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INTRODUGCAO

A Bioengenharia pulmonar € uma ferramenta terapéutica em potencial na
obtencdo de pulmdes funcionais para transplante em pacientes com doencas
pulmonares cronicas terminais. Embora a Bioengenharia apresente uma abordagem
médica regenerativa para os diferentes 6rgéaos, ela tem sido aplicada em menor escala

para os pulmd&es, com poucos relatos de tentativas preliminares?.

A Bioengenharia pulmonar é particularmente dificil dada a variedade de células
envolvidas, a complexidade estrutural da arvore brénquica e do circuito de circulacdo
pulmonar e do envolvimento de estimulos mecanicos associados a respiracdo. No
entanto, muitos obstaculos técnicos permanecem para se alcancar um pulmao
reconstruido viavel para transplante, como como o desenvolvimento de melhores

protocolos para descelularizagéo, a otimizag&o no protocolo de recelularizagéo, o tipo
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celular mais adequado para a recelularizacéo, a endotelizacdo da matriz vascular e o

desenvolvimento de biorreatores adequados ao processo de recelularizacéo?.

As doencas do sistema respiratorio tais como Doenca Pulmonar Obstrutiva
Crbnica - DPOC (enfisema pulmonar e bronquite crbnica), a fibrose pulmonar
idiopatica (FPI), hipertensédo arterial pulmonar primaria, doenca intersticial pulmonar e
a fibrose cistica (FC) resultam em danos irreversiveis na estrutura pulmonar, tendo o
transplante pulmonar como indicacdo terapéutica quando a doenca atinge uma
progressdo avancada2?2. Infelizmente, o sucesso do transplante pulmonar ainda é
limitado, principalmente devido a escassez de 6Orgdos para transplante e alta
incidéncia de bronquiolite obliterante resultante de uma resposta aloimune provocada
pelas disparidades entre o doador e os antigenos do receptor. Geralmente, de acordo
com a literatura, a taxa de sobrevivéncia pés transplante pulmonar é de 50% com um

periodo de sobrevida aproximadamente de cinco anos?3 .

Diante das atuais limitacdes em relacdo as doacfes requerem estratégias no
sentido de aumentar a disponibilidade de 6érgdos funcionais para transplante.
Necessidade esta, reforcada pelo envelhecimento progressivo da populacdo, o que
aumenta a lista de espera de pacientes com doencas respiratorias graves
incapacitantes e terminais. Como exemplo, citamos a DPOC que esta prevista para
ser a terceira principal causa de morte no ano de 2030%°. Neste contexto, a Medicina
Regenerativa Pulmonar tem sido considerada como uma alternativa terapéutica em
potencial, porém as pesquisas atuais ndo chegaram a obter um pulmé&o funcional que
possa ser transplantado em um ser humano. Portanto, mais esforcos cientificos sao

necessarios® .
METODOLOGIA
Descelularizagéo dos pulmdes

Os pulmdes foram obtidos a partir de ratos wistar machos, com peso de 200-
250 g oriundos do Biotério Central da UniEVANGELICA. Inicialmente, os ratos foram
anestesiados com Xilazina (10 a 13 mg/kg, intraperitoneal) e Cetamina (80 a 90
mg/Kg, intraperitoneal), de acordo com protocolo padrdo adotado pela CEUA.
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Posteriormente, os ratos foram eutanasiados por overdose de anestésico.
Imediatamente apos a eutanasia, o diafragma foi perfurado e a caixa toracica rebatida
para a visualizagdo dos pulmdes. Os pulmdes dos ratos foram perfundidos atraves do
ventriculo direito com uma solugdo tampao de fosfato (PBS) contendo 50 U/ml
heparina e 1ug/ml de nitroprussiato de sédio (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) para evitar formacgéo de coagulos sanguineos. A seguir, a traquéia, o eséfago,
0 coragao e os pulmdes foram retirados e os tecidos limpos para remover esofago,

tecidos linfaticos e conjuntivos anexos.

Os pulmdes foram armazenados a -80° C até que o processo de
descelularizacao seja iniciado. Os pulmdes foram, posteriormente, descongelados em
banho-maria a 40°C e congelados rapidamente em gelo seco, seguido por
descongelamento. Este processo foi repetido quatro vezes para aumentar a quebra
celular e facilitar a sua remoc¢éo. Apoés a canulacdo da traqueia e da artéria pulmonar,
estas foram conectadas ao sistema experimental adotando uma sequéncia de meios
descelularizantes, perfundidos através da artéria pulmonar, para a descelularizacao.
A traqueia canulada foi conectada a um gerador de fluxo continuo de presséo positiva
nas vias aéreas (CPAP) para fornecer uma presséo traqueal (transpulmonar) de 10

cmH20 insuflando os pulm&es a um volume fisioldgico e evitando atelectasias.
Protocolos para descelularizacao

Protocolo 1 (SDS) - ApGs a canulacao da traqueia e da artéria pulmonar, estas seréo
conectadas ao sistema experimental adotando a seguinte sequéncia de meios
descelularizantes, perfundidos através da artéria pulmonar, com uma pressao
constante de PPA=20 cmH20, (1) PBS 1x, durante 30 minutos, (2) agua deionizada
durante 15 minutos, (3) 1% de SDS, durante 150 min e (4) PBS durante 30 minutos.

Protocolo 2 (Triton X-100) - ApoOs a canulacdo da traqueia e da artéria pulmonar,
estas serdo conectadas ao sistema experimental adotando a seguinte sequéncia de
meios descelularizantes, perfundidos através da artéria pulmonar, com uma pressao
constante de PPA=20 cmH20, (1) PBS 1x, durante 30 minutos, (2) agua deionizada
durante 15 minutos, (3) 1% de Triton X-100, durante 150 min e (4) PBS durante 30
minutos.
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Protocolo 3 (SDS e Triton X-100) - Apés a canulacdo da traqueia e da artéria
pulmonar, estas serdo conectadas ao sistema experimental adotando a seguinte
sequéncia de meios descelularizantes, perfundidos através da artéria pulmonar, com
uma pressao constante de PPA=20 cmH20, (1) PBS 1x e Triton X-100, durante 30
minutos, (2) agua deionizada durante 15 minutos, (3) 1% de Triton X-100, durante 150
min e (4) PBS durante 30 minutos.

Avaliacao da eficiéncia dos protocolos

Para a avaliacdo da eficiéncia dos protocolos foi realizada a quantificacao de
componentes da matriz extracelular como colageno, elastina, laminina e
glucosaminoglicanas. O colageno sera quantificado por oxidacédo da prolina 4-OH-L
para pirrol e reacdo com p-dimetilaminobenzaldeido (absorbancia lida a 560 nm). A
elastina sera quantitativamente mensurada por meio de kit dye-binding Fastin Elastin
(BiocolorLTD), de acordo com as instrucdes do fabricante. A laminina seré
guantificada utilizando um kit ELISA laminina (Genomics Insight) em amostras
homogeneizadas em inibidores da protease (Roche). As GAGs serdo determinadas
utilizando o a coloracéo de azul de dimetilmetileno. A proteina total sera determinada
pelo método de Bradford (Sigma).

Resultados parciais

Apbés a realizacao dos 3 protocolos, em ambos foi possivel obter pulmdes
descelularizados e com suas estruturas anatbmicas preservadas apos 3 horas e 30
minutos de perfusdo. Para a confirmacdo da eficacia da descelularizacdo e a
identificacdo do método mais eficiente, sera aplicada a coloracdo DAPI para anélise
da remocao celular e kits especificos para a quantificagcdo dos componentes da matriz

extracelular como colageno, elastina e laminina.
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