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RESUMO

ZANARDO, T.E.C. Desenvolvimento de arcabouc¢o descelularizado para uso em
bioengenharia tecidual esplénica. 2020. 95f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) —
Rede Nordeste de Biotecnologia - RENORBIO, UFES, Espirito Santo. Brasil.

O baco ja foi considerado um 6rgdo ndo essencial para a vida. No entanto, sua
importancia € cada vez mais clara, dados os graves distlrbios causados por sua
auséncia ou disfuncéo, como maior susceptibilidade a infec¢des, tromboembolismo e
cancer. Além disso, sabe-se que sua nao funcionalidade pode levar pacientes com
doencas graves, como HIV, mieloma e leucemia, a apresentar um maior risco de
infeccdo e morte. Desse modo, utilizamos a técnica de descelularizacdo para
obtencdo de um arcabouco esplénico viavel para recelularizacdo e posterior
transplante para o hospedeiro. Em nosso estudo, demonstramos que o arcabouco
criado apods o processo de descelularizacdo apresenta grande remocéo do conteudo
de DNA e SDS residual, os quais s80 essenciais e necessarios para evitar respostas
imunogénicas e falhas apds o transplante. Além disso, houve preservacdo dos
principais componentes do matrissoma esplénico como colagenos, glicoproteinas e
proteoglicanos. Da mesma forma, observamos a manutencdo de importantes
componentes estruturais como polpa branca, zona marginal e polpa vermelha, além
de vasos sanguineos de pequeno, médio e grande calibre. O arcabouco por nés
desenvolvido foi posteriormente recelularizado com células estromais do baco de ratos
neonatos, onde verificamos a capacidade de adesdo, proliferacdo, viabilidade e
sobrevivéncia das células em contato com o arcaboucgo. Portanto, o arcabouco
esplénico se mostra muito promissor para estudos que pretendam utiliza-lo para a
recuperacédo da funcdo esplénica ou mesmo como suporte para estudos que planejem

estudar alterac6es na matriz extracelular esplénica causadas por doencas.

Palavras-chave: Arcabouco esplénico, Descelularizagcdo, Matriz extracelular, Andlise

proteémica, Recelularizacao.



ABSTRACT

ZANARDO, T.E.C. Development of decellularized scaffold for use in splenic
tissue bioengineering. 2020. 95f. Thesis (Doctoral in Biotechnology) - Northeast
Biotechnology Network - RENORBIO, UFES, Espirito Santo. Brazil.

The spleen has already been considered a non-essential organ for life. However, its
importance is increasingly clear, given the serious disorders caused by its absence or
dysfunction, such as increased susceptibility to infections, thromboembolism and
cancer. In addition, it is known that its non-functionality may lead to patients already
afflicted with serious diseases such as HIV, myeloma and leukemia to have a higher
risk of infection and death. Therefore, we used the technique of decellularization to
obtain a viable splenic scaffold for recellularization and subsequent transplantation to
the host. In our study, we demonstrated that the scaffold created after the
decellularization process shows great removal of the DNA content and residual SDS,
which are essential and necessary to avoid immunogenic responses and failures after
transplantation to the host. In addition, there were preservation of the major
components of matrissome, such as collagens, glycoproteins and proteoglycans. In
the same way, we observed maintenance of important structural components such as
white pulp, marginal zone and red pulp, in addition to small, medium and large caliber
blood vessels. The scaffold developed by us was subsequently recellularized with
stromal cells from the spleen of neonate rats, where we verified the ability of adhesion,
proliferation, viability and survival of cells in contact with the scaffold. Therefore, the
splenic scaffold proves to be very useful for studies that intend to use it for the recovery
of splenic function or even as a support for studies that intend to study changes in the

splenic extracellular matrix caused by diseases.

Key words: Spleen scaffold, Decellularization, Extracellular matrix, Proteomic

analysis, Recellularization.
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1. INTRODUCAO

O baco é um 6rgao de grande importancia para os seres humanos, estando presente
em todos os vertebrados (STEINIGER, 2015). Durante o desenvolvimento embrionério
€ um dos primeiros locais de hematopoese, o qual se mantém até o quinto més de
gestacdo (KODAMA; DAVIS; FAUSTMAN, 2005). Ap6s seu amadurecimento, apesar
de abrigar a hematopoese em casos de estresse e doencga, concentra-se em uma
ampla variedade de func¢des imunolégicas e hematoldgicas (BORGES DA SILVA et
al., 2015; CESTA, 2006; KODAMA; DAVIS; FAUSTMAN, 2005; MEBIUS; KRAAL,
2005; WELEDJI, 2014).

O paréngquima esplénico é altamente compartimentado, abrigando duas areas
morfologicamente distintas (polpa branca e polpa vermelha), que séo separadas por
uma interface chamada zona marginal (BRONTE; PITTET, 2013). O sangue arterial
entra no baco através da artéria esplénica e é transportado para os sinusoéides da zona
marginal, ramificando-se depois em arteriolas centrais. Em torno deles ha uma massa
de acumulos de células do tecido linfoide, abrigando principalmente linfocitos B e T
(polpa branca) (DEN HAAN; KRAAL, 2012). Esses linfocitos circulam continuamente
e sao capazes de agir prontamente através da producdo de anticorpos e ativacdo de
linfocitos especificos contra antigenos transportados pelo sangue (STEINIGER,
2006). Na zona marginal, o sangue flui através dos corddes da polpa vermelha para
0S seios venosos. Esta passagem permite a selecdo de patdégenos, células e seus
detritos, além de hemacias envelhecidas e/ou anormais para fagocitose por
macrofagos residentes nos corddes da polpa vermelha (DEN HAAN; KRAAL, 2012).
Esse processo € de grande importancia para a reciclagem do ferro presente nas
hemécias (GANZ, 2016). Também apresenta grande importancia na resposta contra
bactérias encapsuladas, como Streptococcus pneumoniae, que séo destruidas
principalmente no baco (IIJIMA, 2017; TANIGUCHI; CORREIA; ZAMPIERI, 2014).

Varias doencas podem levar a uma reducao na funcao do baco chamada hiposplenia.
Esta condicdo estd associada a doengas congénitas, imunoldgicas, hematoldgicas,
infecciosas e gastrointestinais, como anemia falciforme, doenca celiaca, infec¢éo pelo
HIV e artrite reumatoide (DI SABATINO; CARSETTI; CORAZZA, 2011). Por outro

lado, a perda completa da funcé@o esplénica € chamada de asplenia (TANIGUCHI,
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CORREIA; ZAMPIERI, 2014). Asplenia é caracterizada por ser um disturbio raramente
congénito, mais frequente como consequéncia de intervengcdo cirlrgica
(esplenectomia), sendo o trauma e o cancer abdominal suas principais causas (DI
SABATINO; CARSETTI; CORAZZA, 2011; RAM; LEWIS; RICE, 2010; TANIGUCHI,
CORREIA; ZAMPIERI, 2014). Embora a hiposplenia e a asplenia possam aumentar
as chances de desenvolvimento de complicacdes tromboembolicas e cancer
(KRISTINSSON et al., 2014), as principais complicacdes estéo relacionadas a eventos
imunologicos e infecciosos (DI SABATINO; CARSETTI; CORAZZA, 2011). Diversos
estudos relataram a associacdo entre essas condicbes com 0 aumento da
suscetibilidade a infeccbes por bactérias encapsuladas, com uma alta taxa de
letalidade (50-70%) (DE PORTO et al., 2010; DEN HAAN; KRAAL, 2012; DI
SABATINO; CARSETTI; CORAZZA, 2011; RAM; LEWIS; RICE, 2010).

Para manter a funcéo esplénica diversas técnicas e métodos foram sugeridos. Entre
eles, o uso de esplenose, quando viavel e 0 maximo adiamento da cirurgia em
criancas, quando possivel (DI SABATINO; CARSETTI; CORAZZA, 2011). Além disso,
€ necessario 0 uso de vacinas e antibioticos de forma preventiva, devido ao risco e a
incidéncia de infeccbes nesses pacientes (WELEDJI, 2014). Entretanto, as
recomendacdes nem sempre sao seguidas e/ou eficazes, levando a consequéncias
graves, como sepse e morte (BOAM et al., 2017; 11JIMA, 2017; RUBIN; SCHAFFNER,
2014; TANIGUCHI; CORREIA; ZAMPIERI, 2014).

O baco contém uma matriz extracelular (MEC) Unica com diferencas substanciais em
relacdo a matriz da polpa branca, polpa vermelha e zona marginal (LOKMIC et al.,
2008). Essas diferencas refletem-se nas funcdes celulares de cada nicho e séo
essenciais para o correto funcionamento do 6rgdo (SONG et al., 2013). Neste trabalho
foi realizado um extenso estudo da MEC, onde foi possivel observar a manutencéo de
seus principais componentes apos a descelularizacdo, os quais sdo essenciais para o
sucesso da recelularizacdo e transplante do arcabouco (LONDONO; BADYLAK,
2015). Além disso, verificamos que o processo de descelularizacdo utilizado remove
grande parte do DNA e material celular da matriz, processo extremamente necessario
para evitar rejeicdo apos o transplante do arcabouco (CRAPO; GILBERT; BADYLAK,
2011; LONDONO; BADYLAK, 2015). Posteriormente o arcabouco esplénico foi
recelularizado com células estromais advindas do baco de ratos neonatos, onde

verificamos a capacidade de adesdo, proliferacéo e viabilidade das células em contato
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com o arcabouco. Esperamos assim, que esse trabalho sirva de base para estudos
gue pretendam restaurar a funcdo do baco ou mesmo para estudos que planejem

avaliar o impacto de doencas sobre a MEC esplénica.



15

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 OBACO

O baco é um o6rgdo presente em todas as espécies de vertebrados, sendo
principalmente estudado em camundongos, ratos e humanos (STEINIGER, 2015).
Durante o desenvolvimento embriol6gico, mais especificamente a partir da quinta
semana de gestacdo, um grupo de células mesenquimais se agrupa e forma a base
do 6rgéo. Durante o segundo més de gestacao, se desenvolvem vasos primitivos no
interior do 6rgéo e inicia-se a formacgéo de suas polpas. Do quarto ao oitavo més de
gestacdo, o baco € considerado como um oOrgao hematopoiético, sendo que esta
funcdo pode ser retida e ou recuperada se a medula 6ssea for incapaz de fornecer a
hematopoese adequada (O’NEILL et al., 2011).

O baco possui uma capsula fibrosa de tecido conjuntivo, formada por uma mistura de
colageno, fibras elasticas e células musculares lisas (POLAK; GALFIOVA; VARGA,
2009). Em humanos, a capsula mede entre 1,1-1,5 mm de espessura e € coberta por
uma camada serosa, exceto no hilo, onde vasos sanguineos, nervos e vasos linfaticos
entram no orgao. A capsula possui duas camadas, as quais sao determinadas pela
orientacdo das duas fibras de colageno, sendo espessas e uniformes, mas se
tornando mais finas nas regides mais profundas onde ocorre a transicdo para as
polpas. A cépsula é continua em sua superficie interna, com um sistema ricamente
ramificado de trabéculas, que penetram e suportam as polpas e vasos de grande
calibre (MEBIUS; KRAAL, 2005; TABLIN; CHAMBERLAIN; WEISS, 2002).

Além da capsula, o baco é composto ainda por um parénquima, o qual comporta uma
rede vascular e uma grande populacdo de células (Figura 1). Baseado em sua
estrutura e fungéo, o baco pode ser visto como dois 6rgaos diferentes. Por um lado, a
polpa branca do baco é uma parte importante do sistema imunol6gico envolvido no
processo de proliferacdo de linfécitos e plasmaocitos, bem como na producdo de
anticorpos. Por outro lado, a polpa vermelha esta diretamente conectada a corrente
sanguinea, estando envolvida na fagocitose de elementos sanglineos. O baco

apresenta ainda uma zona marginal, a qual possui esse nome porque encontra-se na
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periferia da polpa branca e por outro lado, na sua superficie externa, mistura-se com
a estrutura da polpa vermelha (TABLIN; CHAMBERLAIN; WEISS, 2002).

Circulagao
fechada

Trabécula

A
o *Circulagao
aberta

Sinusoide

Vermelha

Trabécula

Sinuséides da
zona marginal

Figura 1- Estrutura e composicao do baco. Fonte: Préprio autor.

2.1.1 PolpaBranca e Zona Marginal

Em camundongos, ratos e humanos, 0 sangue é transportado para o bacgo por varios
ramos da artéria esplénica que entra no hilo do érgdo. Esses ramos se dividemainda
mais dentro do baco e alimentam as artérias trabeculares, que estao localizadas em
filamentos de tecido conjuntivo denso contendo miofibroblastos originarios da capsula
esplénica. As artérias entdo deixam as trabéculas e se tornam artérias centrais, as
guais ndo possuem veias acompanhantes e sdo circundadas pela polpa branca.
Linfocitos circulam continuamente através do baco e sédo atraidos para o lado externo
dos vasos, de modo que formam a polpa branca em torno de artérias e arteriolas
centrais (STEINIGER, 2015).
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A polpa branca do bacgo de ratos e camundongos apresenta pequenas diferencas em
relacdo a de humanos. Entre a polpa branca e a vermelha, existe um acumulo de
linfécitos B, chamado de zona marginal, a qual esta ausente em humanos
(STEINIGER, 2015). Em ratos, a polpa branca é composta por zonas de linfécitos T,
as bainhas linfaticas periarteriais (periarterial lymphatic sheaths - PALSS); e zonasde
linfécitos B, os foliculos e a zona marginal (MZ) (GOLUB et al., 2018; TABLIN;
CHAMBERLAIN; WEISS, 2002). Os PALS sao acumulos de linfécitos T ao redor das
arteriolas. A maioria dos linfocitos T no PALS sdo CD4*, enquanto os linfécitos T CD8*
formam uma populacdo menor. Além de linfécitos T, o PALS abriga células dendriticas
com MHC de classe Il derivadas da medula 6ssea (STEINIGER, 2006).

Os foliculos consistem em um centro germinativo (GC) de linfocitos B. Em ratos, o
PALS e o foliculo sdo incorporados em uma zona marginal ampla e composta
essencialmente por linfécitos B com nucleos relativamente claros e citoplasma
abundante, que sao morfologicamente diferentes dos linfocitos B do centro
germinativo (STEINIGER, 2015).

De outro modo, os foliculos secundarios esplénicos humanos compreendem trés
zonas ao redor do centro germinativo de linfécitos B: uma zona do manto, uma zona
superficial e uma zona perifolicular (Figura 2) (STEINIGER, 2015).

Figura 2- Estrutura e composi¢cdo da polpa branca do baco de ratos e humanos. PALSs-bainhas
linfaticas periarteriais; AC — artéria central; ZM — zona marginal; CG — centro germinativo; PV — polpa
vermelha; z. manto — zona do manto; z.perifolicular — zona perifolicular. Fonte: Préprio autor.
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A zona marginal do bago é uma &rea importante de transito para as células que estéo
deixando a corrente sanguinea e entrando na polpa branca (MEBIUS; KRAAL, 2005).
Essa area contém muitas células residentes com propriedades Unicas, mas que
dependem também das outras para a sua localizacdo, estabelecendo e mantendo a
integridade da zona marginal. Dois subconjuntos de macréfagos especificos podem
ser encontrados nessa area: macrofagos da zona marginal e macréfagos metalofilicos
da zona marginal (Figura 3) (DEN HAAN; KRAAL, 2012).

~ | Zona © Linfocito B
C)  marginal A Linfécito B especifico da
—— - =~ zona marginal
_ @1 Fibroblasto reticular
Seio td o . .
marginal © % Macrofago da zona marginal
=% ' Macroéfago metalofilico da

zona marginal
Polpa branca

Figura 3- Estrutura e composicado celular da zona marginal do bago. Fonte: adaptado de (MEBIUS;
KRAAL, 2005).

O modo como o baco é estruturado, de forma que a maioria do fluxo sanguineo passa
pela zona marginal e diretamente ao longo da polpa branca, leva a eficiente
monitorizacdo do sangue pelo sistema imunitario (MEBIUS; KRAAL, 2005). Tanto
repostas do sistema imune inato quanto do adaptativo podem ser eficientemente
montadas, tornando-se um 6rgao importante para a homeostase imune. Além disso,
as respostas imunes que sao prejudiciais ao hospedeiro podem ser reguladas
(BRONTE; PITTET, 2013). Enquanto que a polpa branca é restritamente envolvida
com a imunidade adaptativa, a zona marginal esta envolvida tanto na imunidade inata
como na adaptativa, através de populagfes especificas de macrofagos e células B
das zonas marginais (MEBIUS; KRAAL, 2005).
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2.1.2 Polpa Vermelha

A polpa vermelha é constituida por artérias, arteriolas e veias, além de corddes e seios
esplénicos (também chamados de sinusoides). Os cordfes representam a parte
"aberta" da circulacao esplénica, que é formada por filamentos de tecido conjuntivo
frouxo ocupado por linfocitos, plasmocitos, macréfagos, granulécitos, globulos
vermelhos e plaquetas. Arteriolas terminais da polpa vermelha que surgem das
arteriolas centrais, se abrem diretamente para os corddes esplénicos. Nos corddes o
sangue se move para finalmente entrar nos seios esplénicos pelo lado de fora
(MEBIUS; KRAAL, 2005). Uma proporc¢éo do sangue também pode entrar diretamente
no comec¢co das veias da polpa vermelha. Os seios esplénicos sdo vasos
especializados, sendo considerados como parte "fechada” da vasculatura esplénica.
No entanto, as paredes dos seios esplénicos sdo revestidas por endotélio com fendas
intercelulares, as quais permitem a entrada de células vermelhas e brancas dos
corddes. Estes endotélios especializados exibem um fendtipo diferente de todos os
outros endotélios do corpo (Figura 4) (MEBIUS; KRAAL, 2005).

Sinusoide

Arteriola

Cordodes
esplénicos

Circulagéo ¢
s+ aberta _°

.~ .-

Figura 4- Estrutura e circulagdo sanguinea nos sinusoéides esplénicos da polpa vermelha. Fonte:
adaptado de (MESCHER, 2014).
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Essas pequenas aberturas ndo apresentam nenhum obstaculo as plaguetas, aos
leucdcitos ou para hemacias flexiveis. Entretanto, hemécias rigidas ou enfraquecidas
sdo bloqueadas de passarem e tem remocao seletiva por macrofagos. A remocao de
hemacias defeituosas com consequente reciclagem de seu ferro sdo uma das
principais fungcdes da polpa vermelha. O ferro liberado da hemoglobina durante a
degradacdo dos eritrcitos € armazenado por macrofagos dentro de complexos de
proteinas, tais como a ferritina ou transferrina, voltando a circulacdo para posterior
reutilizacdo (MESCHER, 2014).

2.1.3 Células Estromais

Os orgaos linfoides secundarios apresentam como caracteristica uma
compartimentacdo imunoldgica, a qual se mostra extremamente importante para o
correto desempenho de suas fung¢des. Esta é mantida gracas a uma complexa relacao
entre moléculas de adeséao célula-célula, citocinas e fatores quimiotaticos, produzidos
e expressos principalmente por seus constituintes ndo hematopoiéticos, tais como as
células estromais (LOKMIC et al., 2008; MALHOTRA; FLETCHER; TURLEY, 2013).

O pool estromal ndo endotelial do baco é composto por células reticulares
fibroblasticas gp38* CD31" (fibroblastic reticular cells - FRCs) da zona de linfocitos T e
células estromais gp38 CD31 das zonas de linfocitos B, que incluem células
dendriticas foliculares (follicular dendritic cells - FDCs) e células reticulares marginais
(marginal reticular cells - MRCs) localizadas na regido externa do foliculo. Além disso,
fibroblastos da polpa vermelha e células endoteliais também estdo presentes e
distribuidos nos diferentes compartimentos esplénicos (FIGURA 5) (GOLUB et al.,
2018).
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e FDCs
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~gua— Fibroblastos da PV

<« Células endoteliais
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Figura 5- Localizagdo das células estromais e de alguns leucdcitos no bago. PV - Polpa vermelha; ZM
- Zona Marginal; PALS - Bainhas Linfaticas Periarteriais; CG - Centro Germinativo. Fonte: Proprio autor.

Na polpa branca do baco, as FRCs e FDCs orientam e direcionam as populacdes de
células hematopoiéticas, formando éareas distintas de linfocitos T e B (TAN;
WATANABE, 2017). As FRCs encontram-se conectadas entre si, servindo como um
substrato adesivo para as células T e células dentriticas. Através da producao de
diferentes quimiocinas, as FRCs guiam os linfécitos do seu local de entrada na zona
marginal para o PALS, dentro do qual eles continuam a se mover (BAJENOFF;
GLAICHENHAUS; GERMAIN, 2008). As FRCs também secretam colageno e
glicosaminoglicanos (GAGs), formando uma rede tridimensional chamada de
condutos. Os condutos servem como uma peneira molecular, permitindo que
peqguenas moléculas (<70 kDa) possam ser transportadas e capturadas pelas células
dentriticas, permitindo um rapido e eficiente encontro entre linfocitos T e antigenos
apresentados pelas células dentriticas ativadas (DEN HAAN; MEBIUS; KRAAL, 2012).

Os compartimentos de linfocitos B, como o foliculo e o centro germinativo sdo
organizados e suportados pelas FDCs. Durante o desenvolvimento embrionario, em
algumas regides, a estrutura reticular dos FRCs € substituida por uma rede menos
densa de FDCs. A substituicdo ndo é completa, existindo ainda um sistema de
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condutos nos foliculos de células B, permitindo a liberacdo de pequenas moléculas.
Antigenos e complexos maiores séo transportados para os foliculos pelos macréfagos
(DEN HAAN; MEBIUS; KRAAL, 2012).

As FDCs promovem o recrutamento de linfécitos B nos foliculos através da secre¢éo
de CXCL13 que se liga ao receptor CXCRS5 expresso nas células B. Esse tipo de célula
estromal apresenta antigenos na forma de complexos imunes que sao ligados via
receptores Fc e complemento, estimulando as células B e promovendo a formacgéo do
centro germinativo (GENOVESE; BRENDOLAN, 2016).

A zona marginal, por sua vez, € suportada pelas MRCs, as quais sao caracterizadas
pela expressdo de MAdCAM-1 e pela producdo de CXCL13 (TAN; WATANABE,
2017). As MRCs contribuem para o acimulo de FDCs durante a formacgéao do centro
germinativo (GENOVESE; BRENDOLAN, 2016). Além disso, expressam quimiocinas
gue podem levar a formacao de nichos locais para células na zona marginal, como as
células B da zona marginal, os macrofagos metalofilicos marginais e células
dentriticas (DEN HAAN; MEBIUS; KRAAL, 2012; GENOVESE; BRENDOLAN, 2016).

Em outra parte do baco - na polpa vermelha - células estromais suportam e recrutam
células efetoras, tais como os plasmacitos. Durante sua diferenciacdo, os plasmocitos
apresentam sensibilidade aumentada a quimiocina CXCL12 - amplamente produzida
na polpa vermelha do baco pelas células estromais - com diminui¢do da sensibilidade
a CXCL13, CCL19 e CCL21- expressas principalmente na polpa branca. Além disso,
as ceélulas estromais da polpa vermelha, produzem interleucina-6 que é um fator
importante para a producdo de anticorpos e expressam a molécula de adesédo CD54,
gue € um ligante para CD11la, encontrado em células plasmaticas (DEN HAAN;
MEBIUS; KRAAL, 2012).

Além disso, as células estromais da polpa vermelha tem um papel central no suporte
de células progenitoras hematopoiéticas. O nicho de células-tronco perivasculares
esplénicas da polpa vermelha é composto por células estromais endoteliais e células
estromais PDGFRB*, ambas produzindo o fator de nicho de células-tronco (stem cell
fator - SCF). Além disso, a populacdo estromal posicionada em torno dos sinusoéides
da polpa vermelha, expressa CXCL12, que € importante para a manutencdo das

células-tronco hematopoiéticas. Desse modo, a expressao de CXCL12 e SCF por
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células estromais esplénicas € critica para o recrutamento e manutencao de células-

tronco hematopoiéticas durante a hematopoiese esplénica (GOLUB et al., 2018).

Tabela 1- Principais células estromais esplénicas e suas fun¢des. Fonte: adaptado de
(GOLUB et al., 2018).

Tipo Celular Localizacao Principais funcdes

- Producéo de Quimiocinas
- Suporte Estrutural
- Formacao de Condutos
- Producéo de MEC
- Migracdo e Adeséo de

FRCs PALS

Linfocitos e Células Dentriticas

- Producéo de Quimiocinas
- Homeostase de Células B
- Formacao do Centro
FDCs Foliculos de Células B Germinativo
- Formacéo de Condutos
- Apresentacdo de complexos
Imunes

- Suporte Estrutural
MRCs Zona Marginal - Producéo de Quimiocinas

- Migracao de Linfdcitos

. - Formacéo de Nichos de
Estromais da Polpa

Polpa Vermelha Células-tronco
Vermelha
- Hematopoese extra medular
- Transporte de sangue
Endoteliais Vasos Sanguineos - Entrada de Leucécitos e

Antigenos
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2.2 A MATRIZ EXTRACELULAR

Todos os tecidos e 6rgdos contém uma mistura de diferentes estruturas celulares e
nao celulares, as quais formam um conjunto de redes com alto nivel de organizacéo,
as quais sado chamadas de matriz extracelular (MEC) (THEOCHARIS et al., 2016). A
MEC varia em sua constituicdo e composicdo especifica, variando de tecido para
tecido. Além disso, possui grande capacidade de remodelacdo, estando sujeita a
varias modificacdes pbds-traducionais em resposta a estimulos ambientais, como forca
ou lesdo aplicada, permitindo que o tecido mantenha a homeostase e responda a
desafios fisiologicos e estresse, incluindo doencas (FRANTZ; STEWART; WEAVER,
2010; MOUW; OU; WEAVER, 2014).

Uma das principais funcdes da MEC € servir como um suporte para as células. Aléem
disso, atua influenciando as propriedades bioquimicas e mecanicas de cada 6rgao,
regulando muitos processos celulares, incluindo crescimento, migracao,
diferenciacdo, sobrevivéncia, homeostase e morfogénese (THEOCHARIS et al.,
2016).

A MEC é formada por um conjunto de genes codificadores de proteinas e fatores
associados, os quais sado definidos como “matrissoma” (NABA et al., 2012, 2016). O
matrissoma é composto por mais de 1000 genes, sendo que o “nucleo do matrissoma”
compreende cerca de 300 proteinas, incluindo glicoproteinas, colagenos e
proteoglicanos. Todo o restante € composto por proteinas associadas a MEC, as quais
incluem proteinas afiliadas a MEC, reguladores da MEC e fatores secretados (NABA
et al., 2012, 2016).

A MEC pode ser classificada em dois tipos principais que variam em composicao e
estrutura: as matrizes intersticiais e pericelulares. As matrizes intersticiais cercam as
células, enquanto as matrizes pericelulares estdo em contato proximo com as células
(THEOCHARIS et al., 2016). As matrizes intersticiais possuem em sua composi¢cao
principalmente fibrilas de colageno, elastina, proteoglicanos e acido hialurénico. Todos
esses componentes interagem entre si criando uma rede tridimensional dindmica e
complexa (THEOCHARIS et al., 2016). As matrizes pericelulares, como no caso das

membranas basais, sdo encontradas entre o parénquima e o tecido conjuntivo,
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atuando como um ponto de ancoragem para as células parenquimatosas, impedindo
desse modo que se rasguem. As membranas basais s&o compostas principalmente

de colageno tipo IV, lamininas, nidogénio, perlecan e agrina (Figura 6) (JAYADEV;
SHERWOOD, 2017).

+ Colageno tipo IV

//__- Colageno fibrilar

Células _~ Acido hialurénico

Laminina
" Fibronectina

Proteoglicanos e GAGs

FC Fatores de crescimento
Membrana

Enzimas reguladoras da MEC
basal

Integrinas

Figura 6- Visdo geral esquematica simplificada da MEC, com seus principais componentes. Fonte:
Préprio autor.

2.2.1 Colagenos

Os colagenos sao as proteinas mais abundantes nos mamiferos, compreendendo
cerca de 30% da massa total de proteinas. E o principal constituinte da MEC, sendo
sintetizado e secretado ndo somente por fibroblastos, mas também por células
epiteliais e endoteliais (KULAR; BASU; SHARMA, 2014; RICARD-BLUM, 2011). A
superfamilia do colageno abriga 28 membros, numerados em algarismos romanos (|

— XXVIII), os quais sao formados por pelo menos quarenta e seis cadeias
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polipeptidicas distintas (cadeias alfa) (KULAR; BASU; SHARMA, 2014; RICARD-
BLUM, 2011).

Além das cadeias alfa, 0os colagenos sdo compostos por trés cadeias polipeptidicas
em formato de hélice, as quais podem constituir a maior parte de sua estrutura, com
96% para o colageno tipo | até menos de 10% para o colageno tipo XII (RICARD-
BLUM, 2011).

Dentro das cadeias polipeptidicas existe um empacotamento apertado das hélices de
poliprolina, exigindo que o terceiro aminoacido seja sempre glicina, resultando em uma
sequéncia repetitiva XYGIly, onde X e Y podem ser qualquer aminoacido. Os
aminoacidos nas posicées X e Y do colageno sao frequentemente 4-hidroxiprolina
(38%) e prolina (28%) (Figura 7) (SHOULDERS; RAINES, 2009).

Glicina Prolina
H|dr0)(|pr0|\na:,_; y \\ Hidroxiprolina
Proi / \\ \ / (_ Y \,

/ro m\a ¢ 7 N { ) Glicina

N

Molécula de Colageno
Cadeias Alfa

Figura 7- Estrutura e organizacdo do colageno. Fonte: Préprio autor.

A funcdo dos colagenos ndo se restringe apenas a fibrilas e feixes com papel
estrutural. Eles interagem com células através de uma ampla gama de receptores,
tendo uma funcéo importante na regulacao, crescimento, diferenciacdo, adesédo e

migracao celular (RICARD-BLUM, 2011). Além disso, € bem documentado seu
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papel no reparo tecidual, filtracdo molecular e supressao tumoral (MUIZNIEKS;
KEELEY, 2013).

2.2.2 Glicoproteinas

Existem cerca de 200 glicoproteinas complexas no matrissoma de mamiferos, as
quais contribuem significativamente para a adesdo celular, apesar de
desempenharem também outras funcdes, tais como servir como reservatorio para
fatores de crescimento (HYNES; NABA, 2012).

As glicoproteinas sdo intermediarios que ligam moléculas estruturais entre si e ligam
moléculas estruturais e células. Em cada molécula de glicoproteina, existem varios
dominios que se ligam a moléculas diferentes, as quais juntas formam redes
moleculares interligadas (HYNES; NABA, 2012).

As células se aderem a MEC através da interacdo adesiva com glicoproteinas, tais
como fibronectina, lamininas, vitronectina, trombospondinas, tenascinas, nidogénio,
fibrinogénio, entre outras. A maioria das glicoproteinas adesivas se ligam as células
principalmente através das integrinas da superficie celular. As interacbes entre as
células e a MEC podem mediar muitas respostas celulares, tais como migracao
celular, crescimento, diferenciacéo e sobrevivéncia. As células recebem e respondem
aos sinais da MEC, enquanto que as células também modulam a MEC circundante
(MECHAM, 2012).

Dentre a ampla gama de glicoproteinas, as fibronectinas e lamininas merecem
destaque devido a sua grande importancia na MEC. Muitas de suas proteinas
interagem com as fibronectinas, regulando a adesdo, migracdo e diferenciacao
celular. Cada subunidade de fibronectina consiste em trés médulos com unidades
repetidas, cada qual com estruturas distintas: estruturas tipo I, tipo Il e tipo Ill. Esses
mdédulos contém sitios de ligacdo que sdo importantes para facilitar a interacdo da
fibronectina com os receptores da superficie celular, como integrinas e colagenos,
além de unidades intramoleculares que permitem a automontagem da molécula. A

estrutura terciaria da molécula de fibronectina é estabilizada através de ligaces
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intramoleculares de dissulfeto e os médulos do tipo | e Il (MOUW; OU; WEAVER,
2014).

A molécula de fibronectina consiste em duas subunidades, cada uma com um
tamanho aproximado de 250 kDa, formando um dimero através de ligacdes
dissulfureto no seu terminal C. A molécula de fibronectina dobrada se forma via
interacdes idnicas entre os dominios do tipo Ill de moléculas vizinhas e é deformada
por forca mecanica para revelar locais de ligacao criticos para outras moléculas de
fibronectina e receptores de superficie celular ao interagir com células (Figura 8).
(MOUW; OU; WEAVER, 2014; THEOCHARIS et al., 2016)

Ligagdo -
ao colageno -

Ligacao
as células -

Figura 8- Estrutura da molécula de fibronectina. Fonte: adaptado de (MOUW; OU; WEAVER, 2014).

Enquanto o colageno, os proteoglicanos e o acido hialurénico compreendem os
principais componentes estruturais da MEC, as lamininas sao moléculas
gue preenchem a lacuna de interacdo entre as células e a MEC (MOUW, OU,;
WEAVER, 2014).

As lamininas sdo glicoproteinas triméricas consistindo em cadeias a, e y, sendo
freqientemente encontradas na lamina basal e em alguns compartimentos
mesenquimais. As cadeias a variam em tamanho de 200 e 400 kDa enquanto as

cadeias B e y tém tamanhos de 120 a 200 kDa. Um trimero pode entdo ter um
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tamanho que varia de 400 a 800 kDa (PLANTMAN, 2013; WALKER; MOJARES; DEL
RiO HERNANDEZ, 2018).

As cadeias a, B e y se combinam para formar estruturas de forma cruciforme, em
forma de Y (trés bracos) ou em forma de bastonete (braco Unico) (Figura 9). Essas
lamininas s&o descritas por seus numeros de cadeia combinados, como por exemplo
a1B1y1 é conhecida como laminina 111. Essa nomenclatura foi precedida por
atribuicbes de numero Unico quando havia menos isoformas conhecidas. As
designacdes originais permanecem preferidas em algumas configuragcdes, como
exemplo, é possivel encontrar referéncias a laminina 5 em vez de a3B3y2. Até o
momento, sdo conhecidas cinco cadeias a (a1-a5), quatro cadeias B (B1-B4) e trés
cadeias y (y1-y3), que se combinam para formar 16 heterotrimeros diferentes
(MOUW; OU; WEAVER, 2014)

Cadeia Gama Cadeia Beta

Cadeia Alfa

Figura 9- Estrutura da molécula de laminina. Fonte: adaptado de (MOUW; OU; WEAVER, 2014).

As lamininas desempenham papéis cruciais tanto na montagem da membrana basal
guanto nas interacdes células-MEC. Além disso, apresentam funcdes especificas para
cada tipo celular, tais como adesao, diferenciacéo, migracédo, manutencao do fenotipo
e resisténcia apoptotica. Através da ligacdo com integrinas, as lamininas sdo capazes
de criar uma ligacdo dinamica entre a célula e a MEC (DOMOGATSKAYA; RODIN;
TRYGGVASON, 2012; KULAR; BASU; SHARMA, 2014).
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2.2.3 Proteoglicanos e Glicosaminoglicanos

Os proteoglicanos representam um grupo heterogéneo de moléculas que possuem a
caracteristica comum de possuir um nucleo de proteina ligada covalentemente a uma
ou mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs) (SCHAEFER, 2014). Os GAGs séo
polissacarideos nao ramificados, muitas vezes longos, com uma estrutura repetitiva
de dissacarideos com carga negativa (COUCHMAN; PATAKI, 2012). Os
proteoglicanos séo classificados em subtipos com base na estrutura das cadeias de
carboidratos das GAG, bem como na distribuicdo e na densidade dessas cadeias ao
longo do nucleo da proteina. As principais GAGs incluem o sulfato de heparan, sulfato
de condroitina, sulfato de dermatan, sulfato de queratina e acido hialurénico (MOUW;
OU; WEAVER, 2014).

Todos os GAGs, exceto o acido hialurdénico, séo sulfatados. As cadeias de GAG séo
altamente carregadas negativamente, permitindo que os proteoglicanos sequestrem
agua e cations divalentes, conferindo funcdes de preenchimento de espaco e
lubrificacdo. Proteoglicanos secretados na MEC incluem proteoglicanos grandes, tais
como agrecan e versican, pequenos proteoglicanos ricos em leucina, tais como
decorin e lumican, e proteoglicanos da membrana basal, como o perlecan. Os
sindecanos sado associados a superficie celular, enquanto a serglicina é um

proteoglicano intracelular (YUE, 2014).

A diversidade molecular dos proteoglicanos fornece base estrutural para uma
infinidade de funcdes bioldgicas. Por exemplo, o agrecano na cartilagem gera
elasticidade e alta resisténcia biomecanica a pressao. Decorin e lumican tém um papel
regulador na montagem de fibrilas de colageno. Os proteoglicanos também interagem
com fatores de crescimento e receptores de fator de crescimento e estdo implicados
na sinalizacdo celular e processos biologicos, incluindo angiogénese (Figura 10)
(YUE, 2014).
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Figura 10- Estrutura dos proteoglicanos e GAGs. Fonte: adaptado de (VECINO; KWOK, 2016).

2.2.4 Reguladores da MEC e Fatores Secretados

A MEC estd constantemente em processo de remodelacdo pelo qual seus

componentes sao depositados, degradados ou modificados (YUE, 2014).

Todos os componentes proteicos no exterior ou no interior de uma célula estéo sujeitos
a degradacao e modificacdo. As enzimas mais importantes no remodelamento da MEC
sdo as metaloproteinases. Serinaproteinases, que incluem plasmina e catepsina G,
sdo ativas em pH neutro e degradam os componentes proteicos da MEC
extracelularmente. Em contraste, as proteinases de cisteina, aspartato e treonina sao
predominantemente ativas em pH acido e digerem principalmente proteinas
intracelulares. No entanto, as cisteinas proteases catepsinas B e L podem ser
secretadas fora da célula e digerira MEC (HYNES; NABA, 2012; LU et al., 2011; YUE,
2014).

Além de atuar principalmente como enzimas que degradam componentes estruturais
da MEC, as enzimas reguladoras da MEC podem criar espaco para a migracao
celular, podem produzir fragmentos especificos com atividade biolégica, podem
regular a arquitetura dos tecidos através de seus efeitos intracelularmente e também
na MEC e podem ativar, desativar ou modificar a atividade de moléculas de
sinalizagcéo de forma direta e indireta (PAGE-MCCAW; EWALD; WERB, 2007).
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Além da modificacdo por enzimas, a MEC também é modulada por estimulos
exogenos, como citocinas, glicocorticoides, estresse oxidativo, presséo e estiramento
mecanico. A citocina mais estudada é o TGF-B (“transforming growth factor beta”), que
€ conhecido por aumentar a producao da MEC e suprarregular os genes relacionados
a MEC (YUE, 2014).

Além do TGF-B, muitos outros fatores de crescimento se ligam a proteinas da MEC e
devem ser considerados também como constituintes da MEC. Os fatores de
crescimento e outros fatores secretados se ligam principalmente aos GAGS,
especialmente sulfatos de heparan, embora existam exemplos claros de fatores de
crescimento que se ligam a dominios especificos de proteinas da MEC, tal como a
fibronectina, a qual liga-se especificamente a uma variedade de fatores de
crescimento (VEGF, HGF, PDGF, etc) (HYNES; NABA, 2012).

2.2.5 Proteinas Afiliadas a MEC

Para a MEC interagir com as funcdes celulares existem varios receptores para
proteinas da MEC. As principais classes de proteinas afiliadas a MEC sao as
integrinas. As integrinas medeiam a adesao celular ligando o citoesqueleto de actina
as MECs. Além de atuar para ancorar as células, as integrinas fornecem informacgdes
sensoriais via mecanotransducao e sinergismo com as vias de sinalizacdo e fornecem
as células as condi¢cdes necessarias para a diferenciacdo de uma maneira permissiva
(HYNES; NABA, 2012; THEOCHARIS et al., 2016). Além disso, estao envolvidas em
varias vias de sinalizacao celular para processos celulares, como propagacao e
motilidade (KULAR; BASU; SHARMA, 2014).

As integrinas representam uma familia diversificada de proteinas transmembrana, as
guais estdo presentes em todas as células animais. Cada integrina € constituida por
duas partes principais: uma subunidade alfa e uma subunidade beta. A variacao
nessas subunidades leva a uma grande diversidade de integrinas, sendo que somente

em humanos existem mais de 20 tipos diferentes conhecidos.
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As integrinas ligam o citoesqueleto de actina de uma célula a varias estruturas
externas. A porcéo citoplasmatica de cada molécula de integrina se liga a proteinas
adaptadoras que se conectam aos filamentos de actina dentro da célula. A porcao
extracelular da integrina entdo se liga a moléculas na matriz extracelular ou na
superficie de outras células. Os anexos de integracdo as células vizinhas podem
quebrar e se reformar a medida que a célula se move (Figura 11) (CALDERWOOD;
CAMPBELL,; CRITCHLEY, 2013).

\; l Fibronectina

Integrina (cadeias alfa e beta)

Membrana Plasmatica

Dominio citosolico
(ligado ao citoesqueleto)

Figura 11- Estrutura das integrinas. Fonte: Préprio autor.

2.2.6 A Matriz Extracelular do Baco

E conhecido que a MEC é a “espinha-dorsal” dos érgaos linféides secundarios, tendo
participacdo importante na compartimentacdo imunoldgica. No entanto, sua
constituicao e funcdes no baco ainda sédo pouco conhecidas. Apenas recentemente, a
relacdo entre a constituicdo das distintas MECs esplénicas e sua associacdo a

diferentes compartimentos imunes tornou-se aparente (DA SILVA et al., 2018).

Além de sua identificacdo pelas células imunolégicas residentes nesses nichos, cada
um dos trés compartimentos esplénicos - polpa branca, polpa vermelha e zona
marginal - também pode ser distinguida pela organizacdo e composicéo das fibras

reticulares que a compdem (DA SILVA et al., 2018).
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Diferentes estudos isolados no baco demonstraram a presenca de moléculas da
matriz intersticial como colagenos (I, Il e lll), fibronectina, tenascina e componentes
de membrana basal como lamininas, colageno tipo 1V, proteoglicano sulfato de
heparan e nidogénio (Tabela 2). No entanto, esses estudos foram realizados em
diferentes espécies animais, dificultando dessa forma a possibilidade de se tirar
conclusdes a respeito da presenca ou auséncia de certas moléculas (LOKMIC et al.,
2008).

Tabela 2 - Moléculas expressas no ba¢o de camundongos, ratos e humanos. Fonte: adaptado
de (LOKMIC et al., 2008).

Tipo de ECM Molécula de Camundongos Ratos Humanos
ECM
Matriz Colageno Tipo | + +
Intersticial
Colageno Tipo +
I
Colageno Tipo +
I
Fibronectina + +
Tenascina + +
Vitronectina +
Membrana Lamininas + + +
Basal
Colageno Tipo +
\Y
Perlecan +
Sulfato de + +
heparan

Hialuronan +
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No geral, as fibras reticulares da zona de células T (PALS) da polpa branca esplénica
€ caracterizada pela presenga das isoformas 511 (a581y1), 411 (04B1y1) e 332
(a3B3y2) da laminina, o proteoglicano sulfato de heparan, perlecam, colageno tipo IV
e nidogénio 1 em sua membrana basal, enquanto a matriz instersticial contém
colageno tipo | e lll. Essas duas camadas distintas da MEC séo interconectadas por
uma camada microfibrilar caracterizada por fibrilina 1 e ou 2 e colageno tipo VI
(LOKMIC et al., 2008).

De outro modo, as fibras reticulares do foliculo linfoide da polpa branca tém vérias
caracteristicas Unicas que as distinguem das fibras reticulares do PALS. Elas ndo
possuem colageno tipo lll e laminina 332 (a3B3y2). Em vez disso, expressam, as
lamininas 511 (a5B1y1), 411 (a4B1y1) e 211 (a2B1y1) em sua membrana basal
(LOKMIC et al., 2008).

A rede reticular de fibras da polpa vermelha apresenta varias caracteristicas distintas
da rede reticular da polpa branca. Primeiramente, as fibras da polpa vermelha tém um
diametro consideravelmente menor (30-50 nm) que os da polpa branca (1-2 um) e
nao possuem um nucleo de colageno fibrilar caracteristico. Em vez disso, consistem
em uma membrana basal tipica contendo colageno tipo IV, perlecan, nidogénio e uma
isoforma de laminina ainda néo definida, além de uma camada microfibrilar contendo
colageno tipo VI e fibrilina 2 (LOKMIC et al., 2008).

A zona marginal é caracterizada pela presenca de glicoproteinas da membrana basal,
como laminina a5 (laminina 511- a5B1y1 e laminina 521- a5B2y1) e o sulfato de
heparan. Embora outras moléculas da MEC ocorram neste local, incluindo colageno
tipo 1V, nidogénio 1, fibronectina e perlecam, elas também séo expressas no estroma
da polpa vermelha e apenas a distribuicdo da laminina a5 é caracteristica da zona
marginal (Figura 12) (SONG et al., 2013).


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/laminin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/entactin
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/collagen-type-1
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/collagen-type-6
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/lymphatic-follicle
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/collagen-type-3

36

Foliculo linfoide

~ e - N

R g
Laminina 611- e
Lami 5 Lammn}a 211

Zona Marginal

= Dt

brqnectinav" Lé‘minina 511

Figura 12- Principais diferencas entre a constituicdo da MEC nos distintos compartimentos esplénicos.
Fonte: Proprio autor.
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2.3 A BIOENGENHARIA TECIDUAL

A faléncia de tecidos e 6rgaos devido a lesGes ou doencas € considerada com um
grande desafio para a saude. Até a segunda metade do século XX, ndo havia remédios
adequados para pacientes com Orgaos disfuncionais. Em 1954, Joseph Murray
(ganhador do Prémio Nobel de Medicina em 1990) realizou o primeiro implante de
orgdos bem-sucedido, transplantando um rim saudavel entre irmdos gémeos
idénticos. Cinco anos depois, Murray realizou o primeiro transplante bem-sucedido de
orgdos entre individuos geneticamente diferentes. Ao longo dos anos, varios
individuos foram salvos através dos transplantes de 6rgdos. No entanto, devido ao
aumento do numero de pessoas a espera de um transplante, a falta de doadores de
orgaos e o envelhecimento da populacdo exigem o desenvolvimento de novos
métodos para restaurar a funcéo de 6rgéaos e tecidos danificados (SHAFIEE; ATALA,
2016).

Dentre as diversas opcdes e metodologias disponiveis, a bioengenharia tecidual surge
como uma opcgao extremamente promissora, fornecendo condicdes para reparo de
tecidos e oOrgados danificados (DESTEFANI; SIRTOLI; NOGUEIRA, 2017). A
bioengenharia tecidual € uma area integrada que envolve engenharia e ciéncias
naturais no desenvolvimento de materiais biolégicos para substituir, reparar e
melhorar a funcéo de tecidos doentes ou ausentes (ZHAO et al., 2018). Seu objetivo
€ diminuir a escassez de 6rgaos para transplante, por meio da fabricacéo de estruturas
biologicas funcionais (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006; SHAFIEE; ATALA,
2016).

Na bioengenharia de tecidos e na medicina regenerativa, um biomaterial fornece
suporte mecanico e sinais bioquimicos para estimular a fixacdo e modular o
comportamento celular (HUSSEY; DZIKI; BADYLAK, 2018). Materiais naturais
comumente presentes na natureza, tais como agarose, colageno, alginato, quitosana,
acido hialurénico ou fibrina, além de possuirem baixa citotoxicidade, interagem com
os tecidos do receptor promovendo a formagdo de um novo tecido (Figura 13)
(SEKULA; ZUBA-SURMA, 2018).
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Agarose Alginato

Colageno Fibrina

Figura 13- Exemplos de biomateriais comumente usados na bioengenharia tecidual. Fonte: adaptado
de (RUVINOV; COHEN, 2016; SPROUL; NANDI; BROWN, 2017; ZARRINTAJ et al., 2018).

Outro exemplo de modelo natural de biomaterial € a MEC, a qual contém sinais
bioquimicos e mecanicos intrinsecos que regulam o fendtipo celular, além de sua
funcao no desenvolvimento, na homeostase e na resposta a lesdo. O uso de materiais
na pesquisa biomédica baseados na MEC avancou consideravelmente, partindo de
revestimentos de placas de cultura celular com componentes purificados da MEC
para projetos de biomateriais que imitam a MEC até finalmente o uso de tecidos
descelularizados visando restaurar a dinamica, composicdo e estrutura da MEC
(HUSSEY; DZIKI; BADYLAK, 2018).

2.3.1 Descelularizacéo

Dada a complexidade e a incompleta compreensdo da composicao e estrutura da
MEC, a fabricacdo de um arcabouco que imite totalmente sua bioguimica e a sua
arquitetura ainda ndo é atualmente possivel (HUSSEY; DZIKI; BADYLAK, 2018).
Desse modo, tem havido um interesse crescente na utilizagéo da propria MEC natural,
0 qual pode ser obtida através do processo de descelularizacdo de um tecido

especifico. A capacidade de geracao de tecidos e 6rgaos funcionais como
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substituintes para seus homologos danificados ou doentes é considerado como um
avanco rapido no campo da medicina regenerativa e bioengenharia tecidual. Apesar
de pesquisadores isolarem e cultivarem células em tecidos descelularizados desde o
inicio do século XX, seus experimentos eram com monocamadas de células (ou seja,
estruturas 2D). No entanto, 6rgédos e tecidos sdo multicelulares e requerem varias
camadas de células consistindo em estruturas 3D. Desse modo, nas Ultimas décadas
houve um grande avanco no campo da medicina regenerativa, com uso de
biomateriais em 3D, 0s quais atuam modulando o comportamento celular através de
interagBes mecanicas e bioquimicas (Figura 14) (HUSSEY; DZIKI; BADYLAK, 2018).

Primeiro relato sobre uma 1948
descelularizagdo

1998 Solubilizagdo da MEC
descelularizada
Preparacéo de aloenxerto de valvulas 2001
humanas descelularizadas
Desenvolvimento de engenharia de tecidos Preparagao de MEC pericardica e

de valvula adrtica pela semeadura de células humanas 2005 remogéo de xenoantigenos por
em uma MEC descelularizada tratamentos de descelularizagao

Desenvolvimento de
matrizes placentarias descelularizadas 2006
por perfusdo

2007 Preparagao e transplante ectopico de
tendoes decelularizados

Descelularizagéo e ‘ ) B
recelularizagio de um 2008 Desenvolvimento de hidrogeis
coragdo de rato inteiro de MEC descelularizada

Desenvolvimento de um transplante
enxerto de figado recelularizado usando 2010
figado descelularizado

Estabelecimento do matrisoma 2012

Bioimpressao de analogos de tecidos 3D 2014 Desenvolvimento de tumores 3D descelularizados
com MEC descelularizada para modelagdo de microambientes de tumor

Desenvolvimento de um
método protedmico para extrair 2018
e quantificar os componentes da MEC

Desenvolvimento de um biorreator
2016 para apoiar a recelularizacdo
de pulm@o pediatrico humanao inteiro

Preparagao de um tecido impresso em 3D
usando 2017
células-tronco

2018 Recelularizagdo da MEC de figado de rato
como um modelo in vitro para
avaliar o metabolismo de drogas

Figura 14- Marcos das técnicas usadas para descelularizagéo e recelularizacdo de o6rgaos. Fonte:
adaptado de (HUSSEY; DZIKI; BADYLAK, 2018).
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O obijetivo final do processo de descelularizacdo é retirar da MEC as células nativas e
materiais genéticos, tal como o DNA, mantendo suas caracteristicas estruturais,
bioguimicas e biomecénicas. A MEC descelularizada pode entdo ser recelularizada
com as proprias células do paciente para produzir um tecido personalizado,
diminuindo, desse modo, a possibilidade de rejeicdo (GILPIN; YANG, 2017; HUSSEY;
DZIKI; BADYLAK, 2018).

Os arcaboucgos derivados da MEC, proporcionam uma combinacdo complexa de
pistas bioquimicas e mecanicas especificas, as quais podem orientar a adesao,
proliferacdo e diferenciacdo celular durante e apds o processo de recelularizagédo
(GARRETA et al., 2017). Segundo Garreta et al., 2017, outras vantagens do uso de

arcaboucos descelularizados para a regeneracéo de um novo tecido/6rgao sao:

e Preservacao da ultraestrutura e composi¢cao da MEC, induzindo uma
organizacao e remodelacéao tecidual favoravel;

e modulacdo do comportamento celular: ligacdo, migracao e diferenciacao;

e inexisténcia de rejeicdo, uma vez que os componentes da MEC séo
amplamente e altamente conservados entre as espécies;

e existéncia de um desempenho mecanico adequado, semelhante ao que ocorre
nos tecidos nativos;

e promocédo de uma resposta de remodelacao construtiva, como mostrado em
uma variedade de tecidos ap0s estudos pré-clinicos e clinicos;

¢ manutencao de funcdes celulares e fendtipos do tecido nativo apds a
recelularizacao.

A descelularizacdo € um processo que pode envolver uma mistura de tratamentos
fisicos, quimicos e enzimaticos (Figura 15). Os tratamentos fisicos mais usados
envolvem congelamento-descongelamento e a pressao hidrostatica (CRAPO;
GILBERT; BADYLAK, 2011). Os tratamentos enzimaticos envolvem proteases (por
exemplo, tripsina, dispase e termolisina) e nucleases (RNase e DNase) (HUSSEY;
DZIKI; BADYLAK, 2018). No entanto, os processos de perfusédo de produtos quimicos
sdo 0s mais usados por serem mais eficazes. Os reagentes quimicos, particularmente

detergentes ou acidos, removem as células nativas ao romperem as
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membranas celulares e isolarem os componentes celulares da MEC (GILBERT;
SELLARO; BADYLAK, 2006). Como exemplo, &cido acético, acido peracético, acido
cloridrico, acido sulftrico e hidréxido de aménio (NH4OH), podem romper eficazmente
as membranas celulares e organelas intracelulares. No entanto, esses produtos
quimicos também dissociam moléculas importantes, como os GAGs dos tecidos
(GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006).

Os detergentes né&o-idnicos, como por exemplo Triton X-100, interrompem as
interacdes DNA-proteina, lipideo-lipideo e lipideo-proteina. Detergentes ibnicos, como
por exemplo dodecil sulfato de sédio (SDS) e deoxicolato de sodio, solubilizam
completamente as membranas celulares e nucleicas, além de desnaturarem
completamente as proteinas. Detergentes zwiteribnicos, como por exemplo 3 - [(3-
colamidopropil) dimetilamonio] -1-propanossulfonato (CHAPS) tém uma carga elétrica
liquida igual a zero, os quais protegem o estado nativo de proteinas durante a
descelularizacdo e exibem propriedades de ambos os detergentes ibnicos e néo-
ibnicos (WHITE et al., 2017). No entanto, ndo existe um detergente ideal, pois todos
os detergentes afetam de alguma forma a estrutura da MEC durante o processo de

descelularizacéo.

A selecdo dos agentes quimicos usados na descelularizacdo, tal como a sua
aplicacdo dependem das caracteristicas do tecido de interesse. Do mesmo modo,
como os arcaboucos descelularizados podem ser derivados a partir de uma grande
variedade de tecidos, também requerem metodologias especificas de
descelularizacdo. Por exemplo, esbéfago, tenddo, valvulas cardiacas, muasculo
esquelético e traqueia, sdo descelularizados através da imersdo dos tecidos nos
reagentes de descelularizacdo, com posterior agitacdo. De outro modo, veias,
coracao, rim, figado, além de outros 6rgaos, sdo descelularizados principalmente
através da infusdo dos reagentes através de sua rede vascular (HUSSEY; DZIKI;
BADYLAK, 2018). O importante no fim € que a metodologia utilizada no processo de
descelularizacdo seja a mais eficiente na remocao celular com o menor impacto

possivel na MEC.
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Figura 15- Principais estratégias de descelularizacao. Fonte: Préprio autor.

2.3.2 Recelularizagéo

7

A recelularizagcdo é uma técnica que tem como propdsito o repovoamento de
estruturas da MEC acelulares de tecidos ou 6rgaos com um ou mais tipos de células,
visando reconstituir sua microanatomia e func¢des especificas (SCARRITT; PASHOS;
BUNNELL, 2015).

Apbs o processo de descelularizacdo de um érgéo ou tecido, resta em sua maior parte
a MEC, a qual servirh como um suporte para as células, orientando seu rearranjo e
maturacdo. A obtencdo de arcaboucos com estrutura tridimensional e composicao
preservadas foi um primeiro passo, mas apesar dos avancos, a tarefa de uma
recelularizacdo eficaz permanece, principalmente devido a complexidade e falta de
tecnologias eficazes para repovoamento de um 6rgéao inteiro (SCARRITT; PASHOS;
BUNNELL, 2015).

A recelularizacao requer fontes celulares apropriadas, um método ideal de semeadura
e um método de cultura que promova principalmente a proliferacdo e sobrevivéncia
das células. Dentre as varias fontes celulares disponiveis, temos as células fetais,
neonatais e adultas primarias (ambas derivadas do 6rgéo de interesse), células-tronco
embrionérias, células tronco-mesenquimais e células-tronco pluripotentes induzidas
(induced pluripotent stem cells - IPSCs). A escolha do tipo celular a ser usado no
processo de rescelularizacdo depende de varios fatores tais como a fonte,
disponibilidade, custo e facilidade de isolamento, além do numero de células

necessario para a rescelularizagéo.
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Em relacdo ao uso de células fetais e neonatais, é demonstrado que quando essas
células sdo semeadas em arcaboucos descelularizados, elas mantém seus
marcadores fenotipicos, geralmente exibindo funcionalidade e orientacéo espacial ou
compartimental relevante. Apesar de demonstrarem alta capacidade para geracao de
arcaboucos funcionais, ndo sao tipos de células viaveis para uso na bioengenharia de
orgaos e tecidos na pratica clinica (SCARRITT; PASHOS; BUNNELL, 2015).

Outro tipo celular, as células adultas primarias, também foram avaliadas para
recelularizacdo, com resultados principalmente positivos. No entanto, apesar da
possibilidade de obtencéo a partir de uma bidpsia do 6rgédo ou a partir do 6rgao de um
doador, possuem capacidades proliferativas restritas, podendo ser dificil de expandi-
las até o numero necessario para o repovoamento de um arcabouco de érgéo de
tamanho humano (GARRETA et al., 2017).

As células-tronco embrionarias por sua vez, também foram testadas, principalmente
devido a sua capacidade de diferenciacdo em varias linhagens com facil expanséo em
cultura e proliferacédo indefinida. Apesar disso, existem varios desafios que limitam o
uso de células embrionarias na bioengenharia de tecidos, tais como as questbes
éticas, a necessidade de melhor compreensao da biologia das células-tronco, além de
guestdes comerciais relacionadas a viabilidade e preco (LEVENBERG,;
KHADEMHOSSEINI; LANGER, 2014).

Outro tipo celular com grande potencial na bioengenharia sdo as células-tronco
mesenquimais devido a sua aplicabilidade clinica. Essas células podem ser facilmente
isoladas de um paciente a partir de fontes como medula éssea ou tecido adiposo e
expandidas em grande numero em cultura. Além de sua capacidade de se diferenciar
em varios tipos de células, as células-tronco mesenquimais estdo envolvidas no
reparo tecidual e podem fornecer suporte estromal através da secrecédo de citocinas e
guimiocinas, facilitando uma melhor integracdo dos O6rgdos semeados apds o
transplante para o hospedeiro (GARRETA et al., 2017; YORUKOGLU et al., 2017).

As IPSCs também possuem um futuro promissor para uso na recelularizacdo de
orgaos e tecidos. Elas sdo geradas pela reprogramacao de células somaticas usando
genes pluripotentes especificos que produzem um estado "embrionario”. Assim,
podem ser isoladas a partir de um tecido do préprio paciente e diferenciadas em

praticamente qualquer tipo celular. Além disso, ndo apresentam 0S mMesmos
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problemas éticos das células-tronco embrionérias. Entretanto, apesar dos beneficios,
apresentam varios problemas a serem contornados, tais como a possibilidade de
mutacdes e tumores, além da preocupacédo de se introduzir sistemas virais no genoma
do hospedeiro (SINGH et al., 2015).

Apos definicdo do tipo celular a ser utilizado, € necessario a escolha do método de
rescelularizacdo, sendo que este depende em grande parte das caracteristicas do
tecido ou 6rgao de interesse (GILPIN; YANG, 2017). Desse modo, tecidos finos como
a pele, podem ser recelularizados através do cultivo direto das células sobre o
arcabouco (GUPTA et al., 2013). Entretanto, tecidos espessos e com grande rede
vascular, como coracéo, figado, rim e pancreas exigem outras metodologias como a
injecéo direta de células no parenquima do 6rgado usando uma pequena seringa com
agulha ou infusdo de células pela vasculatura e ou outra estrutura oca, como por
exemplo, ducto biliar, ureter, [dmen intestinal ou vias aéreas (HILLEBRANDT et al.,
2019). Alem disso, varios parametros devem ser levados em conta durante o processo
de recelularizacéo, tais como o numero de células e infusdes, o tempo de infusdo e o

numero de perfusodes.

Apoés uma rescelularizacéo eficaz, os 6rgaos e tecidos devem permanecer um tempo
em cultura para promover a aderéncia celular na matriz. Como a difusdo de gases
através de um tecido é limitada a uma espessura aproximada de 200 micrémetros,
tecidos mais expessos exigem vasculatura funcional para fornecer oxigénio e
nutrientes as células, além de facilitar a remocdo de residuos metabdlicos. Isso
geralmente é conseguido através do uso de um biorreator, o qual usa uma bomba
peristéltica para infundir gases e meio no interior do 6rgdo e assim suprir as
necessidades celulares (Figura 16) (REMUZZI et al., 2017).

Entretanto, apesar dos avancos recentes, sdo nhecessarias andlises mais
aprofundadas do processo de recelularizacédo, visto que até o momento, com as
tecnologias adotadas, ainda ndo houve éxito na obtencdo de um arcabouco

completamente recelularizado e funcional.


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/metabolic-waste-product
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Figura 16- Principais estratégias de recelularizacédo. Fonte: Proprio autor.
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3. JUSTIFICATIVA

Varias doencas podem levar a uma reducao na funcéo do baco, a qual € chamada de
hipoesplenia. Essa condicdo é associada com uma variedade de doencas
frequentemente encontradas na populacado, tais como anemia falciforme, cancer,
doenca celiaca, artrite reumatoide, infeccdo por HIV, entre outras. Por outro lado, a
perda completa da funcéo do baco € chamada de asplenia, a qual se caracteriza por
ser uma desordem raramente congénita sendo mais frequente como consequéncia de
intervencdo cirurgica (esplenectomia). Segundo THOMSEN et al., 2009 e KYAW et
al., 2006 as principais causas de esplenectomia sdo trauma e cancer abdominal.
Embora pés-esplenectomia e estado hipoesplénico possam predispor individuos a
complicagbes tromboembolicas, os principais eventos adversos sdo de ordem
imunonoldgica e infecciosa. Estudos tém demonstrado que essas condicfes estdo
associadas a um aumento da susceptibilidade a infec¢bes causadas por bactérias
encapsuladas que sao refratarias ao tratamento usual, com uma alta taxa de letalidade

(40%-54%) (TANIGUCHI et al., 2014).

Com o objetivo de manutencdo da funcdo esplénica, técnicas cirargicas de
preservacao do baco tém se tornado cada vez mais comuns, no entanto, a morbidade
e mortalidade associada com sua auséncia e disfuncdo ainda sédo elevadas. Em
situacOes de esplenectomia causada por trauma é aconselhavel que os cirurgides
tentem salvar o maximo de tecido possivel, sempre recorrendo ao processo de
esplenose quando viavel. No caso de criancas, quando possivel, € aconselhavel o
adiamento da operacédo até a idade de 6 a 12 anos (SABATINO, Dl et al., 2011).

Devido a alta taxa de mortalidade de pacientes esplenectomizados acometidos por
infeccBes bacterianas e virais € aconselhavel o uso de antibiéticos e vacinas de forma
preventiva (KYAW et al., 2006; KAPLINSKY; SPIRER, 2006; TANIGUCHI et al., 2014).
Porém essas bactérias possuem alta capacidade de mutacdo e frequentemente

adquirem resisténcia.

A bioengenharia tecidual surge como uma alternativa promissora para restaurar a
funcdo de tecidos doentes e ou ausentes através do uso de biomateriais. Um dos

biomateriais mais usados é o arcabougo de matriz extracelular produzido durante o
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processo de descelularizacdo de um 6rgdo ou tecido. Para esse processo, Sao
utilizados agentes fisicos, quimicos e enziméaticos para remocdo celular, com
preservacdo dos principais componentes da matriz. No fim, esse arcabougo é um
molde perfeito do tecido, podendo ser recelularizado e transplantado sem rejeicao

para o paciente.

Desse modo, tendo-se em vista a importancia do baco e as consequéncias de sua
disfuncao, utilizamos a técnica de descelularizacao para criar um arcabouco esplénico
viavel, que pode ser usado para restaurar a funcdo esplénica com as células do proprio
paciente, evitando assim problemas de rejeicdo. Além disso, estudos tem
demonstrado que a MEC descelularizada apresenta varios beneficios, tais como
capacidade de criagdo de um microambiente regenerativo favoravel, promoc¢ao de
remodelacao especifica do tecido e atuacdo como um modelo indutivo para o reparo
e reconstrucdo funcional. Essa técnica ja se mostrou eficiente na producdo de uma
matriz adequada para recelularizacdo e transplante de diversos 6rgdos como 0
coracdo (ROBERTSON et al., 2014), rim (BONANDRINI et al., 2014), pulmao
(GUYETTE et al., 2014), figado (MAZZA et al., 2015), entre outros, visando manter
suas principais funcfes. Apesar dos avancos recentes, o uso de estrutura derivada da
MEC descelularizada esplénica para estudos em bioengenharia tecidual foi pouco
discutido, sendo este o primeiro trabalho a atentar-se aos problemas causados pela
asplenia, propondo como possivel solucdo as técnicas de descelularizacdo e

recelularizacao.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar o arcabouco esplénico descelularizado para uso em

bioengenharia tecidual.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir um arcabougo tridimensional descelularizado viavel para
recelularizacao;

e Avaliar e caracterizar o arcabouco descelularizado;

e Recelularizar o arcabouco com células estromais isoladas do baco de
neonatos;

e Avaliar a capacidade de adesédo, proliferacdo e viabilidade das células

cultivadas no arcabouco descelularizado;
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5. METODOLOGIA

5.1 ANIMAIS

Todos os experimentos com animais foram realizados em conformidade com as
diretrizes para pesquisa biomédica de acordo com as normas da Sociedade Brasileira
de Biologia Experimental e com aprovagdo do Comité de Etica Institucional da
Universidade Federal do Espirito Santo (CEUA-UFES n° 42/2016). Para
desenvolvimento do estudo, ratos Wistar machos saudaveis, com idades entre 8-10
semanas, pesando entre 250-350 g, foram utilizados para a retirada do baco e
descelularizacédo (n = 34). Para isolamento de células estromais esplénicas, ratos
Wistar neonatos (com 3 dias de vida) foram sacrificados por decapitacdo (n=6).

Os animais adultos foram colocados em gaiolas apropriadas com no maximo 4
animais, receberam agua e racao ad libitum e tiveram controlado o ciclo de 12 horas

claro/escuro, bem como temperatura (22+2°C) e umidade (70%) do ambiente.

5.2 DESCELULARIZACAO

O processo de descelularizacdo utilizado neste trabalho baseou-se no protocolo
proposto por GAO et al., 2015. Para o processo de descelularizacéo, os animais foram
eutanasiados com injecdo intraperitoneal de anestésico ketamina (100 mg/kg) e
xilazina (10 mg/kg), seguido por 1000 unidades intraperitoneais de heparina para
prevenir a formacdo de coagulos. Posteriormente, sob condi¢cdes assépticas, foi
realizada uma laparotomia seguida de canulacéo da artéria esplénica com uma canula
(PE 10). Apés a remocao, o baco foi perfundido com uma solucao de PBS (Phosphate
buffered saline) com heparina (100 Unidades/mL) durante 30 minutos com o auxilio
de uma bomba peristaltica a uma taxa de 1,2 mL/minuto. Posteriormente, o érgao foi
perfundido com detergente SDS 0,1% (dodecil sulfato de sddio) por 9 horas e triton X-
100 1% por 30 minutos, sempre diluido em agua destilada (H20d). H20d foi perfundida

por 30 minutos entre as etapas de perfusdo dos detergentes. Para esterilizagcdo do
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arcabouco, perfundiu-se uma solucdo de acido peracético 0,2% por 15 minutos,
seguido de banho em luz ultravioleta por mais 15 minutos. Para lavagem final do
arcabouco, foi perfundido PBS pH 7,4, estéril, por 60 minutos. A pressao de infusédo
de todos os detergentes e solu¢des no 6rgao foi de cerca de 100 mmHg (10 mmHg),
sendo verificada ao longo de todo o processamento. O fluxo foi monitorado a cada
hora e mantido em aproximadamente 1,5 mL/minuto, o qual estd dentro da faixa do
fluxo sanguineo fisiolégico observado in vivo para esses animais que é de 1,5 a 2,5
mL/min. (Figura 17) (MONCRIEF; KAUFMAN, 2006).

Bomba Peristaltica

SDS 0,1%

Manometro

Figura 17- Esquema demonstrando o processo de descelularizacdo utilizado para o baco. Fonte:
Préprio autor.

5.3 ANALISE HISTOLOGICA E IMUNOHISTOQUIMICA DOS COMPONENTES
DA MEC

Para andlise histolégica e imuno-histoquimica, amostras de tecido nativo e
descelularizado foram fixadas em uma solucdo de paraformaldeido 4% tamponada
com PBS e incorporadas em Historesina (Leica Historesin Embedding Kit, Alemanha).
A polimerizacao das partes foi realizada dentro de 1-2 horas a temperatura ambiente.
Secdes de 5 um de espessura foram retiradas de cada um dos tecidos com o auxilio

de um micrétomo (Leica RM 2125, Alemanha) e colocadas em laminas de vidro. As
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coloragdes utilizadas foram: hematoxilina e eosina (HE) (para realgar a presenca/
auséncia de nucleos), picrossirius (para colageno), acido peridédico de Schiff (PAS)
(para glicoproteinas). Para detecc¢ao imuno-histoquimica, os tecidos foram cortados a
3 um de espessura e depositados em laminas silanizadas. Para melhor penetracao
dos anticorpos, seguiu-se 0 seguinte protocolo para remog¢ao da resina: tolueno PA
(30 min); xileno PA (30 min.); acetona PA (30 min); reidratacdo em séries decrescentes
de etanol (95%, 70%, 50%, 30%) e finalmente colocados em agua destilada.
Posteriormente, a recuperacdo antigénica das amostras foi feita com tampéao citrato,
realizado o bloqueio da peroxidase enddgena e proteinas inespecificas (Spring
Bioscience, Canadd) e tratados com anticorpos primarios durante a noite a 4°C. Os
anticorpos utilizados neste estudo foram anti-fibronectina (1:100) e anti- laminina
(1:200) (Abcam, Cambridge, UK). Posteriormente, as amostras foram incubadas a
37°C durante 30 min. com o anticorpo secundario, reveladas com o substrato,
contrastadas com hematoxilina e montadas. Todas as imagens foram obtidas em um
microscopio optico (AX70, Olympus Corporation, Japao) acoplado com uma camera de

video (AxioCam ERc5s, Carl Zeiss, Alemanha).

5.4 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE DNA RESIDUAL

O conteudo de DNA nos tecidos nativos (n=4) e descelularizados (n=6) foi extraido
usando o método padronizado de extracdo salina (BRUFORD et al.,, 1992).
Resumidamente, os tecidos foram liofilizados, cortados em pequenos fragmentos e
isolados com tampéao de extracao (tris 1M, pH = 8; NaCl 5M; EDTA 0,5M, pH =8) e
tampéao de lise (tampéo de extracdo, SDS 10% e proteinase K). Apds a digestdo do
tecido durante a noite, o DNA foi precipitado com NaCl 5M, o conteddo proteico
precipitado foi descartado e o DNA restante diluido em 100 puL de agua destilada. A
guantidade total de DNA foi quantificada usando a funcdo de deteccdo de acido

nucleico no espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA) (Figura 18).
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Figura 18 - Esquema simplificado demonstrando o processo de quantificacdo de DNA no Nanodrop
2000. Fonte: Laborat6rio Multiusuario de Andlises Biomoleculares — LABIOM-UFES.

55 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE SDS RESIDUAL

Para determinar a concentracdo de SDS residual no arcabouco (n=3), utilizou-se o
método do azul de metileno (methylene blue - MB) (ZVAROVA et al., 2016). Foram
coletados cerca de 2 mL do efluente do 6rgdo em dois momentos distintos do processo
de descelularizacdo: 1- Ultimo 1 mL de SDS 0,1% usado durante o processo de
descelularizacdo; 2- Ultimo 1 mL de agua destilada utilizada na lavagem final do
arcabouco. Para a curva padrdo, o SDS foi diluido em agua deionizada em série,
partindo de uma solucéo de SDS a 1% até a sua milésima parte (~ 0,001%). Aliquotas
de lavagem (em triplicata) foram entdo misturadas com uma solucdo contendo MB
0,0125% (Sigma-Aldrich) em agua deionizada (v/v) numa proporcéo de 1:100 (5,0 uL
de efluente + 495 uL de MB). Ap0s agitacao, adicionou-se cloroférmio numa proporcao
de 1:2 (1,0 mL de cloroférmio) e incubou-se durante 30 minutos a temperatura
ambiente (Figura 19). Apds a incubagao, 150 yL da camada inferior (cloroférmio)
foram extraidos e este foi colocado em uma placa de 96 pocos e lida
espectrofotometricamente em um leitor de microplacas (Varioskam Flash, Thermo
Fisher) a 650 nm.
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Figura 19 - Adicao de cloroférmio nas amostras diluidas para determinagcao do conteddo de SDS
residual. Fonte: ZVAROVA et al., 2016.

5.6 QUANTIFICACAO DE GLICOSAMINOGLICANOS (GAGS)

A quantificacdo de GAGs foi realizada através da incubacédo das amostras em Alcian
Blue com posterior leitura espectrofotométrica. A molécula de Alcian Blue é composta
por um nucleo hidrofébico contendo cobre, que Ihe confere a coloracao azul. Por ser
um cétion tetravalente, liga-se fortemente aos GAGs (KARLSSON; BJORNSSON,
2001). Para a curva padréao, foram realizadas diluicbes em série a partir de uma
solucéo de condroitina-6-sulfato na concentracdo de 0,4mg/mL a 0,0125mg/ml. Cerca
de 5 mg de amostras liofilizadas de tecidos nativos e descelularizados (n= 4) (em
duplicata) foram precipitadas em tampéao de guanidina-HCI 8 M pH 1,5 durante 24
horas sob agitacdo. Apos centrifugacao, o precipitado foi incubado com uma solucao
de Alcian Blue e armazenado durante a noite a 4°C. O excesso de coloracao foi
removido por lavagens em DMSO. Apo6s a dissociacdo dos complexos GAGs-Alcian
Blue na solucao guanidina HCl/propanol 4M, cerca de 240 uL das amostras de tecido,
padrdo e branco foram colocados em uma placa de 96 pocos e lidos
espectrofotometricamente em leitor de microplacas (Varioskam Flash, Thermo Fisher)
em 605 nm (Figura 20). A quantidade de GAGs presentes nas amostras foi

diretamente proporcional a concentracao de Alcian Blue.
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Figura 20 - Placa de 96 po¢cos com amostras de tecido e dos padrfes, para leitura e quantificacdo
espectrofotométrica de GAGs. Fonte: Préprio autor.

5.7 QUANTIFICACAO DE COLAGENO

A quantidade de colageno foi verificada indiretamente pela determinacéo do contetdo
do aminoacido 4-hidroxiprolina presente nos tecidos (CARLSON, 2014; SAMUEL,
2009). Quantitativamente, cerca de 13,5% do conteudo de colageno é formado pelo
aminoéacido 4-hidroxiprolina, que é seu principal constituinte (KLIMENT et al., 2011).
Além disso, sabe-se que a 4-hidroxiprolina esta presente em poucas proteinas, sendo
a principal delas o colageno (KLIMENT et al., 2011). Na curva padréo, as diluicdes
foram feitas a partir de uma solugao contendo 2.600 ug/mL de hidroxiprolina até a
concentragao de 2,5 ug/miL. Posteriormente, os tecidos nativos e descelularizados
(n=4) foram previamente liofilizados e cerca de 10 mg de cada amostra (em triplicata),
além do branco e os padrdes foram incubados em 50 yL de NaOH 7N e autoclavados
a 120°C (p=98,1kPa) por 40 minutos para hidrélise alcalina. Posteriormente, cerca de
50 pL de H2S04 3,5 M foram adicionados aos tubos para acidificar o hidrolisado. A
hidroxiprolina foi oxidada em pirrol apés a adi¢cao de 450 pL de cloramina T 0,0025 M
em tampao citrato-acetato pH 6,0 durante 25 minutos a temperatura ambiente. 500 pL
de reagente de Erlich 0,5M (4-dimetilaminobenzaldeido em acido perclérico/2-
propanol) foram adicionados aos tubos e incubados em banho-maria a 60°C por 15

minutos, formando um composto com coloracao vermelho-purpura. A absorbancia das
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amostras foi lida imediatamente de forma espectrofotométrica em um leitor de

microplacas (Varioskam Flash, Thermo Fisher) a 560 nm (Figura 21).

Diluig&o dos
Padrdes

Controles Descelularizados

Figura 21- Placa de 96 pocos com amostras de tecido e dos padrfes, para leitura e quantificacao
espectrofotométrica da 4-hidroxiprolina. Fonte: Proprio autor.

5.8 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

Para microscopia eletrénica de transmissdo (MET), amostras de tecido nativo e
descelularizado foram coletadas e fixadas em solucdo de Karnovsky (glutaraldeido
2,5%, paraformaldeido 2% e tamp&o cacodilato 0,1M). Posteriormente, os tecidos
foram pos-fixados em tetroxido de 6smio, desidratados em etanol (30%, 50%, 70%,
90% e 100%) e embebidos em resina epoxi (EMbed 812, Electron Microscopy
Sciences). Sec¢fes ultrafinas (60 nm de espessura) foram obtidas em um
ultramicrétomo (UCT, Leica Microsystems) antes da contrastacdo em acetato de
uranila e citrato de chumbo. Micrografias eletrbnicas representativas dos diferentes
grupos foram obtidas em um microscopio eletrénico de transmissao (JEOL JEM-1400,
Japéao) a 80 kV (Figura 22).
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Figura 22- Microscopia eletrénica de transmissao. a) Ultramicrétomo. b) Vista parcial do microscopio
eletrénico de transmissdo. Fonte: Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins —
LUCCAR-UFES.

Para microscopia eletronica de varredura (MEV), ap0s os passos de fixacdo, o
crioprotetor (glicerol 30% e tampao cacodilato 0,1M) foi adicionado e as amostras
levadas ao freezer -80°C para congelamento total do tecido. Para fratura da amostra,
utilizou-se o nitrogénio liquido, que foi vertido diretamente sobre o tecido. Seguiu-se
com a desidratacdo em etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), secagem no ponto
critico de CO2 (Autosandri-815, Tousimis), revestimento com 10 nm de ouro puro em
um aspersor a vacuo (Desk V, Denton Vacuum) e analise em modo direto usando um

microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM-6610 LV).

Para determinacao do diametro das fibras da matriz do tecido descelularizado (n=3),
utilizou-se o plugin Diameter J do software Image J (National Institutes of Health,
Bethesda, EUA) (HOTALING et al., 2015). Para analise, foram utilizadas 45 imagens

obtidas aleatoriamente das amostras em um aumento de 10000x (Figura 23).
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Figura 23 - Microscopia eletrdnica de varredura. a) Microscépio eletrénico de varredura. b) Software
Diameter J. Fonte: Laboratério de Ultraestrutura Celular Carlos Alberto Redins — LUCCAR-UFES e
Diameter J ®.

5.9 ANALISE POR INFRAVERMELHO

Amostras de bacos nativos e descelularizados (n= 3), previamente liofilizadas, foram
analisadas usando um espectroscépio (FT-MIR FTLA 2000 Bomem). Todos 0s
espectros foram observados na faixa de 500 a 4500 cm para aquisi¢do de dados, a
uma taxa de 4 cm, com 50 varreduras para cada amostra, seguida de andlise
espectral para comparacdo. A andlise da faixa do espectro em 1600-1700 cm foi
utilizada para determinar a estrutura secundaria das proteinas em tecidos nativos e

descelularizados (YANG et al., 2015). Para deconvolucao e quantificacdo percentual
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da area relativa de cada conformacao, o espectro de infravermelho foi primeiramente
normalizado e entdo a area relativa de cada pico foi calculado utilizando o espectro de
segunda derivada seguido por suavizacdo pelo método de Savitsky-Golay com as
diferentes conformacdes determinadas pela integracdo dos perfis gaussianos. Todas
as analises foram feitas no Origin Pro 8.5 (Origin Lab Corporation, Northampton, MA,
EUA).

5.10 ANALISE PROTEOMICA

Para analise proteGmica, amostras liofilizadas de tecidos nativos e descelularizados
(n = 4) foram processadas de acordo com o protocolo modificado de BARALLOBRE-
BARREIRO et al., 2017. Primeiramente, a remocao dos contaminantes celulares nos
tecidos nativos foi realizada. Resumidamente, cerca de 50 mg de cada tecido nativo
foram lavados com NaCl 0,5 M em Tris 10 mM pH 7,5 (1:10 p:v) e incubados no
agitador durante 4 horas. Cerca de 1 mL de SDS 0,1% com 100 ml de EDTA 25 mM
foram adicionados as amostras e incubadas no agitador a 500 rpm por 16 horas
(durante a noite). Apos centrifugacéo e descarte do sobrenadante, o tecido nativo foi

entdo lavado com 1 mL de H20 deionizada para remocéo do SDS.

Posteriormente, cerca de 500 pL de cloridrato de guanidina 4 M (GnHCI) com acetato
de sodio 50 mM pH 5,8 e 50 uL de EDTA 25 mM foram adicionadas as amostras de
tecido nativo e descelularizado para a extracdo do conteudo proteico da matriz, apos
incubacdo por 48 horas a temperatura ambiente no vortex. Apdés esse periodo, a
guantificacdo das proteinas das amostras foi realizada em espectrofotdmetro
Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, US) a 280 nm com coeficiente de extin¢do 1,1.
Seguiram-se 0s passos de precipitacdo com etanol, desnaturacdo com ureia e
tioureia, reducdo com DTT (Ditiotreitol), alquilacdo com iodoacetamida e digestdo com
tripsina. A etapa de dessalinizacéo foi realizada com ZipTips C18 (Millipore, Billerica,
MA).

A protedmica shotgun foi realizada no espectrdmetro de massa LTQ-Orbitrap Velos
(ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, EUA) acoplado a cromatografia liquida EASY-
nLC Il (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA). Os dados foram coletados em
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um modo dependente de aquisi¢do de dados no qual os cinco ions precursores mais
intensos de cada ciclo foram selecionados para fragmentacdo por dissociacéo
induzida por colisdo (CID) por 90 segundos e a tensao de nanospray foi selecionada
para 2.3kV com temperatura da fonte de ionizacao de 250°C. O tempo de inje¢do no
iontrap e no FT-MS foi de 100 ms cada, com resolucdo de 30.000 através do intervalo
de m/z de 300-1800.

A andlise dos dados brutos foi realizada no software Peaks Studio 8.5 utilizando os
seguintes bancos de dados: 1) "rattus norvegicus” no Uniprot (36879 resultados em
agosto de 2018; 2) "matriz extracelular + rattus norvegicus" no NCBI (836 resultados
em agosto de 2018 3) "proteoglicanos + ratus norvegicus" no NCBI (76 resultados em
agosto de 2018). As clivagens maximas foram selecionadas em 3 para a tripsina, o
erro da massa precursora e o fragmento foram 10 ppm e 0,5 Da, respectivamente.
Uma taxa de descoberta falsa de 1% (FDR) com peptideos unicos = 1 foi utilizada para

filtrar proteinas de baixa qualidade na analise do modo PEAKS.

As proteinas foram posteriormente classificadas em classes de acordo com o trabalho
de Hynes; Naba, 2012, em colagenos, glicoproteinas, proteoglicanos, reguladores da
MEC, fatores secretados e proteinas associadas a MEC. Para quantificacdo, foi

utilizada a intensidade média de cada proteina em relacéo a cada grupo.
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Redugdo Alquilaggo - Software Peaks
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- DDT

Figura 24 - Esquema simplificado do processo de extracdo e andlise dos peptideos. Fonte: Préprio
autor.
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5.11 RECELULARIZACAO

5.11.1 Isolamento Celular

Para isolamento celular, ratos neonatos, com 3 dias de vida foram sacrificados por
decapitacao e mergulhados em alcool 70%. Posteriormente, foram levados para uma
cabine de fluxo laminar onde o periténio foi exposto com o auxilio de um bisturi.
Posteriormente, o baco foi picotado em uma placa de pétri e os fragmentos
mergulhados em um tampédo contendo 0,45 mg/mL de Liberase TL (Roche) e 0,5
mg/mL de Dnasel (Roche) em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium,
Sigma-Aldrich, USA). A digestéo foi realizada sob agitacado constante (140 rpm) por
30 min a 37°C e a desagregacdo completa obtida por pipetagem para obtencéo de
uma suspensao celular unica. As células foram cultivadas em meio de cultura
contendo DMEM acrescido de 20% FBS (Fetal bovine serum) e 1% de
antibidtico/antimicotico (penicilina 10000 unidades, estreptomicina 10 mg e 25 ug
anfotericina B por mL), com remocéao das células ndo aderidas e troca de meio apos
3-4 dias. Em todos os experimentos foram usadas células aderentes nas passagens
P1-P5 (Figura 25).

SJY S

Liberase + DNAse / 30 min -37°C Liberase + DNAse / 30 min -37°C Meio completo - Estufa -37°C/5% CO2

Wistar 3 dias Fragmentagéo 1cm3

Figura 25 - Esquema simplificado demonstrando o processo usado para o isolamento das células
estromais do bacgo de ratos neonatos. Fonte: Préprio autor.
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5.11.2 Semeadura Celular

5.11.2.1 Semeadura do Arcabouco com Perfuséo Celular

O primeiro método de semeadura celular testado foi o de perfusdo (n=3).
Primeiramente, o arcabouco foi perfundido com meio de cultura DMEM completo
(DMEM acrescido de 20% de FBS e 1% de antibiotico/antimic6tico) por 30 minutos e
armazenado nesse mesmo meio por 24 horas a 2-8°C. Antes de iniciar a semeadura,
todas as canulas do sistema de perfusao foram esterilizadas em &cido peracético e
banho de luz ultravioleta por 15 minutos, seguido de PBS por 30 minutos.

O processo de perfusdo celular foi realizado na artéria esplénica canulada
anteriormente para o processo de descelularizagédo, procedendo-se em etapas da
seguinte forma: 1) 3 infusGes de 1ml de meio DMEM completo contendo 1x10° células
estromais/mL, com uma seringa estéril, com intervalos de 10 minutos entre cada
infusdo; 2) Recirculacdo de meio DMEM completo por 10 minutos com fluxo de 3
ml/minuto; 3) 3 infusGes de 1ml de meio DMEM completo contendo 1x10° células
estromais/mL, com uma seringa estéril, com intervalos de 10 minutos entre cada
infusdo; 4) Recirculacdo de meio DMEM completo por 10 minutos com fluxo de 3
mL/minuto. Apés as infusdes, o 6rgdo foi mergulhado em meio DMEM completo sobre
uma placa de pétri estéril e levado a estufa a 37°C e 5% de CO? por 24 horas. Apés
esse periodo, o arcabouco foi fragmentado em pedagos com aproximadamente 1cm?
e cultivado na estufa por 1 e 5 dias (Figura 26).
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Figura 26 - Esquema simplificado demonstrando o processo de semeadura das células estromais no
arcabouco pelo método de perfuséo celular. Fonte: Préprio autor.

5.11.2.2 Cultivo Direto das Células Sobre o Arcabouco

O segundo método de semeadura celular testado foi o cultivo direto das células
estromais sobre o arcabouco (n=3). Para isso, o arcabouco previamente esterilizado
foi armazenado em meio DMEM completo por 24 horas na geladeira a 2-8°C.
Posteriormente o arcabouco foi fragmentado em pedacos com aproximadamente 1
cm3, os quais foram semeados com 100 pL de uma suspenséo celular contendo 1x108
células/mL. Para a completa aderéncia celular, o arcabouco foi deixado por 2 horas
na estufa a 37°C, sendo adicionado meio DMEM completo e cultivados por 1 e 5 dias
(Figura 27).

LN
1) 2) y 3) ;f a)

o,
c 50
Fragmentagéo 1cm3 -
Meio completo/24 horas 2-8°C Cultivo direto - 100ul de Ap6s 2 horas Meio completo
1x10%6 células + estufa 37°C/ 1 e 5 dias

Figura 27 - Esquema simplificado demonstrando o processo de semeadura das células estromais no
arcabouco pelo método de cultivo direto. Fonte: Préprio autor.
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5.11.3 Avaliagdo do Processo de Recelularizagéo

5.11.3.1 Andlise Histologica do Arcabouco Recelularizado

Amostras de tecido recelularizado foram fixadas em uma solucéo de paraformaldeido
4% tamponada com PBS e incorporadas em Historesina (Leica Historesin Embedding
Kit, Alemanha). ApGs polimerizacdo, secbes de 5 um de espessura foram obtidas com
o auxilio de um micrétomo (Leica RM 2125, Alemanha) e colocadas em laminas de
vidro para posterior coloragdo com hematoxilina e eosina. As imagens foram obtidas
em um microscopio optico (AX70, Olympus Corporation, Japao) acoplado com uma

camera de video (AxioCam ERCc5s, Carl Zeiss, Alemanha).

5.11.3.2 Avaliacao da Viabilidade e Proliferacéao

O ensaio AlamarBlue (Invitrogen, Carlsbad, CA) foi usado para monitorar a viabilidade
e proliferacdo das células estromais cultivadas juntamente com o arcabouco (n=3). O
reagente alamarBlue é uma solucdo pronta para usar a base de resazurina que
funciona como um indicador de saude celular, usando o poder redutor das células
vivas para medir quantitativamente sua viabilidade e proliferacdo. A resazurina, o
ingrediente ativo do reagente alamarBlue, € um composto permeéavel as células, nédo
toxico, de cor azul e praticamente ndo fluorescente. Ao entrar nas células vivas, a
resazurina € reduzida a resorufina, um composto de cor vermelha e altamente

fluorescente (Figura 28).

Cerca de 5x10% células estromais foram semeadas sobre fragmentos de arcaboucos
medindo aproximadamente 1cm?3, em uma placa de 48 pocos (Kasvi) e armazenados
em uma estufa com meio DMEM completo a 37°C e 5% de CO2. Apés 1 e 5 dias em
cultura, o meio foi removido e adicionado meio novo juntamente com o reagente
alamar blue (180 puL de meio DMEM completo e 20 yL de alamar blue). Apés 4 horas
de incubacao na estufa a 37°C e 5% de COz, 200 pL da solugéo de cada poco foram

transferidos para uma placa de 96 pocos (Corning, Costar®). A intensidade de
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fluorescéncia foi mensurada usando um leitor de microplacas (Leitor Multideteccéo
Hibrido Synergy H1 — BioTek) com excitacdo em 560 e emissdo em 590 nanémetros.

O@
I
N .
DX Resazurina
/C[ 11 (Rosa e nao fluorescente)
HO (0) 0]
NADH / H*
NAD*, H,0
N ,
b Resorufina
(Azul e fluorescente)
HO (o) )

Figura 28 - Conversédo da resazurina para resorufina apés metabolizacao celular. Fonte: Proprio autor.

5.11.3.3 Adeséao Celular

A capacidade do arcabouco descelularizado em suportar a adesdo de células
estromais do baco foi verificada através da MEV (n=3). Resumidamente, apds os
passos de fixacdo em solucdo de Karnosvsky, seguiu-se com a desidratacdo em
etanol (30%, 50%, 70%, 90% e 100%), secagem pelo ponto critico de CO2 (Autosandri-
815, Tousimis) e revestimento com 10 nanémetros de ouro puro em um aspersor a
vacuo (Desk V, Denton Vacuum). A analise foi realizada em modo direto usando um
microscopio eletrénico de varredura (Jeol, JEM-6610 LV) em uma magnificacado de
2000x.
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5.12 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram expressos como média = erro padrao da média. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste t de Student para amostras independentes e
ANOVA de uma e duas vias seguido do teste de Bonferroni’'s para multiplas
comparacdes. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prisma
(Prism 6, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). As diferencas foram

consideradas significativas quando p<0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 DESCELULARIZACAO DO BACO

O passo-a-passo do processo usado para descelularizacdo do baco e imagens
macroscopicas do 6rgao durante o processamento sdo mostrados respectivamente
nas Figuras 29a e 29b. Apds a remocdao do 6rgao, diferentes solucdes séo infundidas
através da artéria esplénica com o objetivo de remover o maximo de material celular
sem causar danos a MEC (Figura 29a). Para isso, utilizou-se um detergente aniénico
(SDS), com uma concentracédo bem abaixo daquela utilizada em outros 6rgaos (0,1%),
além do auxilio de uma bomba peristaltica, a qual continha pressao de infusao proxima
a 100£10 mmHg. Assim, através da acao conjunta do detergente e da pressao, o baco
tornou-se gradualmente cada vez mais translucido com a dissolu¢do e remocao das
células e seus detritos. Com aproximadamente 9 horas ap0s o inicio do processo, 0
orgado estava totalmente translicido, demonstrando ndo haver material celular
remanescente visivel, mas com permanéncia de uma rede intacta de estruturas

semelhantes a vasos (Figura 29b).

a)
Retirada PBS +
do baco heparina SDS 0,1% H20d  Triton X-100 H20d
30 min. 9 horas 30 min. 30 min. 30 min.

Figura 29- Processo de descelularizacdo do baco. a) Representacdo esquemética do protocolo
utilizado na descelularizacédo esplénica. b) Imagens representativas do processo de descelularizagao
esplénica ao longo do tempo.
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6.2 AVALIACAO HISTOLOGICA E HISTOQUIMICA

Para avaliacao histolégica as amostras foram coradas com HE, onde se pode observar
a auséncia de restos celulares e material genético (Figuras 30a e b). Os resultados
obtidos pela coloragéo foram confirmados pela quantificacdo do DNA residual, onde
observou-se uma reducdo significativa na quantidade de DNA no arcabouco
descelularizado quando comparado ao tecido nativo (4068 + 522,8 vs. 51,25 + 13,17
ng/mg de peso seco do tecido) (Figura 30k). Da mesma forma, o conteudo de SDS
residual foi verificado no arcabouco, o qual pode interferir no sucesso da
recelularizacao (ZVAROVA et al., 2016). Verificou-se que apds o uso de um segundo
detergente (Triton X-100) e sucessivas lavagens com agua destilada, houve reducéo
significativa na concentracdo de SDS presente no efluente do o6rgao quando
comparada a concentracdo de SDS do passo anterior as lavagens (0,2463 + 0,02252
% vs. 0,0120 = 0,00057 %) (Figura 30I).

A manutencdo do colageno foi verificada através da coloracdo com picrossirius
(Figuras 30c e d) e quantificacao indireta do aminoacido hidroxiprolina (Figura 30m),
onde nao foram observadas diferencas estatisticas entre o 6rgao nativo e o arcabouco
descelularizado, respectivamente (2001,88 + 113,8 vs. 2109 £ 320,3 ug/mg de peso
seco do tecido). A manutencéo de glicoproteinas no arcabouco descelularizado foi
demonstrada através da coloracdo com PAS (Figuras 30e e f). O conteudo total de
glicosaminoglicanos sulfatados no tecido nativo e no arcabouco, respectivamente, foi
medido (Figura 30n), ndo sendo observada diferenca estatistica entre 0os grupos
(2216,01 £ 856,8 vs. 1250,90 £ 528,9 ug/mg de peso seco do tecido).

A imunomarcacao mostrou a expressao e distribuicdo de fibronectina e laminina na
MEC dos tecidos nativos e descelularizados, com total manutencéo dessas moléculas

na estrutura apos o processo de descelularizacdo (Figuras 309 - j).
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Figura 30- Avaliacdo do processo de descelularizacdo. (a-b) Imagens representativas de bago nativo
e do arcabouco descelularizado corados por HE, mostrando a presenca de células com seus nucleos
no nativo e sua auséncia com manutencdo da ECM no arcabouco descelularizado. (c-d) Imagens do
orgdo nativo e do arcabougo corados com picrossirius, demonstrando a preservagao das fibras de
coladgeno apéds a descelularizagéo. (e-f) Imagens de 6rgéo nativo e do arcabougo corados com PAS,
mostrando a preservacgéao de glicoproteinas apos a descelularizagéo. (g-h) Analise imuno-histoquimica
da glicoproteina fibronectina no tecido nativo e sua manutencao apds a descelularizacéo. (i-j) Anélise
imuno-histoquimica da glicoproteina laminina no tecido nativo e sua manutencdo apds a
descelularizagdo. k) Gréfico de barras mostrando a diferenca no conteido de DNA residual entre o
baco nativo e o arcabougo descelularizado. |) Grafico de barras mostrando a diferenca na concentracao
do teor residual de SDS no arcabougo em dois momentos do processo de descelularizacdo: efluente
coletado no final do processo de descelularizacao; efluente coletado apés a etapa final de lavagem com
H20. m) Gréfico de barras mostrando que néo ha diferenca entre o contetido de coladgeno entre o bago
nativo e o arcabougo. n) Grafico de barras mostrando que ndo ha diferenca entre o contetido de GAGs
sulfatados entre o0 baco nativo e 0 arcabouco. Todos os valores estao representados com média + SEM,
* p <0,05. Barra de escala: 100 ym. Polpa Branca: (PB); Polpa Vermelha (PV).
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6.2 ANALISE ULTRAESTRUTURAL

As andlises de MEV e MET foram usadas para avaliar o impacto da descelularizacéo
na ultraestrutura da MEC. Observou-se a auséncia de células e detritos celulares, com
boa preservacgéo e organizacédo de importantes estruturas do parénquima esplénico,
como polpa branca, zona marginal e polpa vermelha (Figuras 31 a-d). Além disso, foi
observada uma boa preservacgéao e integridade de toda a estrutura vascular esplénica,
como a artéria central da polpa branca (AC) (Figuras 31 a e c), os vasos de grande
calibre e os sinuséides de polpa vermelha (S) (Figuras 31 b e d). Nos vasos, foi
possivel observar a remocao total das células endoteliais ap6s a descelularizacdo com

manuten¢do da membrana basal e estrutura do vaso, como no 6rgao nativo.

A analise do diametro das fibras demonstrou que elas possuiam diametros variaveis,
partindo desde fibras muito pequenas (com 20 nandmetros de espessura) a fibras
grandes (com aproximadamente 1000 nandmetros de espessura), com meédia de
188,60 nm = 28,18 nandmetros (Figura 31g). A analise do MET pode destacar a
ultraestrutura dos diferentes componentes da MEC do arcabouc¢o que n&o séo visiveis
no baco nativo por causa das células presentes (Figuras 31le e f). Além disso, a
organizacdo e manutencédo de estruturas fibrilares de colageno com suas bandas

claras e escuras podem ser claramente observadas (Figura 31f).
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Figura 31- Analise ultraestrutural do arcabouco esplénico. (a-d) Micrografias eletrbnicas de varredura
mostrando a remocao de todas as células e seus detritos com a manutencao dos principais
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componentes do parénguima esplénico como no tecido nativo apds a descelularizagdo do arcabouco.
(e-f) Andlise ultraestrutural por MET demonstrando a auséncia de células no arcabouco diferentemente
do 6rgdo nativo, além da manutencdo dos principais componentes da MEC, principalmente fibras
colagenas. g) Analise quantitativa das fibras da matriz de arcabougos descelularizados mostrando sua
diversidade de didmetros. Barras de escala: a-d: 20 uym; e: 10 um; f: 1 ym. Polpa Branca: (PB); Polpa
Vermelha (PV); Zona marginal (ZM); artéria central da polpa branca (AC); sinuséides de polpavermelha

(S).

6.3 ANALISE POR INFRAVERMELHO

Para caracterizar quimicamente os tecidos antes e apés a descelularizacao, utilizou-
se a analise por infravermelho. Como mostrado na Figura 32a, os dados espectrais
de tecidos nativos e descelularizados mostram diferencas. Primeiramente, poucos
picos no tecido descelularizado tém posicbes com numeros de onda iguais aos do
espectro obtido dos tecidos nativos. Os picos mais intensos obtidos em todos os bacgos
nativos foram 1535 cm (Curvatura NH + alongamento C-N - amida Il), 1082 cm*
(estiramento simétrico PO2 - acidos nucléicos e fosfolipidios) e 1236 cm™ (PO2-
estiramento assimétrico — acidos nucleicos) (MALEK; WOOD; BAMBERY, 2014). Por
outro lado, nos tecidos descelularizados os maiores picos foram 1649 cm
(alongamento C = O + NH curvatura - amida 1), 1550 cm™ (curvatura NH + CN
alongamento - amida Il) e 1241 cm™ (amida Ill) (MALEK; WOOD; BAMBERY, 2014).

A deconvolucdo dos espectros na regiao relacionada a banda amida | (1600 - 1700
cm?) foi usada para determinar a conformacéo da estrutura secundaria do colageno
e de outras proteinas presentes no baco nativo e apds a descelularizacdo (YANG et
al., 2015). A Figura 32b mostra deconvolucdes representativas dos espectros
provenientes do baco nativo e descelularizado, respectivamente. E possivel observar
gue o tecido nativo apresenta um pico maior em 1650 cm™, o qual esta relacionado
principalmente a estrutura da a-hélice (STUART, 2004). Além disso, haviam varios
picos menores em torno do pico principal, com nimerosde onda em 1630 cm™, 1660
cm?, 1675 cm, relacionados a estrutura beta intramolecular, tripla hélice e folha B
virada, respectivamente (MALEK; WOOD; BAMBERY, 2014b; STUART, 2004). Ao
contrario do tecido nativo, o tecido descelularizado teve um pico maior em 1628 cm,
que esta relacionado com a estrutura f (MALEK; WOOD; BAMBERY, 2014b;
STUART, 2004). Outros picos menores em torno foram 1612 cm, 1640 cm™, 1650
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cm?t,1661 cm?' e 1673 cm?, relacionados a estrutura B intermolecular, espiral

aleatdria, a hélice, tripla hélice e folha B revirada respectivamente (MALEK; WOQOD;

BAMBERY, 2014; STUART, 2004). Apos o calculo das porcentagens relacionadas as

fracOes das varias conformacGes pertencentes a banda amida | (1600-1700 cm- 1), foi

possivel obter uma compreensdo mais clara sobre a estrutura secundéaria das
proteinas antes e apds a descelularizacdo (Figura 32c). Apesar da diferenca entre

picos de numeros de onda da banda amida |, as porcentagens médias das areas de

cada conformacdo ndo mostraram diferenca estatistica entre os tecidos nativos e 0s

descelularizados.
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Figura 32- Analise por infravermelho do arcabouco descelularizado. a) Espectro comparativo
representativo entre o tecido nativo (linha preta) e o arcabouco descelularizado (linha cinza), mostrando
a diferenca entre a transmitancia e os numeros de onda de cada tecido. b) Deconvoluctes
representativas dos tecidos nativos e descelularizados, exibindo as diferentes conformacdes das
estruturas secundarias da banda amida I. ¢) Area relativa (%) de cada conformacéo calculada pela
fracdo correspondente a formacéo da banda total de amida .

6.4 ANALISE PROTEOMICA

A analise protedmica foi realizada com o objetivo de obter uma melhor compreenséo
da influéncia do processo de descelularizacdo sobre a matriz esplénica. Para isso,
amostras representativas dos tecidos nativos e descelularizados foram processadas
e analisadas em um espectrbmetro de massa com geracdo de um espectro dos
peptideos. Estes, por sua vez, foram comparados com bancos de dados de proteinas
da espécie Rattus norvegicus para determinacdo e quantificacdo das proteinas
presentes nas amostras. No total, foram identificadas 411 proteinas, das quais 339
estavam relacionadas ao conteudo celular (tabela de proteinas relacionadas ao

conteudo celular ndo mostrada) e 72 ao matrissoma esplénico (Tabela 3).
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Das 411 proteinas identificadas, 405 estavam presentes em tecidos nativos e 135 em
tecidos descelularizados, dos quais 129 foram identificados em ambos (6 presentes
somente nos descelularizados). Em relacao as proteinas constituintes do matrissoma,
69 estavam presentes no nativo e 50 estavam presentes nos arcaboucgos
descelularizados, com 47 compartilhadas por ambos os tecidos (3 presentes somente
nos descelularizados) (Figura 33a e Tabela 3). Ou seja, houve retencdo de
aproximadamente 72% no contetddo de proteina matrissomal apds o processo de
descelularizagao.

A andlise proporcional do teor de proteina celular e do matrissoma variou antes e apos
0 processo de descelularizacdo, com enriquecimento de proteinas matrissomais no
orgao descelularizado com 17% no tecido nativo (69 matrissomais de 405 proteinas
totais) vs. 37% no descelularizado (50 matrissomais de 135 proteinas totais) (Figura
33b e Tabela 3).

Apobs a separacédo das proteinas matrissomais por classe, foi possivel observar quais
foram mais ou menos influenciadas pelo processo de descelularizacdo. Os subtipos
de colageno obtiveram a maior taxa de manutencéo (i) com 100% de preservacao,
enquanto as proteinas reguladoras da MEC demonstraram ser as mais sensiveis ao
processo de descelularizagcédo, com uma taxa de manutencéo de cerca de 25% quando

comparadas ao tecido nativo (Figura 33c).

A relacdo de cada proteina matrissomal e sua presenca ou auséncia nos tecidos
nativos e descelularizados, bem como suas intensidades médias, sdo mostradas
através da Tabela 3. Diferencas significativas foram observadas em relacdo a
intensidade de algumas proteinas entre os grupos nativo e descelularizado, tais como:
Proteinase Inibidor de Serina (Serpinl); Proteina Igh-6 (Igh-6); Anexina A3 (Anxa3) e
Galectina-5 (Lgalsb).

Entretanto, proteinas de extrema importancia para a matriz, como o0s subtipos de
colageno e elastina (responsaveis pela manutencdo da estrutura e modulacdo da
diferenciacao celular) (MOUW; OU; WEAVER, 2014), lamininas (responsaveis pela
adesao celular) (MOUW; OU; WEAVER, 2014) e fibronectina (regulam a adesao,
migracéo e diferenciacao celular) (MOUW; OU; WEAVER, 2014), entre outras, nédo
obtiveram perdas significativas ou mesmo apresentaram maior intensidade (Tabela
3).
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Figura 33- Conteudo celular e matrissomal antes e apds o processo de descelulariza¢do do bago. a)
Composi¢cédo percentual relativa ao conteddo de proteina celular e matrissomal no tecido nativo e
descelularizado. b) Diagrama de Venn mostrando a quantidade de proteinas totais e matrissomais
compartilhadas entre os tecidos nativos e descelularizados. c) Gréafico de barras mostrando o nimero
de proteinas e a taxa de manutenc¢éo percentual (i) por classe entre tecidos nativos e descelularizados
(c). Os resultados sé@o representados como a porcentagem do numero total de proteinas e entre
parénteses, como o nimero de proteinas para cada classificacao.
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Tabela 3 - Relacdo de proteinas matrissomais presentes e ausentes em tecidos esplénicos

nativos e descelularizados com sua intensidade média.

Intensidade Média (Média + EPM)*p<0,05

Classe de Proteinas Nome da Proteina Nativo Decel
Colédgeno tipo | cadeia alfa 1 2,66E408 + 1,23E+08 1,72E+08 + 7,34E+07
Coldgeno tipo | cadeia alfa 2 2,20E408 + 9,99E+07 2,32E+08 * 1,35E+08
Colédgeno tipo IV cadeia alfa 1 3,55e+07 + 2,39E+07 1,18E408 + 4,56E+07
Coldgeno tipo IV cadeia alfa 2 8,33E407 * 3,46E+07 1,45E408 + 6,52E+07
Colageno tipo V cadeia alfa 1 8,17E406 + 5,99E+06 1,60E+07 + 7,00E+06
3 Coldgeno tipo V cadeia alfa 2 2,33E406 + 2,33E+06 5,93E+05 + 5,93E+05
H Coldgeno tipo VI cadeia alfa 1 4,52E408 + 1,89E+08 3,96E+08 + 2,72E+08
% Colégeno tipo VI cadeia alfa 2 7,61E408 + 2,30E+08 5,05E+08 + 3,42E+08
© Coldgeno tipo VI cadeia alfa 3 2,75E407 + 1,85E+07 3,70E407 % 2,78E407
Colageno tipo VI cadeia alfa 5 4,06E408 + 1,38E+08 3,74E408 + 2,08E+08
Colageno tipo XIl cadeia alfa 1 1,89E407 + 1,08E+07 6,60E+06 + 3,61E+06
Colégeno tipo XVIII cadeia alfa 1 6,90E406 + 2,81E+06 1,00E+04 + 1,00E+04
Pré-colégeno | cadeia alfa 2 2,20E408 + 9,99E+07 1,98E+08 + 1,11E+08
Pré-coldgeno tipo VI cadeia alfa 1 4,576408 + 1,89E+08 3,77E+08 + 2,68E+08
Elastina microfibrila 1 9,93E407 + 5,06E+07 1,50E+08 + 6,41E+07
Emilina 1 1,09E408 + 4,44E+07 1,41E+08 + 6,30E+07
Fibrinogénio cadeia alfa 1,05E407 + 4,16E+06 6,57E+06 + 4,49E+06
Fibrilina 1 4,75e407 £ 2,51E407 1,17E+08 + 5,37E+07
Fibrinogénio cadeia beta 5,35e407 £ 2,94E407 9,15E+06 + 5,71E+06
Fibrinogénio cadeia gama 5,34E407 £ 4,08E+07 1,76E407 * 1,25E407
Fibronectina 1,73E+08 + 6,01E+07 6,78E+07 + 3,40E+07
8 Laminina subunidadealfa 5 2,88E406 + 1266406 | 1,11E407 + 637E406
§ Laminina subunidade beta 2 2,86E406 + 1,72E+06 1,72E406 * 7,63E+05
% Laminina subunidade gama 1 1,71E407 + 9,70E+06 1,15E407 + 3,10E+06
G TGF beta proteina 1 1,90E+07 + 1,25E+07
Multimerina 1 741E+05 * 5,10E+05
Nidogénio 2 2,84E406 * 1,21E+06
Dominio Sushi 2 isoforma CRA_a 1,14E+07 + 5,50E+06
Trombospondina 1 6,76E407 + 3,66E+07 9,20E+05 + 9,20E+05
Tenascina-X (Fragmento) 1,16E407 + 7,02E+06 1,58E407 + 1,46E+07
Fator Transf decri beta-induzid 2,09E+07 + 1,89E+07
Antigeno Tubulointersticial 1,93E+07 + 9,06E+06 2,42E407 % 6,10E406
Fator de von Willebrand 8,84E+06 * 5,17E+06 5,88E+05 + 5,88E+05
& Sulfato de heparan 2,25E+06 * 6,53E+05 7,37E404 % 0,00E400
g Biglican 1,16E408 + 2,26E+07
B Proteoglicano da medula éssea 2,11E408 + 1,38E+08 4,00E407 + 3,44E407
?3 Lumican 2,92E407 + 2,10E407 5,98E+06 + 5,98E+06
.‘:’ Prolargina 6,78E406 + 5,03E+06
Alfa-1-antiproteinase 7,59E+07 + 3,76E+07
Apolipoproteina E 1,66E407 + 4,00E+06
Catepsina B 7,95e407 + 3,89E407 7,88E+05 + 7,88E+05
§ Catepsina G 2,57€+07 + 1,12E+07
© Catepsina Z 4,43E406 + 1,69E+06
b Dipeptidil peptidase 4 1496406 + 1,35E+06
.§ Elastase Ainibidora de leucdcitos 1,90E+06 + 1,12E+06 2,03E+05 + 2,03E+05
:3' Murinoglobulina-1 7,28E407 + 2,19E+07
& Proteinase inibidora de Serina ou Cisteina 6,87E407 + 2,20E407% | 1,07E+07 + 5,01E+06
Serotransferrina 4,73E406 + 3,76E+06
Precursor de Serpina H1 2,58E407 + 1,27E+07
Transgl 2, poli ideo C 5656407 + 2,15E+07
Beta-2-microglobulina 4,38E407 + 2,61E+07
Dermicidina 7,70E+07 + 2,59E+07 1,37E+08 * 8,11E+07
a Gelsolina 1,40E+08 + 4,57E+07
'§ Cadeia Ig kappa 9,94E407 + 5,78E+07 1,21E406 + 1,21E+06
] Igh-6 Proteina Igh-6 2,15E408 + 9,45E+07 % | 2,85E+07 + 1,23E+07
-& ADAOG2K1A2 Mieloperoxidase 424407 £ 2,42E407 2,79407 % 1,60E407
g Np4 Pepitideo antibiético de Neutréfilo NP-4 8,74E407 + 1,22E407 3,16E407 + 1,36E+07
E D3ZY96 Proteina grunulocitica de Neutréfilos 7,56E407 + 2,32E+07
pfa Plaqueta fator 4 6,69E407 + 2,49E+07 4,56E406 * 3,14E+06
$100a8 Proteina $100-A8 3,84E407 + 1,91E+07 7,85E+06 + 7,52E+06
$100a9 Proteina $100-A9 7,16E+06 + 3,37E+06 2,71E406 + 1,68E+06
Anxal Anexina A1 1,956+07 + 1,04E+07 148E+06 + 1,48E+06
Anxa2 Anexina A2 2,47e407 % 6,84E+06 2,83E+06 + 2,83E+06
E Anxa3 Anexina A3 8,00E407 + 4,60E+07 * | 9,05E+05 + 9,05E+05
© Anxab Anexina A6 2,83E+07 + 1,29E+07 3,95E+07 + 2,14E+07
§ Anxall Anexina A1l 6,13E405 + 6,13E+05 1,53E407 + 1,04E407
g Anxad Anexina A4 1326407 + 6,83E+06
E c3 Complemento C3 1,056+405 + 7,54E+04
K] Clgbp Complemento componente 1 Q 1,30E407 + 7,76E+06
E Fcna Ficolina 1 1,956+07 + 1,33E+07 8,23E+05 + 8,23E+05
Lgals1 Galectina-1 7A45E+06 + 2,45E+06
‘lgalss Galectina-5 7,056407 + 2,156+07 % | 1,05E+05 + 1,05E+05

Total proteinas: 69 Nativo vs 50 Descelularizado
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6.5 RECELULARIZACAO

Os arcaboucos esplénicos foram recelularizados com células estromais oriundas do
baco de neonatos por 5 dias, através de dois protocolos diferentes: perfusdo de
células atraves da artéria esplénica e cultivo direto sobre o arcabouco (Figura 34). A
coloracdo por hematoxilina e eosina e a analise por microscopia eletrdnica de
varredura confirmaram a capacidade do arcabouco esplénico em suportar a adeséo e
o crescimento celular. As células aumentaram em namero do dia 1 para o dia 5, em
ambos os métodos de semeadura, indicando a capacidade do arcabouco em suportar
a proliferacao das células estromais (Figuras 34a e b).

Atraves do ensaio Alamar blue foi possivel confirmar a proliferagcdo celular, além de
guantificar a viabilidade das células cultivadas com o arcabouco. A intensidade de
fluorescéncia produzida através da metabolizacdo da rezasurina pelas células
estromais viaveis aumentou consideravelmente do dia 1 (64080 + 4036 vs. 54186 +
8501) para o dia 5 (260952 + 37211 vs. 218730 = 67812), tanto no grupo de células
cultivadas individualmente quanto no grupo de células cultivadas no arcabouco,
respectivamente. Além disso, quando comparados o0s grupos controle e recelularizado
nao houve diferenca na intensidade de fluorescéncia para o dia 1 e para o dia 5,
demonstrando desse modo, que o arcabouco néo foi citotoxico para as células (Figura
34c).
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Figura 34 - Recelularizac@o do arcabouco esplénico. a) Imagens representativas de hematoxilina e
eosina mostrando o arcabouco recelularizado com células estromais pelo método de perfuséo, nos dias
1 e 5 apés semeadura. b) Imagens representativas de hematoxilina e eosina e MEV mostrando o
arcabouco recelularizado com células estromais pelo método de cultivo direto sobre a MEC, nos dias 1
e 5 apés semeadura. ¢) Ensaio de viabilidade e proliferacdo com Alamar blue, mostrando a diferenca
de intensidade de fluorescéncia produzida pelas células metabolicamente ativas nos grupos controle
(somente células) e recelularizado (células + arcabouco), apds 1 e 5 dias da semeadura.
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7. DISCUSSAO

Neste trabalho, utilizamos a técnica de descelularizacdo para criar uma matriz
esplénica acelular com manutencao dos principais constituintes da MEC. Até o
momento, existem apenas 6 trabalhos com descelularizacéo de baco: GAO et al.,
2015, ZHENG et al., 2015, XIANG et al., 2015, XIANG et al., 2016, LIU et al., 2019 e
VISHWAKARMA et al., 2019. No entanto, a maioria desses trabalhos tiveram o mesmo
proposito: utilizar a matriz esplénica descelularizada como um suporte para promover
a regeneracao de hepatdécitos e tentar restaurar a funcdo hepética. Ja no estudo de
Vishwakarma, descelularizou-se o baco com o objetivo de produzir um neo-6rgao
produtor de insulina, para uso em disturbios enddcrinos, tais como no diabetes mellitus
nao controlado. De outro modo, em nosso estudo, objetivamos produzir um arcabouco
esplénico viavel, que possa ser utilizado em estudos posteriores que visem restaurar
a funcdo do baco ou até mesmo em estudos que visem estudar a estrutura de sua
matriz extracelular. Para isso, foi utilizado um protocolo adaptado de Gao et al (2015),
onde o baco de ratos foi descelularizado com detergente (SDS) em uma concentracao
menor que a utilizada para outros 6rgaos, como coracdo (NGUYEN et al., 2018), rim
(SULLIVAN et al., 2012), figado (ROBERTSON et al., 2018), entre outros, que usam
uma concentracdo de SDS em torno de 1%. Assim, apos 9 horas do inicio do processo

de descelularizacdo com SDS, obtemos um arcabouco totalmente translucido.

Em comparacdo com o estudo de Gao, utilizamos um protocolo que nédo utiliza o
método de congelamento/descongelamento. Isso pode ser vantajoso, visto que esse
processo pode levar a uma ruptura e ou degradacao dos principais componentes da
MEC, prejudicando as etapas de recelularizacao e transplante. Além disso, Gao nao
utilizou um sistema para monitorar a pressao de perfusao no arcabouco, o que pode

ser extremamente prejudicial para a matriz (CRAPO et al., 2011).

Com o objetivo de demonstrar que o processo de descelularizacdo removia a maior
parte do material celular com manutencao dos principais componentes da MEC, sendo
assim viavel para uso em bioengenharia tecidual, avaliamos extensivamente o
arcabouco através de diferentes metodologias, como histoquimica, imuno-
histoquimica, quantificacdo de componentes da matriz, DNA e conteudo de SDS

residual. Primeiramente, para evitar possiveis rea¢des inflamatorias no hospedeiro,
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avaliamos a remocdo do conteudo de DNA presente no arcabougo apls a
descelularizacdo. Segundo Crapo; Gilbert; Badylak, 2011, como critério minimo para
uma boa descelularizac¢éo, o arcabouco deve conter no maximo 50 ng/mg de DNA por
peso seco, além da auséncia de células visiveis apds a coloracdo com hematoxilina e
eosina. Obtemos uma média aproximada de 50 ng/mg de DNA por peso seco no 6rgao
descelularizado, o que € suficiente para evitar possiveis respostas imunolédgicas apés
o transplante para o hospedeiro. Além disso, similarmente ao encontrado no estudo
de Gao et al.,, 2015, obtivemos uma média aproximada de 99% de reducdo no
contetdo de DNA quando comparado a tecidos nativos e descelularizados.
Acreditamos que o sucesso na reducdo do contetdo de DNA apdés a descelularizacdo
se deve em parte a regulacao do fluxo e a pressao de infusdo dos detergentes, que
ocorreram durante todo o processamento e que consideramos indispensaveis para o

sucesso da descelularizacao.

Da mesma forma, é extremamente importante remover o SDS do arcabouco, pois
sabe-se que ele pode prejudicar a recelularizacdo, se presente em altas
concentracfes. Em um estudo de ZVAROVA et al., 2016, onde foi avaliado o impacto
da concentracdo de SDS residual no lavabo apds descelularizacdo de pulméo em
diferentes tipos celulares, observou-se que existe um limiar de concentracao diferente
para cada tipo celular. Por exemplo, células-tronco mesenquimais humanas
sobreviviam a concentracbes de SDS de 0,002%, enquanto a linhagem celular
endotelial vascular pulmonar humana necessita de concentracdes abaixo de 0.00012
% de SDS residual no lavabo. Em nosso estudo obtemos 0,01% de SDS residual no
lavabo, o qual estd muito acima dos valores do estudo de Zvarova. Entretanto, isso
nao impediu a adesdao, proliferacdo e viabilidade de células estromais esplénicas de
ratos neonatos, quando cultivados com o arcabouco. De outro modo, sdo necessarios
mais estudos para atestar se essa concentracao é citotoxica ou ndo para outros tipos

celulares.

Macroscopicamente, o arcabouc¢o descelularizado era completamente translicido e
mantinha sua forma e estrutura tridimensional. Além disso, andlises histoldgicas e de
MEV demonstraram a manutencdo de estruturas do parénquima esplénico, como
polpa branca, zona marginal e polpa vermelha, além da rede vascular. A manutencéo
de sua estrutura macroscoépica e microscopica é de extrema importancia, pois servira

de suporte para as células ap0s a recelularizacdo. Além disso, a preservacgéo da rede
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vascular € fundamental para o suprimento de nutrientes e remoc¢ao de metabdlitos no
arcabouco (ZHENG et al., 2015).

A retencao de proteinas da MEC nativas € essencial para replicar o nicho de células
da MEC, além de facilitar a ligacdo e sinalizacdo celular (SACKETT et al., 2018). O
colageno é o principal componente da MEC e desempenha um papel fundamental na
biomecénica, transduzindo as forgas teciduais nas células (WALKER; MOJARES; DEL
RiO HERNANDEZ, 2018). Além disso, o colageno atua modulando o fenétipo e
fungbes celulares armazenando localmente e liberando fatores de crescimento e
citocinas durante os processos de reparo tecidual (MIRANDA-NIEVES; CHAIKOF,
2017). Para confirmar a manutencdo do colageno apds a descelularizacdo, varias
técnicas foram utilizadas, como coloracdo por picrossirius, quantificacéo indireta por
hidroxiprolina, além das analises por MET e MEV. Neste estudo, demonstramos n&o
apenas a manutencao do colageno no arcabouco descelularizado, mas também a
manutencdo de seu diametro apos sua quantificacdo em imagens de MEV. Sua
estrutura secundaria foi mantida, como demonstrado apos a deconvolucao e analise
do espectro da banda amida | por FTIR, na regido de 1600-1700. Estes resultados
sugerem a auséncia de ruptura ou pequena ruptura das estruturas de colageno apos
a descelularizacéo, assim como demonstrado no estudo de (NARA et al., 2016), que

analisou a estrutura secundaria do colageno apos descelularizacédo de cornea.

Outras moléculas de extrema importancia também foram preservadas no arcabouco
apos a descelularizacdo como glicoproteinas (lamininas e fibronectinas) e GAGs
sulfatadas. Corroborando com nossos achados, outros estudos também
demonstraram a manutencdo desses componentes da MEC em varios 6rgaos como
o coracdo (MORONI; MIRABELLA, 2014), rim (BONANDRINI et al., 2014), figado
(SHUPE et al., 2010) e pancreas (ELEBRING et al., 2017), ressaltando sua
importancia. No baco, varias moléculas da matriz, como laminina, fibronectina e
colagenos, constituem as membranas basais e intersticiais desse 6rgdo, sendo
fundamentais para a manutencéo de sua estrutura (LOKMIC et al., 2008). Além disso,
sabe-se que as moléculas da MEC regulam a adesdo, migracdo, proliferacéo,
apoptose, sobrevivéncia e diferenciacdo celular e séo, portanto, indispensaveis para

0 sucesso da recelularizagdo (PELOSO et al., 2016).
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A andlise protedmica pode confirmar os achados anteriores, além de esclarecer
completamente a estrutura esplénica, através de uma andlise completa da MEC do
baco nativo e apds a descelularizacdo. Os subtipos de colagenos tém a melhor
retencdo na MEC apoés a descelularizagdo, com intensidades muito proximas aos
tecidos nativos, tal como observado diversos em estudos (LI et al., 2016; SACKETT
et al., 2018). Apesar de algumas proteinas reduzirem sua intensidade no material
descelularizado em relacdo ao tecido nativo, muitas delas aumentam de intensidade,
o que significa que, em relacdo a outras proteinas da MEC, elas sdo mais enriquecidas
apos a descelularizacdo (SACKETT et al., 2018). O mesmo ndo é verdadeiro para
proteoglicanos, reguladores da MEC, fatores secretados e proteinas associadas a
matriz que obtiveram abundancia no nativo com reducdo da intensidade apos
descelularizacéo. Isso era esperado, uma vez que, com excec¢ao dos proteoglicanos,
todas as outras classes de moléculas n&o estao ligadas ou fracamente ligadas a MEC,

sendo, portanto, mais “faceis” de remover.

Apoés atestar a manutencdo e preservacdo dos principais componentes da MEC,
verificamos a capacidade do arcabouco em suportar a adesdo, crescimento,
proliferacéo e sobrevivéncia celular. Para isso utilizamos células estromais esplénicas
de ratos neonatos, visto que essas células (e nado linfocitos) sdo fundamentais para
regeneracao do baco (TAN; WATANABE, 2014). Corroborando com esse resultado,
Tan; Watanabe, 2017 identificaram que a populacdo celular estromal MAdCAM-
1*CD31*CD201" é essencial para a formacdo de novos tecidos. Apesar da
regeneracado completa do tecido esplénico, ambos os trabalhos utilizaram a capsula
renal para transplantar as células estromais individualmente, seja pela grande
vascularizacdo local ou devido a falta de um suporte ideal para semeadura das
células. Assim, a MEC esplénica descelularizada funcionaria como um arcabouco
ideal, servindo como suporte para semeadura, com modulacdo do comportamento
celular. Além disso, apés recelularizado, o arcabouco poderia ser reimplantado em
varios sitios anatémicos, inclusive no peritdnio, sobre o0 omento maior, local de origem

anatémica do baco.

Futuramente, outros estudos sdo necessarios para avaliar a capacidade do arcabouco
esplénico em suportar a adeséo, proliferacdo e sobrevivéncia de outros tipos celulares
com possibilidade real de aplicagdo na prética clinica, tais como o pool de células

esplénicas e pool de células da medula 6ssea. Além disso, em nosso estudo nao foi



82

avaliado a influéncia do arcabouco sobre a diferenciagcao celular. Do mesmo modo, se
fazem necessarios outros estudos para avaliar a funcionalidade in vitro e in vivo do
arcabouco esplénico recelularizado, principalmente apo6s infeccdo por bactérias

encapsuladas.
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8. CONCLUSAO

Este estudo fornece um método simples e eficiente para descelularizacdo do baco,
usando o detergente SDS em baixa concentracdo. Além disso, apresentamos uma
visdo geral da estrutura e composicdo molecular do baco antes e apls a
descelularizacdo, sendo este o primeiro trabalho relatando quantitativamente por
espectrometria de massa as proteinas da MEC esplénica de ratos apds a
descelularizacdo. Posteriormente, demonstramos que o0 arcabouco por nés
desenvolvido suporta a adeséo e proliferacéo, além de manter a viabilidade de células
estromais esplénicas apds semeadura. Assim, esperamos que este trabalho sirva de
base para trabalhos futuros que pretendam utilizar esse arcabouco para reconstituir a
funcdo esplénica, ou mesmo para estudos comparativos que avaliem mudancas na

estrutura e proteoma da MEC do baco causadas por doencas.
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