microambiente tecidual. Esta 

interação dependerá muito da quantidade de resíduos que os diferentes polímeros possam 

apresentar assim como os biomateriais biológicos, que usam produtos químicos nos diferentes 

protocolos de decelularização.
85

 

 Dentro deste panorama surge a fotônica como alternativa de uso, inclusive na 

fabricação de órgãos sólidos para uso em laboratório. O potencial fotobiomulador do LED 

(Light Emitting Diode) e do LASER (sigla inglesa para Light Amplification by Stimulated 

Emission of Radiation ) de baixa intensidade estão relacionados com o tipo e metabolismo das 

células irradiadas e a  parâmetros físicos como: fluência (dose), potência (quantidade de 

energia transmitida), densidade de energia (irradiância), tempo de exposição e comprimento 

de onda.
86-88

  

Moore et al., 2005, observaram que células endoteliais e fibroblásticas com uma 

mesma irradiância e dose, mas com diferentes comprimentos de onda apresentaram resultados 

distintos em relação a proliferação 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 

o interesse na terapia antineoplásica e na redução do desenvolvimento de tumores de pele em 

modelo experimental.
89-91

 Estudos evidenciam sua capacidade de interromper a mitose, 

promover a ativação de fatores de apoptose, dano mitocondrial direto e promover danos ao 

DNA em tumores.
90-94

 Seus efeitos biológicos são promovidos por fotoredução de porfirinas 

endógenas, citocromos mitocondriais e flavoproteínas que traduzem os efeitos da luz e geram 

espécies reativas de oxigênio ROS (do inglês, reactive oxygen species) que, dependendo dos 

níveis, pode mediar a morte celular ou desfigurar as estruturas da membrana celular.
90-97

 

Evaristo et al., 2014, observaram que traqueias expostas a dose de 90J/cm
2
 e 

comprimento de onda de 475nm conjuntamente com um protocolo de descelularização 

apresentaram resultados promissores. Com isto, os autores propuseram a inclusão dos efeitos 

bioinibidores da luz em protocolos já estabelecidos para potencializar a descelularização do 

tecido e reduzir o tempo para obtenção de aracabouços prontos para receber células 

provenientes de culturas in vitro. 

 

2.6 Efeito Fotodinâmico 

Moléculas de agentes químicos fotossensíveis, denominadas fotossensibilizadores 

(FS), podem inter-relacionar-se com a luz gerando espécies de oxigênios reativos e radicais 

livres. Atualmente o efeito fotodinâmico é empregado no processo de descontaminação de 

ambientes, superfícies,
98-100

 produtos alimentícios, água,
101-102

 agentes patogênicos em 

hemocomponentes 
103-106

 e principalmente na terapia fotodinâmica (do termo em inglês, 

Photodynamic Therapy – PDT) para o combate do câncer, infecções bacterianas e fúngica.
107-

115
 

O efeito fotodinâmico é explicado por dois mecanismos de reações distintas nomeadas 

de tipo I e tipo II. Esquematizado pelo Diagrama de energia de Perrin-Jablonski na figura 6. 

116-118
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Figura 6 – Diagrama de energia de Perrin-Jablonski mostrando a absorção do fotão de luz (hn) promovendo a 

excitação eletrônica para o estado Singleto (S1) ou Tripleto (T1) promovendo as reações do tipo I e 

tipo II. 

Fonte: Adaptada de CELLI;
119

 DAI.
 120 

 

Os FS em seu estado fundamental possuem pares de elétrons com spins opostos que os 

mantém estáveis. A absorção de quantidades adequadas de fótons de luz com comprimento de 

onda especifico conduz a transição destes elétrons do seu estado fundamental (estado com 

menor energia) para um estado instável e com maior nível de energia (estado singleto (SI)). O 

decaimento do estado singleto para o estado fundamental é feito com liberação da energia 

através de dois tipos de processos: radioativo, com emissão de luz (fluorescência) ou não 

radioativo, por relaxamento vibracional.
121

 

No processo radioativo a transição energética do estado singleto para o estado 

fundamental ocorre de forma direta liberando a energia absorvida através de fluorescência. 

Neste processo não ocorre a reação fotodinâmica, contudo, esta propriedade do FS torna-o 

iminentemente atraente para diagnósticos por imagens.
119, 122-125

. 

No processo não radioativo ocorre um relaxamento vibracional permitindo transições 

intermediárias de energia do estado singleto para tripleto excitado e posteriormente para o 

estado tripleto mais estável, através da inversão dos spins entre cruzamento intersistema de 

energia. Neste processo de decaimento energético pode ocorrer perda de calor, emissão de 

fosforescência ou transmissão de energia promovendo reações do tipo I e II presentes no 

efeito fotodinâmico.
126-127
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 A reação do tipo I envolve a interação dos FS no estado tripleto excitado como 

substrato/solvente celulares promovendo a formação de radicais pela transferência de elétrons 

para o oxigênio permitindo a formação de radicais superóxidos (*O2
-
), radicais hidroxilas 

(*OH) e peróxido de hidrogênio H2O2.
127

 Vale advertir que o peróxido de hidrogênio é viável 

por longos períodos podendo atravessar a membrana celular e causar danos nos 

compartimentos que o alojam.
128-133  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7 - Reações envolvidas no mecanismo do tipo I. 

Fonte: CAVALCANTE.
134

 

 
A reação do tipo II envolve a transferência de energia direta do fotossensibilizador no 

estado tripleto excitado para o oxigênio molecular (estado fundamental tripleto) 

transformando-o em um oxigênio singleto.
129,131-133,135

 O oxigênio singleto é altamente 

reativo, considerado principal promotor de dano intracelular.
136-137

 Ao contrário do peróxido 

de hidrogênio, o oxigênio singleto possui tempo de vida e raio de ação muito pequeno. Esta 

característica é fundamental para o efeito fotodinâmico, pois sua atuação fica restrita a área de 

sua formação.
133,135,138

 

 
 
 
 
 
 
Figura 8 - Reações envolvidas no mecanismo do tipo II. 

Fonte: CAVALCANTE.
134

 

 

Os dois tipos de reação acontecem simultaneamente, apesar disso a predominância de 

cada reação vai depender muito das propriedades do fotossensibilizador, quantidade de 

oxigênio e dos substratos intracelulares.
129,132-133,137

 Aparentemente, a reação do tipo II 

apresenta-se mais hábil, pois a transferência de energia e a formação do oxigênio singleto 

ocorrem em um tempo menor do que a velocidade de reação para formação de outros 

oxidantes na reação tipo I.
139-141

 Durante o processo de irradiação, os FS regeneram-se e 
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podem funcionar de maneira cíclica, ou seja, eles conseguem formar vários oxigênios 

singletos através de uma molécula de fotossensibilizador 
142

 

A seleção dos FS deve ser criteriosa, pois suas propriedades fotofísicas, fotoquímicas e 

farmacocinéticas específicas serão vitais para o efeito fotodinâmico.
133

 Esta importância é tão 

relevante que vários investigadores elencaram quais devem ser suas principais características 

para interação e ação do efeito fotodinâmico intracelular.
131,143-146

 Consequentemente, testes 

de farmacocinéticas devem ser realizados com os tipos celulares de interesse do estudo para 

avaliar a biocompatibilidade dos FS.
147-148

 

A molécula do fotossensibilizador deve possuir elevado coeficiente de absorção na 

região espectral entre 600nm e 1000nm e rendimento quântico nos estados tripletos. Ainda, 

deve apresentar transferência de energia para oxigênios moleculares sob picos de absorção de 

luz e ser inerte na ausência de luz.
144

 Do ponto farmacocinético, a molécula deve ser 

anfifílica, o que permite seu adequado transporte intracelular, ter alta solubilidade e 

permanecer estável em soluções aquosas e sob irradiação, além de não ter toxicidade ou 

capacidade de indução de efeitos mutagênicos.
116, 144,149-151

 

 

2.7 Fotossensibilizadores 

 

Os fotossensibilizadores são moléculas heterocíclicas (anel porfirínico) que dispõem 

de grupos cromóforos capazes de interagir com a luz visível podendo gerar reações 

fotoquímicas, fotofísicas e fotobiológicas que criam espécies reativas de oxigênio ROS, 

causando um efeito fotodinâmico.
136, 139, 152-153

 

 Os FS costumam ser segregados por gerações: primeira, segunda e terceira. Estas 

separações estão correlacionadas com as questões históricas e com a abordagem da concepção 

o seu desenvolvimento.
154

 

 Os FS da primeira geração são derivados purificados de hematoporfirina (HpD), 

oriundos de processos de misturas de monômeros, dímeros e oligómeros com HpD.
155

 Os FS 

desta geração permanecem como os mais evidenciados em estudos e em aplicações clinicas. 

156
 Em 1993 o Photofrin

®
 foi o primeiro FS aprovado para uso clinico, após estudos de 

Dougherty.
157
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Figura 9- Estrutura da Hematoporfirina.  

Fonte: LUZGINA.
158 

  

Os FS de segunda geração possuem em sua formulação o ácido 5-aminolevulínico (5-

ALA, do inglês 5-aminolevulinic acid). Está classe de FS foi desenvolvida para eliminar o 

problema de fotossensibilidade prolongada da pele promovida pelos FS da primeira geração. 

Por isso, estes FS de segunda geração são quimicamente mais puros, possuem características 

espectrais mais otimizadas e maior rendimento quântico para formação de oxigênio singleto 

quando comparados aos compostos da primeira geração. Alguns dos FS de segunda geração, 

como Foscan
®
 e Levulan

® 
já são empregados em tratamento clínicos. Outros FS, como a 

Photodithazine (PDZ), são estudados para utilização em diversos tratamentos para diferentes 

doenças.
159-162

 

 Os FS de terceira geração são compostos que possuem conjugados biológicos como 

anticorpos ou lipossomas. Estes conjugados conferem aos FS de terceira geração uma melhora 

na polaridade, solubilidade, farmacocinética e disponibilidade intracelular dentro do tecido 

alvo.
163

 Atualmente os FS de terceira geração representam uma grande área de atividade 

investigativa.
145,156,164-165

  

 

2.7.1 Photodithazine 

 

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

modificação estrutural na clorina e pela adição de complexos de N-metil-D-glicosamina 
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0,5%, o que permitiu sua solubilidade e estabilidade para armazenamento. Contudo, sua 

síntese química é complexa e onerosa.
166

 

Castano et al., 2005 descreveram que as propriedades fototóxicas da PDZ podem 

estar correlacionadas com a facilidade de interagir e penetrar a membrana celular, 

promovendo diversas vias de ativação de morte celular.  

 A ação fotodinâmica da PDZ tem sido aplicada em diversos estudos em diagnósticos 

de imagens, tratamentos antimicrobiana, antifúngica e principalmente em diversos casos de 

cânceres como de pele, cavidade oral, laringe, brônquios, esôfago e vulva. 
159-160,162, 168-177

 

Mas, não há estudos que se utilizam de fotossensibilizadores no processo de 

descelularização. 

  

 
Figura 10 - Estrutura da Photodithazine e Espectro de Absorção.  

Fonte: LUZGINA.
158
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3 JUSTIFICATIVA 

Problemas traqueais oriundos de estenoses adquiridas, congênitas, processos 

traumáticos, câncer e infecções continuam sendo um grande problema para medicina.
29

 As 

recentes abordagens tecnológicas de bioengenharia de tecidos devem favorecer pacientes que 

sofram de problemas traqueais. A substituição de órgãos lesionados por órgãos 

descelularizados e recelularizados por estas técnicas visam preservar e melhorar a qualidade 

de vida dos pacientes. Porém, a obtenção de um órgão descelularizado que permita a 

recelularização, revascularização rápida e, ainda, possuir caráter imunogênico é um ponto 

crítico.
178

 Apesar do grande avanço nas técnicas de obtenção de órgão descelularizados, 

inexiste na literatura critérios bem estabelecidos de controle da qualidade da traqueia 

descelularizada para validá-la para uso em transplantes como substituto traqueal, o que 

impacta em altos custos socioeconômicos na vida dos indivíduos acometidos por problemas 

traqueais. 

O maior desafio deste projeto foi construir um equipamento multifuncional capaz de 

agregar técnicas de bioengenharia para obtenção de traqueias descelularizadas com 

padronização, automação, reprodutibilidade, garantia de rastreabilidade, aprovações nos 

parâmetros de qualidade e minimização do tempo. 
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4 OJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

Propor e validar equipamento protótipo multifuncional para a descelularização de traqueias. 

 

 Objetivos Específicos 

 

1. Desenvolver equipamento que conjugue na mesma plataforma processos controlados 

da ação de solução detergente (SDS 4%), ultrassom, aplicação de luz LED, sob 

agitação constante e lavagens com soluções de PBS. 

2. Analise morfológica da traqueia descelularizada por histologia. 

3. Proceder a análises de ensaios de resistência, resposta à pressão longitudinal e 

tranversal. 

4.  Teste de biocompatibilidades: quantificação de DNA residual em traqueias que 

sofreram 24 e 48 horas de tratamento. 

5. Análise concentração de glicosaminoglicanas e colágeno por histologia. 

6. Analisar a ação do fotossensibilizador Photodithazine como agente descelularizador. 
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5 MATERIAL E MÉTODO  

 

A metodologia foi organizada em duas Etapas:  

Etapa 1 -  Elaboração e construção do equipamento multifuncional.   

Etapa 2 - Obtenção e descelularização das traqueias pelo equipamento proposto, 

análises histomorfológicas, ensaios mecânicos, quantificação de DNA, colágeno 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 interação de propriedades físico-

químicas e fotônicas. A idéia foi cunhada pela dupla necessidade de encurtar o tempo de 

descelularização, tendo em vista que os diferentes protocolos existentes são longos e 

fastidiosos, além de propiciar a universalização da técnica com custo razoável, tendo em vista 

que o uso de enzimas do tipo RNAse e DNase são extremamente oneroso. Após a conclusão 

de Evaristo et. al., 2014, identificou-se que a fotônica poderia trazer uma grande contribuição 

em um equipamento multifuncional.  Resumidamente, o equipamento permite um processo 

automatizado de banhos químicos e soluções de PBS, sob agitação com vazão constante de 5 

L/hora, temperatura variando entre 32ºC e 37°C, ação da luz com comprimento de onda 

450nm ± 10nm e ultrassom de 52 kHz.  

 

5.2 Etapa 2 

 

5.2.1 Obtenção de Traqueias 

 

O presente estudo utilizou 30 traqueias de 15 cm oriundas de suínos da raça Large 

White com média de 25 semanas de idade e pesando entre 60kg e 70kg, proveniente do 

Frigorífico Dom Pig Ltda. Os abates dos animais seguiram as normativas do Ministério da 

Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). A obtenção, manipulação, utilização e 

manutenção das traqueias foram aprovadas pelo Comitê de Ética no Uso de Animais (CEUA) 

da Faculdade de Medicina de Botucatu (UNESP), de acordo com os Princípios Éticos 
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adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA), como consta no 

Protocolo nº 1117/2016(Anexo 1). 

 As traqueias foram lavadas no próprio frigorífico com solução salina estéril a 0,9% 

(Eurofarma
®
), para retirar o excesso de sangue, e transportadas com solução HEPES 25 Mm 

(LGC Biotecnologia
®

) contendo antibiótico (Gentamicina 0,1 ml para cada 100 ml de meio ( 

SIGMA G 1264
®

) dentro de caixa térmica até o Laboratório de Engenharia Celular do 

Hemocentro da Faculdade de Medicina – Campus de Botucatu, onde foram submetidas à 

limpeza cirúrgica, medição, e manutenção em freezer -80 ºC, sem crioprotetor, por 24 horas 

até o início do protocolo de descelularização. A captação das traqueias ocorreu sempre um dia 

antes do início do protocolo de descelularização.  

 

5.2.2 Protocolos de Descelularização 

 

 Foram realizados 9 protocolos diferentes de descelularização para verificar a qualidade 

e a reprodutibilidade do equipamento multifuncional para obter arcabouços não 

imunogênicos, com composição estrutural da matriz extracelular e propriedades biomecânicas 

preservadas. 

O último grupo coletado foi destinado exclusivamente para controle do teste de tração 

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 descelularização. 

Estes foram empregados como autocontroles nos testes de quantificação de DNA, Colágeno, 

Glicosaminoglicanos e tração transversal e posteriormente comparados com o seguimento 

tratado, figura 11. 
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Figura 11 -  Esquema representativo do segmento traqueal utilizado: 4cm destinado aos controles e 11 cm para a 

descelularização. 

 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 Os grupos foram divididos segundo exposição ou não a luz LED (450nm ± 20nm - 90 

J/cm
2
) ou com tratamento ou não de PDZ:  

 Grupo controle: 5 traqueias sem quais queres tratamentos; 

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

ciclo de descelularização; 

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

ciclos de descelularização; 

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

ciclos de descelularização; 

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

ciclo de descelularização; 

 Grupo E (n=3): Sem ação de LED, com tratamento de PDZ (5µg/ml), submetidas 

a 1 ciclo de descelularização; 

 Grupo F (n=3): Sem ação de LED, com tratamento de PDZ (5µg/ml), submetidas 

a 2 ciclos de descelularização; 

 Grupo G (n=3): Irradiação com ação LED e tratamento de PDZ (5µg/ml), 

submetidas a 1 ciclo de descelularização; 

 Grupo H (n=3): Irradiação com ação de LED e tratamento de PDZ (5µg/ml), 

submetidas a 2 ciclos de descelularização; 

Traqueia in natura 

15 cm 

4 cm 

Autocontrole 

10 -11 cm 

Descelularização 
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 Grupo I (n=3): Sem ação de LED e tratamento de PDZ (20µg/ml), submetidas a 1 

ciclo de descelularização 

Todos os grupos, exceto o controle, foram submetidos ao protocolo de 

descelularização descrito na patente BR 10 2015 016960-4, intitulado "PROCESSO DE 

DESCELULARIZAÇÃO DE ÓRGÃOS E USO DO MESMO" depositada junto ao Instituto 

Nacional de Propriedade Intelectual, pelo Laboratório 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 nitrogênio líquido por 30 segundos e posterior descongelamento a 

temperatura ambiente (25°C). 

3. Adição de solução Salina tamponada com Fosfato (PBS), pH 7,2 (LGC Biotecnologia
®

) 

a 37ºC e aplicação do processo ultrassônico na frequência de 52 kHz (CTA do Brasil
®
) 

em agitação (bomba peristáltica - Gilson®) a vazão constante de 5L/hora durante 35 

minutos;  

4. Remoção da solução de PBS; 

5. Imersão em solução de Dodecil Sulfato de Sódio (SDS) a 4% (LGC Biotecnologia
®
), 

sob agitação a 37ºC com aplicação do processo ultrassônico em três momentos de 35 

minutos e luz LED na dose de 90 J/cm
2
; 

6. Remoção do detergente SDS e lavagem por 35 minutos com solução de PBS a 37ºC sob 

agitação; 

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

Ainda com relação ao tempo de tratamento, os protocolos de descelularização 

propostos envolveram 1 ciclo (24 horas) ou 2 ciclos (48 horas) de descelularização. 

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

descelularização, grupos (A, B, E, F e I). 

 

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 São Carlos). A partir de uma solução com concentração de 5 mg/ml e 

solução salina tamponada com fosfato pH=7,4 (PBS), mantida a 4ºC, foram preparadas as 

soluções nas concentrações de 5µg/ml e 20 µg/ml. 
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As traqueias in natura foram imersas em solução de PDZ a 5µg/ml (grupos E, F, G e 

H) ou 20µg/ml (grupo I) por 30 minutos em cuba escura para não ocorrer degradação do 

fotossensibilizador. Em seguida foram acondicionadas em placa de cultura e irradiadas com 

auxílio de uma Biotable®, desenvolvidas pelo Laboratório de Apoio Técnico, Instituto de 

Física de São Carlos, com luz LED com emissão predominantemente em 630 nm ± 20 nm 

com irradiância de 45 mW/cm
2
 (figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12 – Biotable®.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Foram realizados 3 ciclos de trinta segundos de irradiação (dose de 1J/cm
2
), para 

promoção da bioestimulação das células e melhorar a inserção do FS, intercalados com 

banhos de 2 minutos na mesma solução de PDZ e finalizando com irradiação de 30 minutos 

(dose de 90 J/cm
2
). Após este tratamento as traqueias foram submetidas ao processo de 

descelularização. Nos protocolos de dois ciclos de descelularização foi repetido este protocolo 

antes do início do segundo ciclo, ainda com a mesma solução de PDZ estocada a 4°C (figura 

13). 
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Figura 13 – Protocolo de tratamento PDZ.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

5.2.4 Ensaios biomecânicos das traqueias  

 

Para análise das  propriedades biomecânicas das traqueias valeu-se de testes de tração 

longitudinal e transversal com auxílio da Máquina Universal de Ensaios Mecânicos EMIC
©

, 

modelo DL 10.000, com precisão de ± (0,018 + F/3700) kN, configurada pelas especificações 

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, força de tração e deformação entre traqueias in natura e descelularizadas.  

Com o objetivo de avaliar o comportamento mecânico do tecido sob tensão as 

traqueias foram fixadas a máquina (EMIC
©

) e submetidas a esforço crescente até a ruptura do 

tecido. Este ensaio possibilitou comparar o tecido in natura e pós tratamento avaliando a 

resistência ou aumento da fragilidade estrutural, além de reproduzir o ambiente mecânico e 

fisiológico ao qual é exposto o tecido traqueal. 

As traqueias foram fixadas aos suportes do equipamento com auxílio de cilindros de 

aço de 2,0 cm de diâmetro, conectados a luz da traqueia para servirem de ancoragem e fixação 

ao equipamento permitindo a mensuração da força 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 descelularização.  

 

 

PDZ 

30 minutos 

Biotable 

1 J/cm
2 

PDZ 

2 minutos 

Biotable 

1 J/cm
2 

PDZ 

2 minutos 

Biotable 

90 J/cm
2 

PDZ 

2 minutos 

Descelularização 

1 ciclo de descelularização 

(24 horas) 

Biotable 
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Figura 14 – Teste de tração força longitudinal em traqueia suína.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

A tração transversal foi avaliada em um anel cedido de cada traqueia antes de iniciar o 

protocolo de descelularização. Portanto, cada traqueia teve seu controle de tração transversal 

pré tratamento de descelularização. Sendo que a força transversal foi obtida com ganchos 

metálicos ao redor do anel traqueal (figura 15). 

 

Figura 15 – Teste de tração força transversal em traqueia suína.  

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 Tanto as traqueias do grupo controle quanto os anéis de cada grupo antes de 

descelularizados foram mantidas em solução PBS durante 24 ou 48 horas seguindo o 

protocolo de descelularização proposto. Ao fim dos ciclos as amostras in natura e pós 

tratamentos foram congeladas a - 80ºC por 24 horas e submetidas conjuntamente aos testes de 

trações. 
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 Para calibração do equipamento (EMIC
©

) foram realizados testes antes do 

experimento proposto, com traqueias não 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 tração uniaxial com taxa constante de aumento de tensão de 100 

N/min aumentando até ruptura, confirmado pela perda de carga ou aparecimento de tecido 

esgarçado. Os parâmetros de força máxima (N) e deformação da traqueia (mm) foram 

registrados com auxílio do software Mtest
®
. 

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

caráter duplo cego e por competência do técnico da UNIPEX. 

 

         

Figura 16 – Registro do resultado obtido no Teste de Tração longitudinal.  

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

5.2.5 Quantificação DNA 

 

De cada grupo experimental foram retirados um anel traqueal (in natura e pós 

descelularização) para análises de quantificação do DNA residual. O tecido foi fracionado em 

pequenos fragmentos com auxílio de lâminas de bisturi até obtenção de material aliquotado 

entre 45 a 50mg em eppendorf® livre de DNA para posterior extração e quantificação de 

DNA.  

Foram acrescidos de 500µL tampão de digestão (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; 

água pura) e 10µL de proteinase K a 20 mg/mL, seguido de homogeneização vigorosa e 

incubação a 55 ºC, overnight (para dissolução do tecido). Após este período 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 não digerido 

com intuito de determinar o peso exato do material digerido.  

Aos sobrenadantes foram acrescidos 700 µL de clorofórmio seguido de 

homogeneização por 1 minuto para obtenção de emulsão e incubados a 55 ºC por 30 minutos. 

Na sequência nova centrifugação 14000rpm/1minuto e transferência de 350 µL do 

sobrenadante para novo tubo eppedorf acrescido de 500 µL de 2-propanol (isopropanol) e 100 

µL de NA-acetato, homogeneizados vigorosamente por 30 segundos e centrifugados 

10000rpm/4 minutos.  

Após 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 µL de água ultrapura ao material residual.  

O DNA extraído foi quantificado por fluorimetria com o reagente Qubit DSDNA HS 

ASSAY (Invitrogen Q32854) conforme recomendações do fabricante e mensuração do DNA 

por flourômetro Qubit 2.0 Invitrogen®.  

Os resultados passaram por normalização antes de serem analisados estatisticamente. 

 

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑑𝑒 𝐷𝑁𝐴 (
𝑛𝑔

𝑚𝑔
) =

𝑉𝑎𝑙𝑜𝑟 𝑖𝑛𝑑𝑖𝑐𝑎𝑑𝑜 𝐹𝑙𝑢𝑟ô𝑚𝑒𝑡𝑟𝑜

𝑃𝑒𝑠𝑜 𝑑𝑒 𝑚𝑎𝑡𝑒𝑟𝑖𝑎𝑙 𝑑𝑒𝑔𝑟𝑎𝑑𝑎𝑑𝑜
 

 

 

 

 

 

 

Figura 17 – a) Amostras pré-extração; b) Flourômetro Qubit 2.0 Invitrogen®..  

Fonte: Elaborada pelo autor.  

 

5.2.6 Microscopia de Luz 

 

As análises histológicas foram realizadas no Departamento de Biologia Estrutural e 

Funcional do Instituto de Biociências – Campus de Botucatu – UNESP.  Para cada grupo 

A B 
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experimental foram avaliados 3 anéis in natura e 3 anéis pós tratamento de traquéia de suínos 

Large White, acondicionados individualmente em cassetes histológicos (Labor Import
®

), 

identificados e submetidos a fixação. Este procedimento foi realizado em formol tamponado 

10% com PBS 7,4 (LGC Biotecnologia
®
) por 24 horas, lavados em água corrente por 24 

horas, desidratados gradualmente em Álcool Etílico (70%, 80%, 90%, 100%, 100% por 5 

minutos) (Synth 
®
), seguidos por diafanização com Xilol (NEON

®
) e inclusão em parafina 

(Oxford Labware ®). 

Os blocos foram submetidos a cortes com secções de 4 µm de espessura em 

micrótomo modelo (Leica RM2125RT®) e fixados em lâminas silanizadas (Objektrager
®
) e 

preparadas para colorações em Hematoxilina e Eosina (HE), Tricrômico de Masson e Azul de 

Toluidina (Sigma-Aldrich
®
). 

A coloração por HE foi realizada pela técnica padrão definida por Munro 1971 e 

modificada por Cardiff, 2014 
179-180

 para identificar e quantificar a presença de núcleos e 

possíveis alterações morfológicas entre as traquéias in natura e descelularizadas. A 

celularidade das traqueias foi determinada pelo software livre AVSoft BioView 5, em quatro 

áreas distintas de 1mm
2
, em imagens com aumento de 40x, obtidas nas regiões da mucosa, 

submucosa e matriz cartilaginosa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18 – Análise 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 coloração de Tricrômico de Masson foi realizada pela técnica modificada de Van de 

Griff para avaliar a organização e quantificar a presença de fibras de colágeno. A coloração 

Azul de Toluidina foi realizada com intuito de quantificar a concentração de 

glicosaminoglicanos e identificar presença de núcleos entre as traquéias in natura e 

descelularizadas. As lâminas foram lavadas em Água Destilada por 1 minuto, colocadas em 

solução de Azul de Toluidina na concentração de 0,025% com pH 4,5 por 2 minutos e lavadas 

em água corrente por 1 minuto. 

As lâminas foram desidratadas gradualmente em Álcool Etílico (50%, 70%, 80% e 

100% por 5 minutos, colocadas em Xilol (2 vezes por 5 minutos) e montadas com Entellan
 

(Merck
®
) e lamínula (Objektrager

®
). O material foi analisado e fotodocumentado em 

microscópio de luz Olympus DP71, com uso do programa Olympus DP Controlle. Para as 

colorações com Tricrômico de Masson e Azul de Toluidina foram retiradas imagens com 

aumento de 40x de áreas distintas da matriz cartilaginosa, as quais foram submetidas a análise 

de imagens, através do software livre AVSoft BioView 5, para análise da quantificação de 

fibras de colágeno e glicosaminoglicanos. As imagens foram retiradas e avaliadas por um 

patologista responsável que não teve conhecimento sobre qual grupo pertencia cada amostra. 

 

5.2.7 Estatística 

 

Para análise estatística utilizou-se o software livre BioEstat (versão 5.3;. Instituto 

Mamirauá), com significância estatística para o nível de 0,05. Todos os dados foram 

examinados quanto à normalidade usando o teste de Shapiro-Wilks os quais não demostraram 

desvio da normalidade. Utilizou-se análise de variância ANOVA seguido de teste de Tukey-

Kramer para examinar diferenças estatísticas entre as médias dos parâmetros dos grupos 

descelularizados e controle. Todos os dados foram analisados e processados em situação de 

teste cego. 
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6 RESULTADOS  

 

6.1 Elaboração e construção do equipamento multifuncional. 

 

O equipamento foi projetado e executado pela equipe especializada de engenheiros do 

Laboratório de Assistência Técnica (LAT) do CEPOF-IFSC. O protótipo empregado neste 

experimento está sendo submetido a pedido de patente. 

Por se tratar de obra em processo de patente os detalhes do produto (equipamento) e 

softwares desenvolvidos para automação do mesmo não poderão ser detalhados neste 

momento devido ao princípio de proteção em caso de obra patenteável. No entanto, imagens 

do equipamento em funcionamento foram disponibilizadas sendo: vista frontal do 

equipamento com apresentação da cuba ultrassônica e seus dutos de alimentação com 

identificação das soluções empregadas nas diferentes etapas propostas; sistema óptico e 

central de automação (figura19) . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19 – Protótipo do equipamento multifuncional para descelularização:  A) Equipamento multifuncional; B) 

Sistema óptico. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

6.2 Ensaios biomecânicos das traqueias 

 

 Um dos aspectos importantes para a bioengenharia é fornecer um suporte estrutural 

após a descelularização. Foram avaliados os efeitos nas propriedades mecânicas da 

descelularização com a utilização do equipamento multifuncional. Pode-se afirmar que a 

descelularização não comprometeu as propriedades mecânicas. Os resultados encontrados 

para o teste longitudinal mostraram uma diminuição não significativa da força tênsil, em 

B A 
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média de (15 N ±3 N) nas traqueias descelularizadas em comparação com o controle (tabela 

2, gráficos 2 e 3).  

O teste para deformação máxima mostrou que a rigidez das traqueias descelularizadas 

foi similar entre os grupos A, B e I que não diferiram do grupo controle. No entanto, os 

demais grupos (C, D, E, F, G e H) apresentaram um aumento em média de 9 mm ± 5 mm na 

deformação máxima, cerca de 20 %, quando comparado ao grupo controle (tabela 2, gráficos 

2 e 3).  

 

Tabela 2 - Média e desvio padrão das variáveis do ensaio de tração longitudinal das traqueias in natura e das 

traqueias descelularizadas (p<0,05). 

Grupos Força Tênsil. (N) Deformação Máx. (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 I 107.47 ± 18.48 17.1 ±  4.53 
 Fonte: Elaborada pelo autor 
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Gráficos 2 e 3 – Teste Longitudinal de Força Tênsil e Deformação Máxima. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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O teste da força tênsil transversal não apresentou diferença estatística (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 deformação máxima não apresentou diferença estatística (p<0,05) entre os 

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 não diferirem de seus 

respectivos controles, apresentaram valores de deformação inferiores quando comparados aos 

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

 

Tabela 3 - Média e desvio padrão das variáveis do ensaio de tração lateral das traqueias in natura e das traqueias 

descelularizadas. 

Grupos Força Tênsil. (N) Deformação Máx. (mm) 

A controle 26.76 ± 8.24 19.36 ± 1.10 

A Descelularizado 21.4 ± 2.5 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 ± 5.5 

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 7.49 ±  1.83 

H controle 27.39 ± 2.95 8.48 ±  1.69 

H Descelularizado 23.44  ± 2.95 10.32 ± 1.46 

I controle 33.1 ± 5.76 18.52 ± 1.17 

I Descelularizado 29.47 ± 7.14 14.39± 3.62 

 Fonte: Elaborada pelo autor 
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Gráficos 4 e 5 Teste Transversal de Força Tênsil e deformação 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

6.3 Quantificação de DNA  

 

Os protocolos de descelularização promoveram redução substancial da concentração 

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

4).  

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

variou entre 60% e 76%, inclusive nas traqueias submetidas a um único ciclo, quando 

comparadas ao demais grupos sem tratamento com PDZ, mais com mesmo número de ciclos. 

Destaca-se que no grupo I houve queda de 404,89 ± 47,08 ng/mg para 100,85 ± 12,83 ng/mg, 

redução de 75% de DNA, em um único ciclo (24 horas) e no grupo H apresentou queda de 

376,64 ± 59,28 ng/mg para 87,43 ± 6,11 ng/mg, redução de 76%, em dois ciclos (48 horas). 

As traqueias submetidas a dois ciclos obtiveram uma diminuição de 20 ± 5,8 ng/mg, 

cerca de 10% na quantidade de DNA, quando comparados com os grupos de um único ciclo e 

com mesmo protocolo de descelularização, exceto o grupo I o qual  foi protocolo único de um 

ciclo (Tabela 4 e gráfico 6). 
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Os tecidos tratados com LED tiveram resultados divergentes em relação aos grupos 

não tratados com mesmo número de ciclos. O grupo A, não irradiado, não obteve diferença 

significativa (p<0,05) quando comparado aos grupos C, G e E, todos com 1 ciclo (24 horas) 

de descelularização, mas apresentou diferença para o grupo I. Não obstante, o grupo B, dois 

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

 

Tabela 4 – Quantificação média de DNA (ng/mg) e redução percentual. 

Grupos 
Média Geral 

(ng/mg) 

Desvio Padrão 

 
Redução 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 

I controle 404.89 47.08 

 I Descelularizado 100.85 12.83 75,09 

 Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Gráfico 6 – Concentração média de DNA (ng/mg). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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A   B   

6.4 Análise Histológica  

 

Os protocolos de descelularização macroscopicamente promoveram mudança na 

coloração das traqueias tornando-as mais esbranquiçadas, menos rígidas a ação de 

compressão, figura 20, no entanto a traqueia descelularizada manteve a estrutura anatômica 

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

Figura 20 – Traqueias: A) Traqueia in natura; B) Traqueia pós-tratamento (descelularizada). 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Todos os grupos foram analisados histologicamente com as colorações de HE, 

Tricrômico de Masson e Azul de toluidina.  

A coloração com HE mostrou que houve alteração em parte dos componentes 

histológicos entre o grupo controle e os grupos descelularizados. O grupo controle evidencia a 

estrutura típica do tecido traqueal. A camada mucosa formada por epitélio ciliado pseudo-

estratificado definido e presença de tecido conjuntivo celularizado. A camada submucosa 

apresentou fibras de músculo liso intacto, com miócitos marcados, entremeados por tecido 

conjuntivo e glândulas serosas e mucosas com núcleos definidos. A matriz cartilaginosa 

mostrou aspecto homogêneo evidenciando pericôndrio externamente e presença de fibras de 

colágeno; os condrócitos apareceram dispostos em lacunas isoladas ou em grupos isógenos 

(grupos com dois ou mais condrócitos juntos) com poucas lacunas vazias e condroblastos, 

figura 21.  
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Figura 21 -  Fotomicrografias de Traquéia suína referentes ao grupo controle e grupos com diferentes 

tratamentos de descelularização. Coloração com HE (Hematoxilina e Eosina ) Bar = 100 mm e Bar 

= 20 mm (Detalhe). Aspectos morfológicos: (f) Tecido Cartilaginoso. Nota-se o aspecto normal do 

tecido cartilaginoso em todos os grupos analisados. Presença de grande número de condrócitos no 

grupo controle e núcleos remanescentes nos grupos descelularizados. (     )  Condrócitos. Nota-se a 

presença de condrócitos em todos os grupos (⟹) Lacuna vazias. Observa-se aumento de lacunas 

vazias (sem condrócitos) nos grupos descelularizados. ( ↕ ) Pericôndrio. Nota-se aspecto 

morfológico normal para todos os grupos e diminuição da presença de condroblastos nos grupos 

descelularizados. (ML) Musculo Liso. Aspecto morfológico normal no grupo controle. Nota-se que 

para os grupos descelularizados houve desconexão do pericôndrio. (TC) Tecido Conjuntivo. 

Aspecto integro no grupo controle. Nota-se que nos grupos descelularizados desorganização do 

tecido. (EP) Epitélio traqueal pseudoestratificado cilíndrico ciliado. Aspecto morfológico normal 

para o grupo controle e ausência total para os grupos descelularizados. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

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

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

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

conservação parcial de material celular na matriz cartilaginosa, principalmente na região 
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central. Na periferia da matriz cartilaginosa observou-se aumento no número de lacunas 

vazias, diminuição da presença de condroblastos no pericôndrio e esgarçamento do musculo 

liso na região de adjacente ao pericôndrio. Na região da mucosa efetuou-se a eliminação total 

das células glandulares (tanto nas glândulas serosas quanto mucosas), exceto no grupo A, 

protocolo com 1 ciclo de descelularização com ação exclusiva de SDS e ultrassom, onde foi 

possível observar somente remoção parcial das células. O gráfico 7 demostra a efetividade da 

descelularização destas regiões.  

Observou-se que os grupos B, C, D, E, F, G, H e I tiveram uma leve marcação na 

região capsular das glândulas seromucosas (cor magenta). Não obstante, não foi possível 

verificar a presença de células nestas regiões, imagens em destaque com aumento de 40x 

marcação HE. As regiões marcadas na coloração HE coincidem com as marcações feitas para 

os glicosaminoglicanas (sulfatadas), observadas nas imagens com aumento de 40x, figura 21. 
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 Gráfico 7 – Celularidade nas subdivisões das traqueias controle e descelularizadas. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

  

Houve remoção completa das células das camadas: mucosa, submucosa e adventícia 

de todas traqueias submetidas a descelularização para todos os grupos do estudo. 
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6.5 Quantificação de Colágeno  

A análise da coloração de Tricrômico de Masson revelou que não houve diferença 

estatística na concentração de colágeno entre grupo controle e os grupos descelularizados. Os 

grupos com dois ciclos de descelularização obtiveram menor concentração de colágeno 

quando comparados aos grupos descelularizados com um ciclo, em média de 5%, gráfico 8.  

Não houve alteração significativa da distribuição do colágeno na matriz extracelular, figura 

22. 
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Gráfico 8 – Quantificação de Colágeno. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 22 -  Fotomicrografias de Traquéia suína referentes ao grupo controle e grupos com diferentes 

tratamentos de descelularização. Coloração com HE Tricrômico de Masson Bar = 100 mm. Nota-se 

o aspecto normal da distribuição das fibras de colágeno em todos os grupos. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
 

6.6 Quantificação Glicosaminoglicanos 

A avaliação do GAG é um indicador essencial para manutenção da homeostase da 

matriz cartilaginosa e suporte de junção para novas células. A coloração de Azul de toluidina 

revelou que os grupos descelularizados apresentaram menor concentração de GAG quando 

comparando ao grupo controle. Porém, esta queda não foi significativa, gráfico 9.  Não houve 

alteração da distribuição do Glicosaminoglicanos pela matriz extracelular, figura 20. 
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Gráfico 9 – Quantificação de Glicosaminoglicanos. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Figura 23 - Fotomicrografias da caracterização de GAGS em Traqueias suínas referentes ao grupo controle e 

grupos com diferentes tratamentos de descelularização. Com Bar = 100 mm e Bar = 20 mm 

(Detalhe). Nota-se aspectos normais na distribuição dos GAGs pela matriz extra celular. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

Tanto o colágeno como os GAGs não foram alterados durante o processo de 

descelularização, mesmo quando submetidos a dois ciclos de descelularização, com a 

manutenção de seus arranjos estruturais nas traqueias após tratamentos.   
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7 DISCUSSÃO 

A traquéia continua sendo um dos órgãos mais difíceis de abordar de forma 

reconstrutiva. Ao longo dos anos inúmeros materiais foram sendo aplicados nos processos de 

reconstrução traqueal: aço inoxidável, fios de aço, vidro, polietileno, 

polimetilmetacrilato,silicone, politetrafluoretileno (teflon), polivinil acetal hidroxinado 

(Ivalon), poliuretano, silicone, silicone rígido e flexível associado ao poliéster ( Dracon). 

Apesar desta diversidade, estes materiais não se integraram aos tecidos circunjacentes tendo 

vários problemas de migração, deslocamento, erosão, infecção e obstrução, entre outros. A 

obstrução ocorria principalmente pela incapacidade dos materiais sintéticos interagirem com o 

muco e secreções. Diante desta situação estática dos materiais usados, iniciou-se a era dos 

materiais porosos, cerâmicos e malhas, que após implantados apesar de promoverem a 

vascularização, também mostraram obstrução da luz traqueal, tornando-se inadequados como 

material para reconstrução traqueal. Iniciou-se então o uso de traqueias de cadáveres como 

opção para transplantes traqueais. As técnicas de Engenharia Celular e com constructs mistos, 

totalmente biológicos, como as descelularizadas emergiram dentro deste contexto.
181

 

O presente estudo desenvolveu um equipamento multifuncional capaz de agregar 

processos físicos e químicos para obtenção de tecidos descelularizados. O equipamento é uma 

ferramenta relevante para a área de bioengenharia tecidual e medicina regenerativa. 

Independentemente do modelo proposto neste experimento serem traqueias o equipamento foi 

elaborado com vistas a descelularização de qualquer tecido minimizando alterações na matriz 

extracelular pelo tempo de exposição drasticamente menor do órgão a produtos químicos, 

preservando as propriedades biomecânicas além de ser reprodutível, confiável e rápido. 

Destaca-se que entre as vantagens do uso do equipamento proposto temos o menor tempo-

movimento envolvendo o operador de bancada, disponibilizando-o para outras etapas do 

processo de produção de biomateriais, enquanto o sistema multifuncional executa suas 

atividades programadas, consequentemente o uso do equipamento torna menos oneroso o 

processo quando se leva em consideração a homem-hora-trabalho.  

 A possibilidade de diferentes programações através do controle de tempo, 

temperatura, agitação ou banhos ultrassônicos possibilita uma infinidade de protocolos com 

qualidade e reprodutibilidade por se tratar de programas automatizados com mínima 

interferência humana, minimizando erros ou alterações de condutas. Este equipamento visa a 

obtenção de arcabouço ideais para medicina regenerativa sem processo de recelularização, os 

quais já são empregados com sucessos
45,56,75,182-183

 ou para recelularização 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 

solução definida no campo da medicina, foi delineado como modelo experimental traqueias 

suínas, pela anatomia similar em tamanho e resistências ao humano, além da possibilidade de 

adequar o tamanho do arcabouço desejado ao porte do animal doador. Com isto a dificuldade 

na obtenção de órgãos ou tecidos para crianças e adultos seria minimizado. Neste trabalho 

utilizamos traqueias oriundas de um frigorífico, pois queríamos minimizar o sacrifício de 

animais para experimentos científicos seguido o princípio dos 3Rs
184

 e promover uma 

alternativa sustentável em quantidade e número caso o processo seja instituído em larga 

escala.  

O processo de descelularização deve retirar materiais celulares, nucleares e proteínas 

imunologicamente ativas, minimizando a perda das propriedades biomecânicas, colageno e 

proteoglicanos da MEC.
24,39,58,62-66,73

 

Neste experimento obtivemos remoção completa das células das camadas:  mucosa, 

submucosa e adventícia de todas traqueias submetidas a descelularização no equipamento 

proposto com melhores resultados nos grupos H e I. Já o grupo A apesar de apresentar 

expressiva redução das células não houve remoção total das mesmas. A traquéia pode ser 

considerada um órgão compartimentalizado contendo áreas que possuem células (tecidos) 

altamente imunogênicas e que expressam HLA Classe I e II ( mucosa e submucosa) que são 

morfologicamente muito distintas de  área com menor potencial imunogênico e de 

estimulação do sistema imune (cartilagem)
2
. Além disso, na traquéia, a mucosa e a submucosa 

expressam antígenos de histocompatibilidade de forma expressiva ( MHC classe I e II), mas a 

cartilagem é considerada um tecido imunoprivilegiado por não expressar MHC Classe II, a 

exemplo do que ocorre com as células tronco mesenquimais.
185-186

 

Como dito acima, a eliminação das células epiteliais, musculares e das glândulas 

mistas podem sugerir uma diminuição da antigenicidade traqueal em transplantes heterólogos, 

alotranplantes ou xenoenxertos. Daar et al., 1984 indicaram que a mucosa era a estrutura 

responsável pela antigenicidade da traqueia em transplantes. Posteriormente outros autores 

determinaram que a presença dos antígenos MCH-I e MCH-II, que são difundidas em todas 

células do epitélio e nas glândulas mistas, de fato são os maiores responsáveis pela rejeição 

em transplante.
2,42,63-64,187-191

 

Os protocolos utilizados neste experimento se basearam no estudo de Evaristo et al., 

desenvolvido no mesmo laboratório. Embora exista grande diferença entre traqueias de 

coelhos empregadas por Evaristo e as de suínos utilizadas nesta pesquisa os resultados foram 

superiores quanto ao tempo e eficiência na remoção celular sem destruição da MEC. Apesar 
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da espessura do tecido traqueal de suíno ser fartamente superior ao de coelhos, resultados 

similares em quantidade de DNA e número de células foram obtidos em apenas 2 ciclos ao 

em vez 10.  Outro ponto é a redução de exposição do tecido a detergentes, minimizando 

possíveis alterações na MEC.
42,64

  

Verificou-se que após os protocolos de descelularização houve células remanescentes 

de condrócitos na região da cartilagem, dados que foram confirmados pela quantificação de 

DNA. Esse resultado corrobora diversos artigos da literatura que salientam a presença de 

condrócitos em MEC traqueal, mesmo depois de vários ciclos de descelularização, devido à 

dificuldade de penetração de soluções descelularizantes para remoção destes condrócitos em 

decorrência da densidade da MEC traqueal.
5,26,33,39,64-65,192-197

  

Segundo Osiecka-Iwan et. al., 2018, em condições fisiológicas os condrócitos são 

protegidos do contato direto com células imunocompetentes pela exuberante matriz 

extracelular, tornando este tecido imuinoprivilegiado. Isto justifica porquê fragmentos de 

cartilagem alogênicos quando transplantados não são rejeitados. Portanto, a permanência de 

resquícios de cartilagem íntegra após 2 ciclos de descelularização não representam riscos de 

rejeição imunomediada e testes de transplantes heterotópicois de segmentos descelularizados 

por 2 ciclos utilizando o equipamento multifuncional e PDZ podem ser a apresentação final 

do arcabouço para futuros transplantes de traquéia.
198

  

Apesar de não desejáveis células remanescentes na MEC, sua presença não promove 

reações adversas ao receptor, sendo toleradas em transplantes.
41,199

 Outro fator importante é 

que durante a remodelação  da MEC, seja in vitro ou in natura as células remanescentes 

podem ser comutadas por células do receptor, facilitado a reecelularização.
39,64-65

 No entanto, 

para alguns autores, como a matriz de cartilagem hialina contém 90% de colágeno do tipo II 

que em associação a um grande número de pequenas moléculas, como os proteoglicanos, 

podem induzir uma resposta imune sendo listados como antigênicos na literatura 

especializada.
198,200-201

  

Aoki et al., observaram a presença de condrócitos necróticos no lúmen da traqueia em 

decorrência da ação do SDS no processo de descelularização. Partington et al., identificaram 

apoptose em condrócitos em traqueias descelularizadas somente com PBS após 25 ciclos (500 

horas). Nós observamos alteração morfológica dos núcleos dos condrócitos, principalmente os 

descelularizados com PDZ, assim como redução de grupos isógenos na cartilagem. Contudo, 

não realizamos avaliação de necrose ou apoptose. Outros trabalhos sugerem que a diminuição 

de grupos isógenos em processos de descelularização curtos, no máximo 5 ciclos (72 horas), 

combinando agentes químicos e físicos deve-se a maior eficácia na distribuição e inserção das 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osiecka-Iwan%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30135635
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soluções descelularizantes em tecidos mais densos.
1,64,69, 202-205

 Esta mescla de ação química e 

física vem se tornando uma alternativa adequada para obtenção de arcabouços 

descelularizados utilização do SDS.
66,75,206

 

O presente trabalho utilizou a quantificação de DNA como indicativo para o sucesso 

do processo de descelularização obtido pelo equipamento multifuncional. A presença de DNA 

foi confirmada em todos protocolos utilizados, o que era esperado pois notoriamente a 

histologia já tinha mostrado células remanescentes. Os grupos A e C apresentaram os piores 

índices de remoção de DNA entre 52% e 55%, respectivamente, sendo o grupo A não 

irradiado e grupo C irradiado. Em compensação os grupos com protocolos envolvendo PDZ 

apresentaram queda expressivas entre 60 % e 76%. Apesar de todos os grupos apresentarem 

concentração residual maior que o critério aceitável para descelularização (50ng/mg)
66,207

 

houve um redução superior 76% quando comparado com a traqueia in natura em apenas 48 

horas, vislumbramos resultados superiores em futuros protocolos com 72 horas de 

descelularização com possibilidade de atingir o critério desejável. Embora a quantidade de 

DNA residual seja um critério de aceitação, Keane e colaboradores levantaram uma crítica ao 

valor referencial, pois eles mostraram que tecidos com quantidade de DNA acima do aceitável 

apresentaram semelhanças na remodelação e adaptação do tecido transplantado quando 

comparados aos tecidos com índices aceitáveis de DNA.
58

  

Partington et al. detectaram, através de coloração DAPI, fragmentos menores que 300 

pb de DNA ligados as fibras da MEC e glândulas da mucosa, mesmo depois de 25 ciclos (500 

horas) de descelularização. Esta remoção incompleta se deve a ionização dos fragmentos de 

DNA que se ligam através de interações eletrostáticas com as fibras da MEC
58

. Estes 

fragmentos, por serem muito pequenos, não conseguem induzir efeitos inflamatórios e de 

remodelação tecidual.
208

 Não obstante, eles podem influenciar o resultado na quantificação de 

DNA.
64

  

No entanto, muitos suportes biológicos comerciais para medicina regenerativa 

apresentam quantidade variáveis de fragmentos menores que 300 pb de DNA remanescentes 

após a descelularização
58,63,208

 

Embora a remoção do material imunogênico seja essencial no processo de 

descelularização, é imprescindível um equilíbrio para garantir a manutenção de componentes 

importantes da MEC como: colágeno, fibronectina, laminina e glicosaminoglicanos. Esses 

componentes conferem a traqueia suporte funcional para as células, flexibilidade e resistência 

a tração, permitindo que as vias aéreas não colabem quando submetidas as variações de 

pressões intratorácicas.
63-64,193

 A supressão de qualquer um destes componentes pode 
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prejudicar o equilíbrio bioquímico levando a um arcabouço não viável para a engenharia de 

biomateriais.
209-210

 

Observamos que não houve perdas significativas nas concentrações das fibras de 

colágeno e GAGs, em todos os grupos tratados, o que mostra que o equipamento promoveu 

uma dispersão mais homogênea e uma eficácia a penetração da solução descelularizante nas 

células. Outros autores mostraram que a utilização de detergentes-enzimas pode causar 

alterações variadas nas concentrações das fibras de colágeno e GAGs, pois o rompimento das 

interações lipídio-proteínas pode alterar as conformações estruturais destes componentes.
56,67, 

74-75,182,211
  

O emprego de detergentes iônicos, como SDS, vem sendo amplamente empregados 

em protocolos de descelularização de traqueias devido aos seus efeitos relativamente suaves 

nas estruturas da MEC.
62,182

 Entretanto, tratamentos muito longos, acima 5 dias de 

descelularização, podem levar a uma redução significativa dos componentes da matriz.
39,51,56, 

63-64,67,212-213
 Haag e colaboradores, demonstraram que tratamentos com até 9 ciclos (45 horas) 

de descelularização não afetam propriedades biomecânicas da traqueia murina.
39

 Apesar dos 

achados de Haag serem expressivos e possam ser interpretados como valores de referências 

para determinação da concentração das soluções descelularizantes e número de ciclos, vale 

ressaltar que não podemos extrapolar um mesmo protocolo para obtermos arcabouços 

descelularizados entre diferentes modelos de experimentação animal, pois os limiares das 

propriedades biomecânicas diferem entre espécies.
27,193

 

A preservação destes dos componentes da MEC contribuem para manutenção da 

integridade biomecânica do arcabouço, o qual foi notada nos testes de tração. A avaliação das 

propriedades biomecânicas em arcabouços descelularizados é fundamental, pois um dos 

pilares da bioengenharia de tecidos é prover arcabouços semelhantes estruturalmente ao 

tecido in natura. Com isto, é essencial uma análise detalhada destas propriedades 

biomecânicas após a descelularização.
39,64,193

 

Haykal e colaboradores propuseram um modelo de teste de tração em traqueias de 

ratos que pudesse simular os movimentos naturais da respiração.
5
 Hondt e colaboradores 

desenvolveram um equipamento (MicroCT) capaz de medir expansividade e a colapsibilidade 

da traqueia de coelhos em tempo real.
193

 Apesar destes testes serem inovadores os mesmos 

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

foi utilizado o método tradicional com auxílio da Máquina Universal de Ensaios Mecânicos. 

 Os Ensaios de Tração longitudinal e transversal demonstraram que não houve perda 

significativa das propriedades mecânicas 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 tração são similares aos 

encontrados na literatura que utilizam detergentes iônicos, como solução descelularizantes, 

ação física e tempo de descelularização entre 1 até 7 dias.
39,42,51, 62-63-64,193

 A preservação da 

força tênsil foi notoriamente comprovada e a perda, para alguns grupos, da rigidez foi 

observada. Estudos sugerem que alguns tipos de protocolos de descelularização, 

principalmente os que envolvem enzimas, ou múltiplos tipos de detergentes, podem 

comporta-se adversamente sobre as propriedades biomecânicas das traqueias.
39,42,64

 

Atualmente a maioria das pesquisas utilizam traqueias inteiras de ratos ou coelhos, 

desta última também se utiliza somente fragmentos. As pesquisas que usam traqueias 

oriundas de suínos, 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 utilização de 

fragmentos menores de traqueias ou animais mais jovens, pode facilitar a penetração e ação 

das soluções descelularizantes e enzimas promovendo resultados superiores em menor tempo 

de descelularização (Tabela 5). 

Como um dos objetivos almejados neste experimento era à obtenção de arcabouços 

similares às traqueias humanas, foram selecionados fragmentos 10 a 11 cm de comprimento. 

A espessura e comprimento do fragmento utilizado pode ter sido determinante na manutenção 

de condrócitos na MEC. Comparativamente tanto comprimento quanto espessura ou a área 

das traqueias foram consideravelmente superiores aos modelos rotineiramente empregados 

neste tipo de pesquisa (Tabela 5). 

  As perdas das propriedades biomecânicas predispõem ao colapso traqueal in 

vivo quando submetidas a pressão intratoráxica.  As análises histológicas conjuntamente com 

os testes de tração do presente estudo, demonstraram que a perda do colágeno e do GAGs não 

foram significativas em qualquer grupo descelularizado. 

Pesquisas  inferem que o potencial fotobiomulador do LED em promover  efeitos  

bioestimulador e bioinibidor estão relacionados com as caracteristicas específicas do tecido 

irradiado e dos  parâmetros físicos como: fluência (dose), potência (quantidade de energia 

transmitida), densidade de energia (irradiância), tempo de exposição e comprimento de onda 

(cor).
86-87,95,214-216

. 
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Fonte: Elaborada pelo autor. 

Tabela 5 – Relação de trabalhos no processo de descelularização de traqueias de suínos. 

PESQUISA   Raça / peso cm Tratamento Ciclo/hora 
Nº 

ciclos 

Guimaraes A. B. 

et al., 

2019 
Landrace (18 a 

22 kg) 
6 SDS 2% 48 10 

       Giraldo-Gomes D. 

M. et. al., 
2019 

Landrace (25-35 

kg) 
10 

Tripsina-EDTA 1% + guanidina  10% + SD 4% + SDS 1% + 

TBP 2% + etanol  70% 
150 

2 

fases 

       
Lange P. et. al., 2017 

 Large ‐ White / 

Landrace 
7 

Pressão e vácuo negativos + Triton X ‐ 100 a 0,25% +  l 

DNAse  
216 1 

       Giraldo-Gomez D. 

M. et. al., 
2016  (40 a 50 kg) 3 a 5 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 I  24 5 

       
Haykal S. et. al., 2013 

Yorkshire  (40–

50 kg) 
2 a 4 Triton X-100 a 3% + ácido peracético a 0,1% + 4% de etanol  98 1 

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

Partingthon L. et. 

al., 
2013 

suino (80 a 

100kg) 
> 10 cm SDS 4% + DNase-I 20 25 

       Jungebluth P. et. 

al., 
2012 42,4 ± 3,3 kg 6 SDS 4% +  DNase-I  56 17 

 

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 interação da luz com tecidos causam uma 

modulação das camadas eletronicas dos fotoreceptores moleculares como flavinas, citocromos 

c, porfirinas e proteinas nitrosadas, promovendo a formação de estados exitados singletes e 

especies oxidativas (ROS)
126, 217-222

  

 O presente trabalho apresentou resultados divergentes dos achados de Evaristo e 

colaboradores para a ação da luz no processo de descelularização.
51

 Quando comparamos o 

grupo A, 1 ciclo de descelularização, sem ação da luz e sem ação de PDZ, com grupo C, 1 

ciclo de descelularização, com ação da luz e sem ação do PDZ, ambos não diferiram entre si. 

Entretanto, quando comparamos estes grupos com os grupos que usaram o fotossensibilizador 

PDZ, sendo irradiados ou não, eles diferiram. Os grupos que tiveram ação do PDZ foram 

superiores na descelularização, isso mostra que o fator desta diferença foi o 

fotossensibilizador e não a ação da luz. Esta ideia é reforçada pelo grupo I que sem ação da 

luz e com 20µg/ml de PDZ apresentou redução celular de 75%. Os mesmos achados valem 

para os grupos com 2 ciclos de descelularização. Os grupos com 2 ciclos de descelularização 

foram superiores na retirada de DNA quando comparados com os grupos com 1 ciclo de 

descelularização. Esse resultado corrobora com achados de pesquisas anteriores que 

observaram maior retiradas de DNA quanto maiores o número de ciclos de 

descelularização.
7,24,26,39,51,62 67

  

 Os fotossensibilizadores são moléculas que ao interagir com luz geram reações 

fotoquímica, fotofísicas e fotobiológicas que formam espécies reativas de oxigênio e radicais 

livres promovendo um efeito fotodinâmico. Nos dias atuais, o emprego de 

fotossensibilizadores vem sendo empregados em diversas áreas, mas com grande destaque 

para o combate de canceres, infecções bacterianas e fúngica.
129,131-133,137, 223-225

 

 Não existe até o momento relatos de da aplicação de fotossensibilizadores no 

processo de descelularização de tecidos ou órgãos o que torna esta abordagem pioneira. Todos 

os grupos tratados com fotossensibilizador PDZ tiveram desempenho superior quanto a 

remoção de células da mucosa e da cartilagem. Mantendo a integridade da MEC demonstrada 

pela quantificação de colágeno e GAGs  

 Observamos que para os grupos com 1 ciclo de descelularização a associação da 

luz no comprimento de onda de 450nm conjuntamente com tratamento PDZ não apresentou 

diferença estatística (p<0,05), quando comparada a descelularização 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 descelularização. Houve redução de DNA de 76,79% para o grupo com a associação 
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da luz no comprimento de onda de 450nm e com tratamento PDZ. Para o grupo somente 

tratado com PDZ, a redução foi de 70,67%. Não observamos em nenhum protocolo diferença 

na concentração de colágeno e GAGs, além dos grupos manterem as propriedades 

biomecânicas. 

 As traqueias tratadas com concentração de 20ng/ml de PDZ e com 1 ciclo de 

descelularização, apresentaram resultados mais expressivos. Houve uma marcante queda de 

75,09% na concentração de DNA. Contudo, não houve alterações na estrutura tecidual frente 

aos testes de tração longitudinal ou transversal, além da manutenção do arranjo e quantidade 

das fibras de colágeno ou GAGs. O tratamento com PDZ pode ser definido como dose 

dependente.  

 Com isto inferimos que o fotossensibilizador possui papel determinante na 

descelularização celular proposta neste experimento, associado ao detergente iônico e 

ultrassom. Seu papel isolado na produção de arcabouços necessita de novas investigações. 
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8 CONCLUSÃO 

 

Foi desenvolvido equipamento multifuncional que se mostrou eficaz, com ensaios 

reprodutíveis para a descelularização de traqueias suínas, como modelo para traqueias 

humanas, sendo que a associação de processos físicos e químicos despontam como melhores 

opções para a produção de tecidos descelularizados levando em conta: tempo-movimento 

(horas homem-trabalho), custo e eficácia final do procedimento.  

Quanto à análise histológica realizada o equipamento multifuncional levou a uma 

redução de 76% em 48 horas de tratamento com PDZ. Não houve alterações significativas 

detectáveis nos ensaios de resistência, resposta à tração longitudinal e transversal. 

A quantificação do DNA residual se mostrou eficaz tanto em 24 quanto em 48h. A 

determinação das glicosaminoglicanas e colágeno não foram alteradas pelos protocolos 

utilizados.  

 O PDZ como agente descelularizador, permitiu maior remoção de células do 

tecido sem comprometer a integridade da MEC, mostrando um caráter dose dependente. 

Entretanto, o papel da ação dos fotossensibilizadores isoladamente devem ter novas 

investigações, assim como observar os efeitos descelularizantes para novos tipos e 

concentrações de fotossensibilizadores. 
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