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RESUMO 

A geração artificial de órgãos é uma alternativa potencial na obtenção de órgãos viáveis 

para o transplante humano. Obter scaffolds perfeitos para serem recelularizados é um 

grande desafio e um passo fundamental na bioengenharia de pulmões. A técnica de 

perfusão de agentes descelularizantes através da artéria pulmonar (AP) tem se 

apresentado muito eficaz no processo entretanto, a pressão e o fluxo de perfusão 

vascular variam ao longo do processo de descelularização pulmonar. Estes fatores ainda 

não se encontram totalmente compreendidos, sendo muito importantes na otimização do 

processo, assegurando a integridade dos scaffolds. Os objetivos foram caracterizar a 

relação pressão/fluxo vascular pulmonar associado a variação de resistência vascular 

(RV), de acordo com o controle da perfusão (pressão ou fluxo) no momento da infusão 

de diferentes agentes descelularizantes na AP e determinar o comportamento da RV em 

relação a diferentes pressões de insuflação pulmonar (pressão traqueal) e de perfusão 

(artéria pulmonar). Para o primeiro estudo, foram utilizados 43 pulmões de 

camundongos machos saudáveis (C57/BL6) com idade de 7-8 semanas e no segundo 

estudo, pulmões de 5 ratos machos saudavéis (Sprague- Dawley) com idade de 7-8 

semanas. No primeiro estudo, após excisão e canulação da traqueia e da artéria 

pulmonar, os pulmões foram insuflados a uma pressão de 10 cmH2O na via aérea e 

submetidos ao processo convencional de descelularização sendo perfundidos através da 

AP. Para o segundo estudo, os pulmões descelularizados foram submetidos a variações 

de pressão traqueal (0 à 15 cmH2O) e pressão vascular (5 à 30 cmH2O). A pressão na 

artéria pulmonar (PPA) e o fluxo da artéria pulmonar (V’PA) foram continuamente 

mensurados. A RV (Rv=PPA/V`PA.Rv) variou consideravelmente ao longo do processo 

de descelularização pulmonar, particularmente na perfusão por pressão controlada, 

quando comparado a perfusão controlada por fluxo. Concluimos que o monitoramento 

da mecânica de perfusão ao longo do processo de descelularização fornece informações 

relevantes na otimização do processo, assegurando um limite para pressão vascular, 

preservando a integridade do scaffold. Somado a estes achados um resultado relevante 

demonstrou que a pressão arterial pulmonar tem mais influência no comportamento da 

RV nos pulmões descelularizados do que pressão positiva nas vias aéreas, fornecendo 

informações importantes para futuro manejo no processo de recelularização utilizando a 

RV como um facilitador na distribuição celular através do arcabouço celular pulmonar. 

Palavras-chave: mecânica vascular, pulmões, bioengenharia de órgãos, descelularização, 

perfusão pulmonar. 
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ABSTRACT 

Organ biofabrication is a potential future alternative for obtaining viable organs for 

transplantation. Achieving intact scaffolds to be recellularized is a key step in lung 

bioengineering. The decellularizing agent perfusion technique via the pulmonary artery 

(PA) has been shown very effective in the process however; vascular perfusion pressure 

and flow vary along the pulmonary decellularization process. These factors are not fully 

understood it being very important in the optimization process, ensuring the integrity of 

the scaffold. The objectives were to characterize the pressure / pulmonary vascular flow 

associated with variation in vascular resistance (VR), according to the control of the 

infusion (pressure or flow) at the time of the infusion of different decellularizing agents 

in PA and determine the VR's behavior in relation to different pressures of lung 

inflation (tracheal pressure) and perfusion (pulmonary artery). For the first study, were 

used 43 lungs of the healthy mice (C57/BL6) with 7–8 weeks old and in the second 

study, lungs of the 5 healthy rat (Sprague- Dawley) with 7-8 weeks old. In the first 

study, after excision and tracheal cannulation, lungs were inflated at 10 cmH2O airway 

pressure and subjected to conventional decellularization process being perfused through 

PA. For the second study, the decellularized lungs were subjected to variations in 

tracheal pressure (0 to 15 cmH2O) and vascular pressure (5 to 30 cmH2O). Pressure 

(PPA) and flow (V’PA) at the pulmonary artery were continuously measured. The VR 

(VR=PPA/V’PA) considerably varied throughout lung decellularization, particularly for 

pressure controlled perfusion, as compared with flow-controlled perfusion. This study 

shows that monitoring perfusion mechanics throughout decellularization provides 

information relevant for optimizing the process time while ensuring that vascular 

pressure is kept within a safety range to preserve the organ scaffold integrity. Moreover, 

arterial lung pressure has more influence on behavior of vascular resistance in 

decellularized lungs than positive airway pressure, providing information that could be 

relevant for future cell repopulation by using the vascular resistance as a facilitator cell 

distribution throughout pulmonary circuit. 

Keywords: vascular mechanics, lungs, bioengineering, decellularization, lung perfusion. 

 

 

 

 

 



viii 

 

  

SUMÁRIO 

LISTA DE FIGURAS x 

LISTA DE ABREVIATURAS xii 

1.CONTEXTUALIZAÇÃO_____________________________________________ 1 

1.1. Bioengenharia de orgãos____________________________________________ 1 

1.1.1 O tratamento final para falência de órgãos____________________________ 1 

1.1.2. Engenharia de órgãos e tecidos complexos____________________________ 1 

1.1.3. Matriz extracelular como um scaffold biológico_______________________ 2 

1.1.4. Princípios e métodos de descelularização____________________________ 4 

1.2. Bioengenharia pulmonar___________________________________________ 8 

1.2.1Potencial da Bioengenharia de pulmão nas doenças respiratórias________ 8 

1.2.2. Técnicas de descelularização pulmonar______________________________ 8 

1.2.3. Uso potencial de células-tronco na engenharia de pulmões______________ 10 

1.3. Jutificativa______________________________________________________ 11 

2. OBJETIVOS_______________________________________________________ 12 

 2.1. Objetivo geral____________________________________________________ 12 

 2.1.1. Objetivos específicos______________________________________________ 12 

3. MÉTODOS________________________________________________________ 13 

3.1. Escopo do estudo_________________________________________________ 13 

3.2. Caracterização do estudo___________________________________________ 13 

3.3. Caracterização da Amostra_________________________________________ 13 

3.4. Aspectos Éticos e Legais____________________________________________ 14 

3.5. Protocolo experimental para avaliar a resistência vascular_______________ 14 

3.6. Descelularização dos Pulmões_______________________________________ 17 

3.7. Avaliação do processo de descelularização_____________________________ 19 

3.7.1. Quantificação de DNA e dos componentes da matriz extracelular (ECM) 

nos pulmões descelularizados___________________________________________ 

 

19 

 



ix 

 

  

3.7.2. Microscopia de contraste de fase___________________________________ 20 

3.8. Avaliação da elastância pulmonar ___________________________________ 20 

3.9. Protocolo experimental para avaliar a resistência vascular sob diferentes 

pressões traqueais e vasculares__________________________________________ 

 

22 

 

3.10. Análise estatística________________________________________________ 22 

4. RESULTADOS_____________________________________________________ 23 

 4.1. Estudo I_________________________________________________________ 23 

4.1.1. Introdução______________________________________________________ 23 

4.1.2. Resultados______________________________________________________ 25 

4.1.3. Discussão_______________________________________________________ 33 

4.1.4. Conclusão______________________________________________________ 35 

 4.2. Estudo II________________________________________________________ 36 

4.2.1. Introdução_____________________________________________________ 36 

4.2.2. Resultados______________________________________________________ 37 

 4.2.3. Discussão______________________________________________________ 38 

 4.2.4. Conclusão______________________________________________________ 38 

5. CONSIDERAÇÕES FINAIS__________________________________________ 39 

6. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS__________________________________ 41 

7. APÊNDICES_______________________________________________________ 54 

8. ANEXOS__________________________________________________________ 79 

Comitê de Ética – CEUA – UNINOVE____________________________________ 79 

Publicações durante o doutorado_________________________________________ 81 

 Increased upper airway collapsability in a mouse model of Marfan 

Syndrome_________________________________________________________ 

 

81 

 Respiratory mechanics study in experimental animal model of venom-

induced acute lung injury: a new proposal for an olds technique____________ 

 

84 

 Mechanical properties of acellular mouse lungs after sterilization by gamma 

irradiation_________________________________________________________ 

 

89 

 Decellularized lung scaffolds for bioengineed organs_____________________ 99 

 Mathematical models for measuring mechanical properties in experimental 

animal lung: a literature review______________________________________ 

 

104 



x 

 

  

 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1. Fluxograma dos estudos_________________________________ 

 

14 

Figura 2.  Diagrama de descelularização de pulmão por perfusão através da 

artéria pulmonar (A) e representação das resistências capilares de série e 

resistências transmembranares paralelas (B). ________________________  

 

 

15 

 

Figure 3. Desenho experimental do estudo. __________________________ 16 

 

Figura 4. Descelularização por perfusão 20cmH2O ____________________ 

 

18 

Figura 5. Descelularização por perfusão fluxo 0.2 e 0.5 ml/min__________ 

 

18 

Figura 6. Pulmão fresco(direita) e pulmão descelularizados (esquerda)____ 

 

18 

Figura 7. Curvas fluxo e pressão traqueal em relação ao tempo___________ 

 

21 

Figura 8. Coloração fluorescente de corante 4`-6-diamidino-2-finilindol em 

pulmões nativos e descelularizados. ________________________________ 

 

 

26 

 

Figura 9. Elastâncias estática (Est) e dinâmica (Edyn) pulmonar computadas 

por meio de oclusão ao final da expiração durante a ventilação mecânica 

convencional. _________________________________________________ 

 

 

27 

 

Figura 10. Pressão e fluxo na artéria pulmonar durante a descelularização 

pulmonar por perfusão de pressão constante, com veia pulmonar aberta para 

atmosfera. ___________________________________________________ 

 

 

29 

 

Figura 11. Pressão e fluxo na artéria pulmonar durante a descelularização 

pulmonar por perfusão de  fluxo constante, com veia pulmonar aberta para 

atmosfera. ___________________________________________________ 

 

 

30 



xi 

 

  

Figura 12. Pressão e fluxo na artéria pulmonar durante a descelularização 

pulmonar por perfusão de  fluxo constante, com veia pulmonar aberta para 

atmosfera. ____________________________________________________ 

 

 

 

31 

Figura 13. Fluxo através da artéria pulmonar durante o processo de 

descelularização por perfusão de pressão constante, com veia pulmonar 

aberta para atmosfera (●) e veia pulmonar ligada (■). _________________ 

 

 

 

32 

 

Figura 14. Pressão e fluxo mensurados na artéria pulmonar de pulmão 

descelularizado submetido a variações de pressões arteriais e pressões 

positivas contínuas. ____________________________________________ 

 

 

37 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



xii 

 

  

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

3D: tridimensional 

CPAP: pressão positiva nas vias aéreas 

CHAPS: detergente 3 - [(3-colamidopropil) dimetilamónio] -1-propanossulfonato 

DAPI: corante 4`-6-diamidino-2-finilindol 

DNA: ácido desoxirribonucleico 

DPOC: doença pulmonar obstrutiva crônica 

DP1: queda rápida pressão traqueal 

DP2: queda lenta pressão traqueal 

EDTA: ácido etilenodiamino tetra-acético 

Edyn: elastância dinâmica 

EGTA: ácido etilenglicol tetraacético 

EPM: erro padrão da média 

Est: elastância estática 

GAGS: glicosaminoglizanos 

H2O : água deionoizada 

MEC: matriz extracelular 

Palv: pressão aveolar 

PBS: tampão fosfato salino 

PEL: platô pressãp traqueal 

Pi: ponto de inflexão 

Po: pressão pré-inspiratória 

PPA: pressão na artéria pulmonar 

PPV: pressão na veia pulmonar 

Rv: resistência vascular 

SDS: detergente sullfato dodecil de sódio 

SNP: nitropussiato de sódio 

Tr: canulação traqueal 

V’TM: fluxo na membrana alviolo-capilar 

V’PA: fluxo artéria pulmonar 

V’PV: fluxo na veia pulmonar 

pH: potencial hidrogeniônico 

OCT: Optimal Cutting Temperature compound 

 

 

 



1 

 

 

 

 

1. CONTEXTUALIZAÇÃO  

1.1. Bioengenharia de órgão 

1.1.1 O tratamento final para falência de órgãos 

A falência de órgãos de pacientes em fase terminal é um grave e dispendioso 

problema que apresenta altas taxas de crescimento no mundo. Atualmente, o transplante 

alogênico se apresenta como uma única opção de tratamento definitivo. A doença 

cardíaca coronária1, a insuficiência renal2, a insuficiência hepática3 e a doença pulmonar 

obstrutiva crônica (DPOC)4 contabilizam como sendo as patologias com maior índice 

de mortalidade em países ocidentais desenvolvidos. 

O número de transplantes de órgãos vem crescendo a cada ano, assim como o 

número de pacientes em lista de espera. No caso do transplante pulmonar, esse número 

de pacientes no aguardo de um novo órgão duplicou em apenas 10 anos. Além disso, a 

população nos países desenvolvidos ocidentais está em um processo progressivo de 

envelhecimento, e isto significa que no futuro menos doadores estarão disponíveis e 

mais pacientes necessitarão de transplante5.  

Os pacientes que obtem sucesso na lista e recebem um órgão do doador, são 

obrigados a lidar com um tratamento imunossupressor ao longo da vida, além do risco 

de rejeição crônica e morbimortalidade associada6. Dada a necessidade urgente de um 

maior número de órgãos viáveis para transplante e diante da escassez de doadores, a 

engenharia de tecidos parece ser uma solução viável como método alternativo na 

resolução dos problemas de rejeição, devido a utilização de células autólogas7. 

 

1.1.2. Engenharia de órgãos e tecidos complexos 

Durante décadas vários materiais de scaffolds têm sido empregados na tentativa de 

construir tecidos biológicos7. No entanto, atualmente scaffolds sintéticos são incapazes 

de recriar a complexa arquitetura 3D dos tecidos originais. Nos últimos anos avanços 

significativos têm sido realizados no desenvolvimento da engenharia de tecidos como 

nos vasos sanguíneos1,8, bexiga9 e traquéia10.  

No entanto, estes tecidos apresentam a particularidade de não necessitarem do 

acoplamento à circulação sanguínea no momento da implantação. Ao lidar com órgãos 

completos, este recurso não pode ser obtido devido a necessidade de uma rede vascular 

intacta para conectar a circulação do receptor.  
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Portanto, existe uma necessidade eminente de uma estratégia em medicina 

regenerativa assegurando que a substituição de um órgão por completo torne-se possível 

para os pacientes com doenças em fase crônica final11.  

Atualmente, uma abordagem promissora para a substituição de órgãos funcionais é a 

descelularização prévia de órgão. Os órgãos alogênicos ou xenogênicos, tais como 

coração12, fígado13 e pulmões14-16 fornecem, após o processo de descelularização, um 

scaffold natural que pode ser subsequentemente repopulados com células tronco. O 

objetivo, visando a cliníca, é a utilização da matriz extracelular do órgão 

descelularizado para ser recelularizado com células autólogas obtidas do próprio 

paciente, evitando a necessidade de tratamento com imunossupressores. Até o 

momento, a literatura aponta resultados encorajadores, uma vez que a formação de 

neotecido funcional tem sido demonstrada em modelos pré-clínicos com animais9,13,14. 

Estes resultados nos permitem considerar a hipótese de que a engenharia de órgãos é um 

caminho viável em relação à complexa engenharia de tecido tridimensional13,14. 

Para o sucesso da engenharia de órgãos, vários parâmetros primordiais ainda 

necessitam de ajustes tais como, a determinação da espécie dos candidatos a partir do 

órgão a ser retirado (diferente de doadores humanos), quais os melhores protocolos para 

a descelularização, a otimização do processo de recelularização, o tipo celular mais 

adequado para a recelularização, a endotelização da matriz vascular e o 

desenvolvimento de biorreatores adequados ao processo de recelularização. 

 

1.1.3. Matriz extracelular como um scaffold biológico. 

Os tecidos e órgãos são formados por células associadas a matriz extracelular 

(MEC), que por sua vez, é sintetizada por células residentes únicas e específicas do 

tecido. Tradicionalmente, os tecidos foram considerados como células apoiadas por um 

estroma estático e em oposição a esta idéia, a MEC é dinâmica, agindo de forma 

recípocra as células que a estão formando17,18. As células residentes da MEC são 

influenciadas pelas condições do microambiente, tais como a concentração de oxigênio 

do meio, o potencial de hidrogeniônico (pH), as forças mecânicas e a composição 

bioquímica específica11. Estes fatores irão direcionar o seu perfil genético, o proteoma e 

a sua funcionalidade. Por sua vez, as células secretam componentes adequados e 

moléculas que podem garantir a sua sobrevivência, função e comunicação com outras 

células. Essa interação recíproca assegura a manutenção de um estado de homeostase 

tecidual que quando alterado conduz a um dano19-21. 
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Além da participação na homeostase tecidual, a MEC participa do remodelamento 

tecidual pós lesão22,23. Os processos envolvidos nesta resposta compreendem em 

liberação de quimiocinas e citocinas24, modulando o sistema imune25, fornecendo sinais 

moleculares específicos do tecido agindo no fenótipo e na função celular14,26,27. A MEC 

também influência a migração, a proliferação e a diferenciação celular28, etapas 

necessárias durante o processo de recelularização. Portanto, a MEC nativa é um scaffold 

ideal para a engenharia de tecidos e órgãos28. 

A literatura científica já provou que órgãos completos descelularizados demostraram 

aderência de subtipos celulares adultos em locais anatômicos corretos e também foi 

verificada uma diferenciação em fenótipos celulares específicos durante o processo de 

recelularização12-14. É provável que a estrutura 3D, a topologia de superfície, a 

apresentação de ligantes, de moléculas bioativas e a composição da MEC, participem e 

contribuam para o processo de recelularização local especifico29. 

Outra vantagem das matrizes descelularizadas é que estas induzem uma resposta 

angiogênica in vivo, propriedade crucial na implantação do tecido, garantindo a 

revascularização para o fornecimento de nutrientes e oxigênio30,31. 

Portanto, a retenção de componentes da MEC é essencial no processo de 

decelularização. Entretanto, ainda é desconhecida qual combinação de proteínas deve 

permanecer para manter a sinalização para as funções celulares. O protocolo de 

descelularização a ser utilizado, deve ao mesmo tempo assegurar uma remoção eficaz 

da população de células nativas e garantir que todos estes componentes da matriz 

tenham uma alteração mínima, com uma atenção especial a célula acoplada ao ligante11. 

Nesse sentido, devemos nos ater para que substâncias como detergentes biológicos 

possam ativar as metaloproteinases da matriz e, potencialmente exacerbar a degradação 

dos epítopos de ligação nas proteínas da MEC restantes32. 

Dentre as moléculas estruturais mais relevantes da MEC que permanecem após a 

descelularização destacamos os glicosaminoglicanos (GAGs), colágenos, elastina, 

fibronectina, laminina e vitronectina29,32-34. Os colágenos são componentes estruturais 

do MEC responsáveis pela resistência mecânica global. A elastina é uma importante 

proteína que participa nos processos de distensão e fornece as propriedades intrínsecas 

de recuo de tecidos tais como as encontradas no pulmão. Os GAGs ajudam no controle 

macromolecular e no movimento celular na lâmina basal do epitélio e pode 

desempenhar um papel de mecânica em alguns tecidos.  
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Todas estas proteínas são altamente conservadas juntamente com os organismos 

eucariotas, o qual poderia explicar a ausência de uma resposta imunológica adversa 

sobre o xenotransplante35-38. 

 

 1.1.4. Princípios e métodos de descelularização 

Nos últimos anos, inúmeras técnicas surgiram como propostas para descelularizar 

órgãos completos, preservando a sua estrutura 3D em conjunto com os principais 

componentes da MEC39. Ainda não existe na literatura científica um protocolo ideal que 

propicie a completa remoção do material celular sem comprometer a estrutura, a 

atividade biológica e ou as propriedades mecânicas da MEC restante.  

É de grande importância levar em consideração que cada passo do processo de 

remoção celular poderá alterar as propriedades da MEC, podendo causar alguma ruptura 

na sua estrutura. Portanto, evitar totalmente estes danos passa a ser um dos grandes 

desafios na bioengenharia de órgãos39. 

Vale ressaltar que ainda não existe um protocolo ideal que possa ser utilizado no 

processo de descelularização de todos os tipos de tecidos e órgãos, uma vez que a 

descelularização irá depender de diversos fatores, incluindo a celularidade do tecido 

(fígado vs. tendão), a densidade (derme vs. tecido adiposo), o teor lípidico (cerebral vs. 

bexiga urinária) e a espessura dos tecidos (derme vs. pericárdio)29. 

Os protocolos de descelularização baseiam-se na utilização de diferentes 

combinações de métodos físicos, iônicos, químicos e enzimático e, diversas constantes 

de tempo (horas ou semanas)11. As diferentes técnicas buscam uma ruptura das células, 

com consequente liberação de seu conteúdo e remoção destes detritos celulares. Apesar 

da variedade de métodos e protocolos, é extremamente difícil obter uma completa 

descelularização e na maioria dos casos o scaffold produzido retém ácido 

desoxirribonucleico (DNA) residual40,41.  

Além da eliminação do DNA, a remoção eficaz dos epítopos antigênicos, presentes 

nas membranas celulares e citoplasma das células, se faz necessário para minimizar a 

possível resposta imunogênica no momento da implantação de novas células, devido 

fato de que os antígenos alogênicos e xenogênicos poderiam ser reconhecidos pelo 

hospedeiro e induzirem uma resposta inflamatória com provável rejeição42-44. 
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 Agente Físico 

A temperatura é o agente físico mais comumente empregado, sendo utilizado através 

de ciclos de congelamento-descongelamento, uma vez que por meio desse processo se 

consegue o rompimento das células pela formação de cristais durante as etapas de 

congelamento. Estes ciclos auxiliam a redução da resposta imune em scaffolds de MEC 

vasculares44. Além disso, não há perda de proteínas da MEC produzida45 e o efeito 

sobre as propriedades mecânicas do scaffold é mínimo46,47. Após estas etapas de 

congelamento-descongelamento, os detritos celulares irão ficar retidos no tecido 

necessitando a associação de outro processo de descelularização nessa amostra. 

Outra estratégia consiste na aplicação de abrasão mecânica em combinação com 

enzimas, solução salina hipertônica ou agentes quelantes visando facilitar a dissociação 

celular a partir da membrana basal48. Isto é muito eficaz em tecidos como da bexiga 

urinária, intestino delgado ou pele, nos quais as superfícies são distintas e acessíveis 

durante a sua manipulação48. 

Finalmente, outras abordagens menos empregadas, são a pressão hidrostática e a 

eletroforese irreversível não térmica. A pressão hidrostática tem sido aplicada na 

descelularização de vasos sanguíneos e tecidos da córnea49,50. A eletroforese irreversível 

não térmica consiste em indução de microporos sobre as células quando se aplica 

potenciais eléctricos através da membrana, podendo ser utilizada apenas em tecidos 

menores por razões de limitação de tamanho. 

 Agentes biológicos 

Os agentes biológicos são divididos em agentes enzimáticos e não enzimáticos. 

Dentre as enzimas temos as nucleases, desoxirribonuclease (DNase) e as ribonucleases 

(RNases), que auxiliam na limpeza das sequências de ácido nucleico após a lise 

celular49,51,52; a tripsina, que é geralmente utilizada como um passo inicial para tecidos 

densos, mas que pode causar grave ruptura na estrutura; as colagenases, que pode ser 

empregada quando a preservação do colágeno não é crítica; as lipases, que são 

insuficientes, se utilizadas isoladamente, mas ajudam quando combinadas com outros 

reagentes53,54 e a dispase, que é geralmente mais eficaz quando combinada com a 

tripsina na descelularização de tecidos mais espessos como a derme55. 

Os agentes não enzimáticos são o quelante e os inibidores da protease serina. Os 

agentes quelantes tais como ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e o ácido 

etilenglicol tetra-acético (EGTA) são utilizados muito frequentemente porque auxiliam 

na dissociação de células da MEC por sequestro de íons56,57.  
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A utilização do EGTA sem associação é insuficiente na eliminação das células, de 

modo que eles são normalmente aplicados em combinação com enzimas como a 

tripsina49,52,58-61. 

 Agentes químicos 

Uma grande variedade de agentes químicos é utilizada nos protocolos de 

descelularização. Eles podem ser divididos pela sua natureza em ácidos e bases, solução 

hipertônica e hipotônica, detergentes, álcoois e outros solventes. Os ácidos e as bases 

podem promover ou catalisar a degradação de biomoléculas. O periacético e o ácido 

acético são comumente utilizados, sendo o primeiro menos prejudicial para a MEC em 

relação ao segundo62-64. O hidróxido de cálcio, o sulfureto de sódio e o hidróxido de 

sódio também são empregados, mas com cuidado porque podem comprometer as 

propriedades mecânicas da MEC e eliminar os fatores de crescimento tecidual65. 

As soluções salinas hipertônicas atuam dissociando o DNA das proteínas e as 

soluções hipotônicas são úteis para romper as células por um efeito osmótico 

produzindo um mínimo impacto sobre a MEC66. Visando o aumento do efeito de 

osmose, normalmente realzia-se a imersão do tecido em soluções hipotônicas e 

hipertônicas, em ciclos repetidos66. Os detergentes biológicos, que podem ser iônicos, 

não iônicos e zwiteriônico, tem a função de remoção do material celular do tecido por 

solubilização de células e dissociação de DNA-proteína67,68. A sua eficiência aumenta 

com o tempo de exposição51,55,69, variando com o tecido e idade do doador45,70,71. 

O detergente não iônico Triton X-100 é normalmente utilizado em tecidos mais 

espessos58, sendo mais eficaz do que os detergentes iônicos em processos envolvendo 

tecidos com alto teor de lipídeos. Os detergentes iônicos solubilizam as membranas 

celulares e compostos nucleicos e tendem a desnaturar as proteínas. O dodecilsulfato de 

sódio (SDS) é o detergente mais comum utilizado em protocolos de descelularização e 

tem sido aplicado em tecidos mais espessos como o de rins ou pulmões72,73 sendo muito 

apropriado quando a conservação das propriedades mecânicas dos tecidos se faz 

necessária, embora possa provocar rompimento em estruturas16,74,75 e eliminação do 

fator de crescimento65. 

Os detergentes zwitteriônicos, tais como o 3-[(3-

Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate hydrate (CHAPS), 

apresentam propriedades de ambos os detergentes, iônicos e não iônicos, e eles são 

normalmente aplicados à descelularização de tecidos mais finos, como o de pulmão16, 

córnea69 ou nervos76.  
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Por vezes, os detergentes são utilizados em combinação, a fim de aproveitar a 

vantagem das propriedades de ambos os compostos como, por exemplo a utilização de 

um protocolo de SDS e CHAPS concomitantemente77. 

Quando se utilizam detergentes como agentes de descelularização é extremamente 

importante lavar muito bem os tecidos antes de que a recelularização aconteça. Os 

produtos químicosempregados podem penetrar na MEC, especialmente em tecidos 

espessos, e se não forem bem removidos, a citotoxicidade pode ocorrer no momento da 

recelularização78,79. 

Finalmente, os álcoois tais como o glicerol, o isopropanol, o etanol, o metanol e 

outros solventes como as acetonas podem ser úteis em tecidos com um elevado teor de 

lípidos, tais como o tecido adiposo54,80,81. A desvantagem do uso de solventes como 

etanol e metanol é que eles são utilizados para fins de fixação em histologia. Isto 

significa que eles podem alterar as propriedades da MEC, geralmente na ligação 

cruzada das proteínas, tornando a matriz mais rígida e também induzindo a precipitação 

de proteína82. 

A fim de uma melhor utilização dos agentes acima citados, algumas características 

do tecido terão que ser observadas (espessura, tamanho, densidade e aplicação futura). É 

de grande importância considerar que a duração e a complexidade do protocolo de 

descelularização irão depender do grau desejado de conservação do tecido a ser 

recelularizado. 

Quando se trabalha com órgãos completos é comum realizar a perfusão do agente 

descelularizante através da vasculatura. Além de preservar a arquitetura dos órgãos, a 

perfusão pode auxiliar na melhor distribuição de agentes descelularizantes por todo o 

tecido e na completa remoção dos detritos celulares. A utilização da perfusão para 

otimizar o processo de descelularização foi descrito pela primeira em modelo de 

descelularização de corações61,83, de pulmões14-16, de fígados13,84 e de rins25,85,86. 

No entanto, o protocolo de perfusão nem sempre é possível devido a especificidades 

de alguns tecidos que não apresentam uma vasculatura acessível. Nestes casos, a única 

maneira de otimizar a descelularização é adicionando a agitação com as amostras 

imersas. Este tem sido o caso de uma grande variedade de tecidos, tais como válvulas 

cardíacas58,54,78, vasos sanguineos44,77,81, músculos esqueléticos31,87 e tendões88-90. 

Quando se aplica a agitação, a velocidade deve ser de acordo com as amostras de 

tecidos que serão agitadas, uma vez que a remoção do DNA e a perda de componentes 

da MEC ocorrem em função da velocidade de agitação durante o processo32. 
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1.2. Bioengenharia pulmonar 

1.2.1Potencial da Bioengenharia de Pulmão nas Doenças Respiratórias 

 As doenças do sistema respiratóro tais como a DPOC (enfisema e bronquite 

crônica), a fibrose pulmonar idiopática, a hipertensão arterial pulmonar primária, a 

doença intersticial pulmonar, a fibrose cística e a deficiência de α-1-antitripsina 

resultam em danos pulmonares estruturais irreversíveis, tendo o transplante pulmonar 

como indicação terapêutica quando a doença atinge uma progressão avançada91. 

Infelizmente, o sucesso do transplante pulmonar é limitado, principalmente devido à 

escassez do número de doadores de órgãos e incidência de bronquiolite obliterante 

resultante de uma resposta aloimune provocada pelas disparidades entre o doador e os 

antígenos do receptor. A taxa de sobrevivência de 50% após o transplante de pulmão 

está confinada a aproximadamente cinco anos91.  

As atuais limitações em relação às doações requerem estratégias no sentido de 

aumentar a disponibilidade de órgãos para transplante. Necessidade esta, reforçada pelo 

envelhecimento progressivo da população, o que aumenta a lista de espera de pacientes 

com doenças respiratórias graves incapacitantes terminais. Por exemplo, a DPOC está 

prevista para ser a terceira principal causa de morte no ano de 202092,93. Neste contexto, 

a bioengenharia de pulmões é considerada uma alternativa terapêutica em potencial, 

porém as pesquisas atuais se encontram em estágios preliminares e esforços científicos 

mais intensos são necessários94. 

 

1.2.2. Técnicas de descelularização pulmonar 

Devido à grande complexidade estrutural de órgãos completos, a abordagem 

atual para a engenharia de órgãos é baseada na utilização da MEC natural do pulmão 

descelularizado como partida para a reconstrução do órgão por recelularização em um 

biorreator14-16.  

 A matriz de órgãos descelularizados potencialmente mantém a arquitetura 

tridimensional e a composição bioquímica, bem como a microvasculatura do tecido 

original. Estas propriedades únicas tornam o pulmão descelularizado natural, muito 

promissor para a fabricação bioartificial de pulmões funcionais, uma vez que 

proporciona uma melhor recriação do microambiente in vivo. A técnica de 

descelularização, como descrito anteriormente, foi utilizada para a engenharia de uma 

diversidade de tecidos, incluindo ossos, esôfago, artérias, bexiga, traquéia e 

coração12,15,95-100.  
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 Comparado a outros órgãos, a estrutura do pulmão é particularmente complexa, 

dificultando o processo de bioengenharia. Apesar dessa complexidade, tem sido 

demonstrado que com a utilização de protocolos adequados, o pulmão pode ser 

completamente descelularizado para obter uma estrutura acelular preservada101,102. A 

descelularizacão com detergentes biológicos é uma abordagem frequentemente utilizada 

e pode ser aplicada tanto por perfusão vascular quanto por via traqueal. O método de 

descelularização por perfusão ocorre por meio da rede vascular intrínseca sendo a forma 

mais eficiente de distribuir os agentes descelularizantes, até mesmo para tecidos mais 

espessos, uma vez que diminui consideravelmente a distância da difusão do agente 

descelularizante, preservando a macroestrutura e microestrutura 3D12.  

Melo et al.103, recentemente observaram que a descelularização por perfusão 

com detergentes SDS ou CHAPS não induziu alterações significativas nas propriedades 

micromecânicas de pulmões acelulares. Além disso, estudos anteriores demonstraram 

que esse método por perfusão não comprometeu a arquitetura de vias aéreas ou estrutura 

vascular de pulmões descelularizados14,26,104. Entretanto todos esses estudos foram 

realizados por perfusão com pressão constante e mesmo que os métodos alternativos de 

descelularização tenham sido explorados, nenhuma comparação direta entre a 

descelularização por perfusão de presão constante e fluxo constante foi realizada. Além 

disso, não foi observado na literatura, a descrição do comportamento da resistência 

vascular pulmonar durante o processo de descelularização e se esse comportamento 

pode gerar danos a macro e microarquitetura pulmonar102.   

A perfusão de agentes descelularizantes através da artéria pulmonar é um 

processo que pode ser realizado manualmente, como já demonstrados em estudos 

anteriores32,105-107. No entanto, este processo não permite controlar a quantidade de 

agentes na infusão, aumentando o risco de danificar os pulmões. Alternativamente, essa 

perfusão pode ser controlada de maneira automática através do controle da pressão e ou 

do fluxo junto a artéria pulmonar. Atualmente existem estudos limitados sobre estes 

procedimentos, nos quais sugerem que tanto perfusão por fluxo ou pressão controlado 

pode resultar em um scaffold bem descelularizado e com as estruturas preservadas. 

Alguns poucos estudos recentes têm comparado métodos de perfusão (pressão vs. fluxo 

controlado e automatizado vs. manual), em termos de eliminação de detritos de células 

doadoras no scaffold, na preservação da composição e da estrutura da MEC do scaffold 

acelular como substrato para posterior cultura de células. Mesmo assim, a resistência 

vascular pulmonar não foi investigada em nenhum desses estudos108-111.  
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Notavelmente, cada procedimento de perfusão tem suas próprias vantagens e 

inconvenientes do ponto de vista da mecânica de fluidos. Por um lado, controlar a 

pressão de perfusão na artéria pulmonar garante que nenhum barotrauma ocorra no 

scaffold, mas o acúmulo de detritos causados por células rompidas poderia reduzir 

fortemente o fluxo ou mesmo interrompê-lo em caso de pressão insuficiente. Por outro 

lado, controlar o fluxo infundido na artéria pulmonar garante uma boa quantidade de 

meios na circulação, mas - também devido ao acúmulo de detritos – pode induzir a uma 

pressão aumentada dentro dos vasos pulmonares, com risco de danificar a membrana 

alvéolo-capilar101. No entanto, nenhum estudo detalhado investigou estas questões 

profundamente. A compreensão da dinâmica de fluidos na perfusão durante o processo 

de descelularização pulmonar pode fornecer conhecimentos para aperfeiçoar esse 

processo, tanto para fins de investigação como também para facilitar a otmização na 

produção de scaffold pulmonares. 

 A preservação das redes vasculares intactas e outras arquiteturas essenciais dos 

órgãos após o processo de descelularização provê uma base ideal para 

recelularização103. Price et al.15 relataram que o pulmão descelularizado pode ser 

recelularizado com células fetais pulmonares submetidas à ventilação simulada. Além 

disso, Ott et al.16 e Petersen et al.14 recelularizaram estruturas descelularizadas de 

pulmões de roedores com células epiteliais e alveolares para obter um pulmão através 

bioengenharia mostrando a funcionalidade das trocas gasosas a curto prazo, após a 

implantação in vivo.  

 

1.2.3. O uso potencial de células-tronco na engenharia de pulmões 

 Como mencionado por Ott et al.16 e Petersen et al.14, a utilização de células 

indiferenciadas para semear uma MEC pode ser uma estratégia mais prática para 

bioengenharia pulmonar devido a possibilidade de expansão destas células e sua 

capacidade de se diferenciar em diferentes fenótipos. Esta abordagem, no entanto, exige 

células-tronco para serem diferenciadas em fenótipos pulmonares necessários nos locais 

específicos dentro da estrutura do órgão. 

 Uma prova de conceito da viabilidade potencial desta abordagem foi 

recentemente publicada por Cortiella et al.26 demonstrando que após cultivar células-

tronco embrionárias murinas em pulmões descelularizados, as estruturas formadas pela 

diferenciação das células-tronco secretaram os componentes da MEC ausentes no 

pulmão anteriormente acelular.  
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Além disso, em culturas de 21 dias de pulmão, a diferenciação local-específica 

de células-tronco foi evidenciada pela geração de discretos focos de células expressando 

α-actina de músculo liso, citoqueratina-18 e CC10 em regiões de traquéia e brônquios. 

Os autores detectaram camadas de células ao longo da superfície interna da traquéia e 

dos brônquios que expressaram marcadores de células epiteliais como TTF-1, 

citoqueratina-18, ou CC10, que também incluiu algumas células ciliadas.  

 Estes dados sugerem que o pulmão descelularizado preserva os sinais biológicos 

mediados pela estrutura pulmonar descelularizada, suficientes para direcionar as 

células-tronco a linhagens específicas de pulmão e orientar o desenvolvimento de tecido 

pulmonar específico in vitro, demonstrando a capacidade dos sinais da MEC em 

influenciar a diferenciação das células-tronco embrionárias de forma local específica. 

No entanto, é notável que estes resultados promissores tenham sido obtidos por uma 

estrutura de pulmão recelularizado que não foi submetido aos estímulos físicos 

associados com os principais processos no pulmão: ventilação e perfusão.  

Os estímulos físicos mais notáveis aplicados as células pulmonares são a) um 

substrato do microambiente com variada viscoelasticidade e estrutura 3D nos diferentes 

locais do pulmão; b) cyclic strech causado pela mudança contínua do volume pulmonar 

durante a respiração; c) shear stress devido à circulação de fluidos pelas vias aéreas e 

vasos; d) existência de uma interface ar-líquido no epitélio das vias aéreas e e) 

diferentes níveis de pressão parcial de oxigênio sobre as várias seções da arquitetura nas 

trocas gasosas (vias aéreas superiores e inferiores, alvéolos, superfície arterial e venosa 

dos capilares). Os estímulos físicos, quando aplicados isoladamente ou em combinação 

com fatores solúveis pró-diferenciação, demonstram modular a diferenciação das 

células-tronco tanto embrionárias como mesenquimais derivadas da medula óssea, 

ambas in vitro16-18. 

1.3. Jutificativa 

Considerando as atuais limitações em relação ao transplante pulmonar, torna-se 

eminente a busca por estratégias para aumentar a disponibilidade de órgãos para 

transplante. Dentre as muitas questões em aberto nesta área, a presente tese visou 

comparar métodos automatizados de descelularização por perfusão (pressão vs. fluxo) 

hipotetizando que o comportamento da resistência vascular poderia influenciar na 

produção do scaffold pulmonar, pois existe a dúvida se o aumento da resistência 

vascular durante o processo de descelularização pode gerar danos nesse scaffold. 

Portanto, para responder a essa questão caracterizamos a resistência vascular. 
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 Sabendo que as células pulmonares experimentam diferentes estímulos físicos 

durante a respiração, o scaffold pulmonar deve ser submetido a estímulos que 

mimetizam a respiração normal, a ventilação e a perfusão, a fim de proporcionar um 

ambiente fisiológico ideal para que as células sejam cultivadas no pulmão 

descelularizado. No entanto, dados sobre a variação da resistência circulatória em 

função das variações das pressões das vias aéreas e vascular são atualmente 

desconhecidas. Esta informação é de interesse considerável desde a distribuição 

adequada de células durante a recelularização do scaffold e homing celular subsequente 

poderiam ser modulados pela resistência vascular. 

 Diante do exposto, essa tese foi dividida em dois estudos para caracterizar a 

mecânica vascular do pulmão descelularizado. Inicialmente, foi realizado um estudo que 

caraterizou a relação pressão/fluxo na vasculatura pulmonar e verificou como a variação 

da resistência vascular é dependente da perfusão aplicada, pressão ou fluxo controlados 

durante o processo de descelularização pulmonar. O segundo estudo, determinou o 

comportamento da resistência vascular de acordo com a insuflação pulmonar (pressão 

traqueal) e perfusão (arterial pulmonar). Dessa forma buscar um protocolo eficaz na 

descelularização e obter parâmetros para futura recelularização. 

 

2.  OBJETIVOS 

 2.1- Objetivo geral 

Caacterizar a relação pressão/fluxo vascular pulmonar associado a variação de 

resistência vascular, de acordo com o controle de perfusão (pressão ou fluxo) no 

momento da infusão de diferentes agentes descelularizantes na artéria pulmonar e 

determinar o comportamento da resistência vascular em relação a diferentes pressões de 

insuflação pulmonar (pressão traqueal) e de perfusão (artéria pulmonar). 

 

2.1.1- Objetivos Específicos 

 Avaliar a resistência vascular pulmonar durante o processo de 

descelularização por perfusão da artéria pulmonar de camundongos; 

  Comparar as estruturas das vias aéreas e vasculares de pulmões 

descelularizados por perfusão arterial por meio pressão ou fluxo constante; 

 Avaliar as propriedades viscoelásticas de pulmões descelularizados por 

perfusão arterial por meio pressão ou fluxo constante; 
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  Determinar a variação da resistência vascular dependendo da insuflação 

pulmonar (pressão traqueal) e perfusão (arterial pulmonar). 

 Estabelecer um protocolo de descelularização pulmonar; 

 

 3. MÉTODOS 

3.1. Escopo do estudo 

Inicialmente, um primeiro estudo experimental foi realizado para verificar se 

existe diferença nas estruturas de via aérea e vasculares de pulmões descelularizados 

pelo detergente dodecil-sulfato de sódio (SDS) por meio de perfusão arterial por pressão 

constante ou fluxo constante (Estudo 1). Dessa maneira estabelecendo um protocolo 

adequado para descelularização.  Posteriormente, um segundo estudo foi realizado para 

a avaliar a variação da resistência vascular dependente da insuflação pulmonar (pressão 

traqueal) e perfusão (arterial pulmonar) em pulmões descelularizados, visando 

estabelecer um protocolo ideal de bioengenharia de pulmão, que promova a proliferação 

de uma matriz extracelular mais organizada mecanicamente para futura recelularização. 

 

3.2. Caracterização do estudo 

Estudo controlado experimental animal, com o envolvimento do Laboratório de 

Biofísica e Bioengenharia do Departamento de Ciências Fisiológicas da Faculdade de 

Medicina da Universidade de Barcelona, na cidade de Barcelona – Espanha e do 

Laboratório Experimental de Mecânica Cardiorrespiratória do Programa de Pós-

Graduação Mestrado e Doutorado em Ciências da Reabilitação da UNINOVE. 

 

3.3. Caracterização da Amostra 

Foram utilizados 43 camundongos machos da raça C57/BL6, com peso de 17-20 

g para o primeiro estudo e cinco ratos machos da raça Sprague- Dawley, com peso de 

250–300 g para o segundo estudo. Os animais foram acondicionados nos biotérios do 

Departamento de Ciências Fisiológicas da Universidade de Barcelona e da UNIVOVE 

mantidos em ambiente limpo e seco, com luminosidade natural, respeitando o ciclo 

claro/escuro de 12h, temperatura e umidade relativa do ar adequado. A ração e a água 

permaneceram ad libitum e monitoramento diário para troca de palha e água, até o 

momento do experimento. Os animais foram distribuídos em grupos, conforme 

fluxograma da figura 1.  
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Figura 1.  Fluxogramas dos estudos. 

 

3.4. Aspectos Éticos e Legais. 

O projeto do estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (COEP) da 

UNINOVE, sob protocolo de número 0038/2011. Foram seguidos os Princípios Éticos 

na Experimentação Animal, editados pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 

Animal – COBEA/Junho de 1991 para os experimentos a serem realizados no Brasil. 

 

3.5. Protocolo experimental 

Um sistema experimental foi desenvolvido para medir a mecânica vascular 

pulmonar durante todo proceso de descelularização. A figura 2A representa o diagrama 

dos capilares e alvéolos pulmonares quando a descelularização do órgão ocorre por 

perfusão através da artéria pulmonar. A pressão e o fluxo na artéria pulmonar são PPA e 

V’PA, respectivamente. O fluxo que se movimenta dos capilares para os alvéolos (a uma 

pressão Palv) através da membrana alveolo-capilar é V’TM. VPV é o fluxo de saída dos 

pulmões através da veia pulmonar (V’PA=V’TM+V’PV).  

A figura 2B corresponde a representação em termos de resistências do circuito 

de passagem do fluido, onde as resistências em série e em paralelo são representadas 

pelos capilares e as vias de circulação transmembranar, respectivamente. A 

descelularização pulmonar ocorre mantendo a veia pulmonar aberta para a atmosfera 

(PPV=0). Assim, mensurando continuamente a V’PA e a PPA calcula-se a resistência 

vascular (Rv), onde Rv=PPA/V’PA. No experimento o qual a descelularização por 

perfusão ocorre através da artéria pulmonar com a veia pulmonar ligada (V’PV=0; 

V’PA=V’TM), a Rv avaliada corresponde à da via transmembranar. 
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Figura 2.  Diagrama de descelularização de pulmão por perfusão através da artéria pulmonar. PPA e V'PA 

são pressão e fluxo na artéria pulmonar. PPV e V'PV são pressão e o fluxo na veia pulmonar. V'TM é o fluxo 

médio deixando os capilares para os alvéolos através da membrana alvéolo-capilar. Palv é a pressão 

alveolar (A). Resistências capilares de série e resistências transmembranares paralelas correspondentes ao 

circuito (B). Nota: figura do autor. 

 

Para caracterizar as propriedades mecânicas vasculares ao longo do processo de 

descelularização pulmonar realizada sob diferentes condições de perfusão foi utilizado o 

sistema experimental mostrado no diagrama da figura 2. A traqueia foi canulada e 

conectada a um gerador de fluxo contínuo de pressão positiva nas vias aéreas (CPAP) 

para fornecer uma pressão traqueal (transpulmonar) de 10 cmH2O, insuflando os 

pulmões a um volume fisiológico e evitando atelectasias. A pressão traqueal foi 

verificada por um transdutor de pressão (ICU Medical Inc., San Clemente, CA, EUA).  
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O fluxo transmembranar V’TM de entrada nas vias aéreas dos capilares saiu do 

pulmão através de uma porta na entrada da cânula traqueal. A artéria pulmonar foi 

canulada e ligada a uma das duas possíveis fontes de perfusão controlada, de pressão 

constante (nível gravimétrica) ou de fluxo constante gerado por uma bomba de infusão 

(Harvard Apparatus, Holliston, MA, EUA). Em ambos os casos, um transdutor de 

pressão (ICU Medical Inc., San Clemente, CA, EUA) foi utilizado para mensurar a PPA. 

A veia pulmonar foi mantida aberta para a atmosfera para permitir que a saída de V’PV 

ou, alternativamente, ligada sendo V’PV=0. Quando a perfusão foi realizada a PPA 

constante, V’PA foi quantificada a partir da variação do peso registrado por uma balança 

eletrônica V’ TM+V’PV ou somente V’TM (no caso da veia pulmonar ligada), de acordo 

com a figura 3. 

 

 

 

 

 

Figure 3. Desenho experimental do estudo.  

Nota: CPAP: pressão positiva contínua na via aérea. Ptr: transdutor de pressão para mensurar a pressão 

traqueal. Tr: canulação traqueal. PA e PV: artéria pulmonar e veia pulmonar canuladas, respectivamente. 

PPA: transdutor de pressão para medir a pressão da artéria pulmonar. V'PA e V'PV: fluxo na artéria e veia 

pulmonar, respectivamente. V'TM: fluxo deixando os capilares para os alvéolos através da membrana 

alvéolo-capilar. Δm alteração do peso medido na balança eletrônica durante um intervalo de tempo Δt. d: 

densidade do meio de perfusão. Figura da autora. 
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3.6. Descelularização dos pulmões 

 Inicialmente, os camundongos foram anestesiados com uretano (1 mg/kg, 

intraperitoneal), de acordo com protocolo padrão adotado pelo laboratório e 

posteriormente eutanasiados por exsanguinação da aorta112. Imediatamente após a 

eutanásia, o diafragma foi perfurado e a caixa torácica rebatida para a visualização dos 

pulmões.  

Os pulmões dos camundongos foram perfundidos através do ventrículo direito 

com uma solução tampão de fosfato (PBS) contendo 50 U/ml heparina e 1μg/ml de 

nitroprussiato de sódio (Sigma Chemical Co. ., St. Louis, MO, USA) para evitar 

formação de coágulos sanguíneos.  

A seguir, a traquéia, o esôfago, o coração e os pulmões foram retirados e os 

tecidos limpos para remover esôfago, tecidos linfáticos e conjuntivos anexos. O 

protocolo de descelularização dos pulmões compreendeu as etapas de coleta, limpeza, 

congelamento e descongelamento, lavagem com SDS e PBS26. 

Os pulmões foram armazenados a -80º C até que o processo de descelularização 

fosse iniciado. Os pulmões foram, posteriormente, descongelados em banho-maria a 

40ºC e congelados rapidamente em gelo seco, seguido por descongelamento. Este 

processo foi repetido quatro vezes para aumentar a quebra celular e facilitar a sua 

remoção.  

Após a canulação da traqueia e da artéria pulmonar, estas foram conectadas ao 

sistema experimental adotando a seguinte sequência de meios descelularizantes, 

perfundidos através da artéria pulmonar, (1) PBS 1x, durante 30 minutos, (2) agua 

deionizada durante 15 minutos, (3) 1% de SDS, durante 150 min e (4) PBS durante 30 

minutos.  

O processo de descelularização foi realizado em diferentes condições mecânicas, 

enquanto se mantinha a veia pulmonar aberta (sendo procedimento convencional), os 

agentes descelularizantes eram perfundidos de acordo com (1) uma pressão constante de 

PPA=20 cmH2O (8 pulmões), e (2) com fluxos constantes V”PA de 0,2 ml/min (8 

pulmões) e de 0,5 ml/min (5 pulmões).  

Também foi realizada uma outra sequência de descelularizações pulmonares, a 

uma pressão constante de PPA=20 cmH2O de tal modo que a veia pulmonar foi 

ciclicamente mantida aberta e ligada a cada 5 minutos, permitindo assim a comparação 

de V’TM e V’PV ao longo de todo o processo de descelularização.
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Figura 5. Descelularização por perfusão fluxo 0.2 e 0.5 ml/min  

 

                                     

 

 

 

 

Figura 4. Descelularização por perfusão 20cmH2O 

 

  

Figura 6. Pulmão fresco(direita) e pulmão descelularizados 

(esquerda) 
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3.7. Avaliação do processo de descelularização 

3.7.1. Quantificação de DNA e dos componentes da matriz extracelular nos 

pulmões descelularizados 

Após o processo de descelularização, os pulmões (assim como 3 pulmões 

nativos para comparação) foram divididos em lobos e fixados por infusão bronquial de 

composto de temperatura ótima para corte (Optimal Cutting Temperature compound-

OCT, Sakura Finetek Inc., USA) e PBS em uma proporção de 3:1, depois foram 

submetidos a um congelamento rápido em nitrogênio líquido, sendo posteriormente 

armazenados a -80ºC. As criosecções (10-15 µm) de amostras congeladas de pulmões 

foram obtidas em um criomicrótomo (Cryostats, Thermo Fisher Scientific, Waltham, 

MA, USA). Para verificar a ausência de DNA celular após o processo de 

descelularização, foi realizada a coloração fluorescente com o corante 4’-6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI).  

As criosecções foram lavadas com PBS, a fim de remover o OCT e mantidos em 

solução DAPI (Sigma-Aldrich Co. LLC, USA), a uma concentração de 1µg/ml, por dez 

minutos. As proteínas de matriz extracelular, o colágeno, a elastina e a laminina nos 

pulmões descelularizados foram avaliadas por coloração imunofluorescente para cortes. 

Para este fim, as amostras após serem lavadas com  PBS, foram fixadas a 70% de 

metanol mais 30% de acetona por 5 minutos em temperatura ambiente, então 

bloqueadas com PBS 1x e 10% soro fetal bovino por 30 minutos e incubadas durante a 

noite com anticorpos primários.  

Foram utilizados os anticorpos anti-colágeno-I (Abcam Plc, Cambridge, UK), 

anti-laminina (Sigma-Aldrich Co. LLC, USA), anti-colágeno-III (Abcam Plc, 

Cambridge, UK), anti-colágeno-IV (Santa Cruz Biotechnology Inc., Texas, USA), anti-

elastina (Santa Cruz Biotechnology Inc., Texas, USA).  Os anticorpos primários foram 

detectados utilizando-se anticorpos secundários apropriados e as criosecções lavadas 

três vezes com PBS 1x por 5 minutos cada lavagem. Os anticorpos secundários diluidos 

em PBS 1x e incubados por 60 minutos.  

As imagens das regiões de interesse foram obtidas com uma câmera digital 

(CCD-EM C9100 Hamamatsu, Tokyo, Japan) acoplado a um microscopio invertido 

fluorescente (Ti-Eclipse Nikon, Tokyo, Japan) com uma ampliação de 10x e operado por 

um software comercial (NIS-Elements C Microscope Imaging Software, Nikon 

Instruments Inc, Tokyo, Japan).  
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Os níveis restantes de DNA no scaffold após os procedimentos de perfusão 

foram avaliados em três pulmões descelularizados selecionados aleatoriamente e em um 

pulmão nativo. Uma amostra do  lóbulo direito de cada pulmão foi seca e pesada e o seu 

DNA genómico total foi isolado usando spin-column baseado no  PureLinks® Mini Kit 

de Genomic DNA (InvitrogenTM, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA.) de 

acordo com as instruções do fabricante. A cadeia dupla de DNA  foi mensurada por 

espectrofotometria (NanoDrop 1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) e 

normalizada pelo peso do tecido.  

 

3.7.2. Microscopia de contraste de fase 

 As imagens de contraste de fase foram realizadas depois de completa eliminação 

do OCT e as amostras mantidas em PBS 1 x em temperatura ambiente durante a 

aquisição de imagem. A obtenção das imagens foi através de uma câmera digital 

(Marlyn F145, Allied V.T., Germany) operado por um software Vision Assistant 

(National Instruments, Texas, USA) e acoplado a um microscópio invertido óptico 

modelo TE2000 (Nikon, Tokyo, Japan).  

 

3.8. Avaliação da elastância pulmonar  

Para avaliar as potenciais alterações induzidas pelo procedimento de perfusão 

sobre as propriedades mecânicas do órgão foi analisado o comportamento da elastância 

pulmonar. As elastâncias dinâmica (Edyn) e estática (Est) pulmonares foram avaliadas 

em órgãos adicionais (3 pulmões nativos e 11 pulmões acelulares) imediatamente após 

o processo de descelularização. Para caracterizar a relação pressão-volume em 

condições mecânicas semelhantes às da respiração fisiológica normal, os pulmões foram 

submetidos à ventilação mecânica convencional, seguindo um protocolo já descrito 

detalhadamente na literatura47,113-114.  

Os pulmões foram canulados pela traqueia, suspensos verticalmente por ação da 

gravidade e colocados dentro de uma câmara (32°C e 100% de humidade). Um 

pneumotacógrafo foi conectado a entrada da cânula para mensurar o fluxo traqueal pela 

sensibilidade de queda pressórica através do pneumotacógrafo com um transdutor 

diferencial de pressão (Hans Rudolph Inc., Shawnee, USA). A pressão traqueal foi 

verificada através da conexão de um transdutor de pressão na porta lateral localizada 

entre o pneumotacógrafo e a cânula.  
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A entrada do pneumotacógrafo foi conectada à uma peça em Y de um ventilador 

mecânico volumétrico (MV215, Montevideo, UY) projetado para a ventilação artificial 

de roedores115. Os pulmões foram submetidos á ventilação mecânica convencional com 

um padrão quasi-sinusoidal de fluxo com um volume corrente de 10 ml/kg de peso do 

camundongo, uma frequência respiratória de 100 ciclos/min e uma pressão expiratória 

positiva final de 2 cmH2O, para contrabalançar a ausência da pressão pleural fisiológica 

negativa em repouso. Os sinais de fluxo e de pressão dos transdutores foram 

analogicamente filtrados, amostrados e armazenados para posterior análise.  

As Est e Edyn foram verificadas por meio da técnica de oclusão ao final da 

expiração realizada suprimindo um botão correspondente no ventilador mecânico, como 

desmonstrado na figura 4. Após a oclusão ao final da expiração, observa-se uma queda 

rápida da pressão traqueal (DP1) até um ponto de inflexão (com pressão Pi), a partir daí 

ocorre uma queda lenta (DP2) lenta que decorre até um platô (PEL) o qual equivale à 

pressão de retração elástica do pulmão. Considerando que DP1 está associada com a 

pressão dissipada contra a resistência pulmonar, DP2 reflete propriedades viscoelásticas 

do tecido ou o fenômeno de pendelluft. Levando-se em conta o valor de pressão pré-

inspiratória (Po), a elastância estática pulmonar (Est) é calculada como o ajuste da 

pressão de platô (Pel-Po) gravada após 5s de oclusão dividida pelo volume corrente.  

A Edyn é mensurada dividindo-se a pressão do ponto de inflexão ajustada (Pi-

Po) pelo volume corrente47,113. Para cada pumão nativo e descelularizado, as Est e Edyn 

foram obtidas a partir de cinco oclusões ao final da inspiração, cada uma realizada 

depois de 1 min de ventilação mecânica normal. Podemos observar as curvas de fluxo e 

pressão traqueal em relação ao tempo de acordo com o protocolo de cálculo através do 

método da pausa inspiratória na figura 4. 

 

 

 

Figura 7. Curvas fluxo e pressão traqueal em relação ao tempo. 
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3.9. Protocolo experimental para avaliar a resistência vascular sob diferentes 

pressões traqueais e vasculares 

Para mensurar o comportamento da mecânica vascular de pulmões de ratos 

descelularizados, a traqueia, após ter sido canulada foi conectada a um gerador de fluxo 

CPAP para fornecer uma pressão traqueal (transpulmonar) variando de 0 a 15 cmH2O. 

A artéria pulmonar foi canulada e conectada a um sistema de perfusão com pressão 

constante, controlada por nível gravimétrico, de infusão de PBS variando de 5 a 30 

cmH2O. Em sequência, um transdutor de pressão (ICU Medical Inc., San Clemente, 

CA, EUA) e um transdutor de pressão diferencial (ICU Medical Inc., San Clemente, 

CA, EUA) permitindo verificar a pressão (PPA) e o fluxo (V'PA) na entrada da artéria 

pulmonar, respectivamente. Estes sinais dos transdutores foram analogicamente 

filtrados, amostrados e armazenados para análise posterior. Assim, aferindo 

continuamente V'PA e PPA foi possível realizar o cálculo da resistência vascular (Rv) 

como Rv = PPA / V'PA. 

 

3.10. Análise estatistica 

Estudo 1 

 A análise estátistica foi realizada no software Sigma stat 2.0. Todos os valores 

foram expressos em média e erro padrão da média (EPM). Os valores de resistência 

vascular (Rv) foram comparados com os valores no início e no final do processo, pelas 

médias do testes-t pareado. Foi utilizada a ANOVA de dois caminhos na comparação 

das alterações no fluxo (V’TM vs. V’PV), sob perfusão de pressão constante, sendo o 

tempo decelularização e ligadura das veias pulmonares o dois fatores analisados. A 

ANOVA de um caminho foi utilizada para avaliar as alterações nas elastâncias 

pulmonares induzidas pelos diferentes procedimentos de perfusão. A significancia 

estatistica foi considerada quando o valor de p<0.05. 

 

Estudo 2 

A análise estátistica foi realzada no software Sigma stat 2.0. Todos os valores 

foram expressos em média e erro padrão da média (EPM). Os valores de resistência 

vascular (Rv) e fluxo (V'PA) foram comparados com os valores em cada pressão na 

artéria pulmonar (5 a 30 cmH2O) e traqueal (0 a 15 cmH2O) por meio de testes-t 

pareados. 
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4. RESULTADOS 

Os resultados da presente tese estão apresentados no formato de artigos. O 

estudo I, intitulado ‘Pressure and flow-controlled media perfusion differently modify 

vascular mechanics in lung decellularization’ foi publicado no periódico Journal of the 

Mechanical Behavior of Biomedical Materials e o estudo II, intitulado “Behaviour of 

vascular resistance undergoing various pressure insufflation and perfusion on 

descelularized lungs” foi submetido para publicação no periódico Plos One.  

 

4.1- Estudo I  

Perfusão por pressão e fluxo controlados modificam o comportamento da 

mecânica vascular na descelularização pulmonar? 

4.1.1- Introdução 

A bioengenharia pulmonar surgiu recentemente como uma potencial alternativa 

na obtenção de órgãos disponíveis para o transplante nos próximos anos16,104,116,117. De 

acordo com essa abordagem, os pulmões gerados biologicamente gerados ajudariam na 

redução das atuais longas filas de espera para transplante e também atenderiam ao 

aumento da demanda por órgãos causada pelo envelhecimento progressivo da população 

em ambos os países desenvolvidos e em desenvolvimento91. Apesar de estudos 

experimentais já terem estabelecido provas convincentes sobre a viabilidade de 

bioengenharia de pulmão16, 104, vale ressaltar que se trata de um campo de conhecimento 

novo e pouco explorado cientificamente. 

Dada a complexidade estrutural do pulmonar, que apresenta tipicamente 300 

milhões de alvéolos, cada um com um diâmetro de 300 milímetros, separados a partir 

dos capilares com um diâmetro de 10 mm e por uma membrana com uma espessura de 

3 mm e a superfície aproximada de 70 m2 e a incapacidade das tecnologias atuais para a 

construção de uma estrutura 3D em micro-escala, a abordagem da bioengenharia 

pulmonar baseia-se na utilização de scaffols pulmonares obtidos a partir de órgãos 

naturais15, 26.  

O conceito da biofabricação pulmonar parte inicialmente da descelularização de 

um órgão que não estaria disponível para o transplante e, em seguida, usar o seu 

scaffold acelular como uma matriz para o cultivo de células tronco, que após a sua  

proliferação e diferenciação, regenerariam um novo pulmão16,104,118. 
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O procedimento para descelularização pulmonar, ou de qualquer outro órgão 

deve ser suficientemente agressivo no sentido da eliminação de todo o material celular 

do órgão doador e ao mesmo tempo deve ser bastante conservador no sentido de 

preservar a estrutura e a  composição do sua matriz extracelular11. O processo de 

obtenção de pulmões acelulares ainda não esta claramente estabelecido, pois diferentes 

protocolos publicados na literatura têm demonstrado a viabilidade de  fornecer scaffolds 

pulmonares com qualidade razoável em termos de baixa carga de DNA do doador 

associados a uma matriz extracelular com estrutura e composição preservada16,106,107,119. 

O procedimento de perfusão com diferentes agentes descelularizantes (água 

deionizada, detergentes e enzimas) através do circuito vascular do órgão é um 

procedimento convencional na eliminação de materiais celulares do doador uma vez que 

uma ampla distribuição da rede capilar dentro do órgão permite tanto a distribuição dos 

agentes descelularizantes por difusão a curta distância de qualquer célula, quanto à 

lavagem dos detritos resultantes. Especificamente para os pulmões, vários estudos 

experimentais em órgãos de animais e em humanos têm demonstrado que a perfusão de 

agentes descelularizantes através da artéria pulmonar permite a descelularização 

adequadada não somente das paredes do vaso, mas também na eliminação de células do 

parênquima pulmonar e das paredes das vias aéreas108-110,120-121. 

A perfusão de agentes descelularizantes através da artéria pulmonar é um 

processo que pode ser realizado manualmente32,105-107. No entanto, este processo não 

permite controlar facilmente a taxa de infusão, podendo gerar danos aos pulmões. 

Alternativamente, agentes descelularizantes podem ser infundidos, de maneira 

controlada por pressão ou fluxo na artéria pulmonar.  

As evidências científicas atuais são limitadas quanto a estes procedimentos 

sugerindo que tanto por fluxo quanto por pressão controlados podem resultar em 

scaffolds pulmonares descelularizados e bem conservados. De fato, estudos recentes 

compararam métodos de perfusão (pressão vs.fluxo controlado e manual 

vs.automatizado) em termos de eliminação dos materiais celulares do doador no 

scaffold, preservação da composição e estrutura da matriz extracelular, e a adequação do 

scaffold como substrato acelular para a futura cultura de células tronco108-111. No 

entanto, nenhum desses estudos investigou o comportamento da resistência vascular 

pulmonar. Notavelmente, cada protocolo de perfusão apresenta vantagens e 

desvantagens do ponto de vista da mecânica dos fluidos.  
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Por um lado, controlar a pressão de perfusão na artéria pulmonar garante que 

nenhum barotrauma seja induzido no scaffold, porém, o acúmulo de detritos gerados 

pela lise das células poderia reduzir fortemente o fluxo ou mesmo interrompê-lo em 

caso de pressão insuficiente. Por outro lado, controlar o fluxo infundido na artéria 

pulmonar garante uma quantidade de agentes descelularizantes, mas - também devido 

ao acumulo de detritos – pode induzir um aumento de  pressão dentro dos vasos 

pulmonares com risco de danificar a membrana alvéolo-capilar. No entanto, de acordo 

com o nosso conhecimento, nenhum estudo ainda investigou esta questão. 

Acreditamos que compreender a dinâmica de fluidos com perfusão de agentes 

descelularizantes durante o processo de descelularização pulmonar pode fornecer 

conhecimentos que busquem otimizar o processo, tanto para fins de investigação 

científica quanto para viabilizar a automação de alto rendimento na produção de 

scaffolds pulmonares. Assim, este estudo objetivou caracterizar a relação pressão/fluxo 

na vasculatura pulmonar e estudar o comportamento da resistência vascular dependente 

da pressão ou fluxo controlados, quando aplicados diferentes protocolos de perfusão por 

agentes descelularizantes no processo de descelularização pulmonar. 

 

4.1.2- Resultados 

 Como esperado a partir de estudos anteriores108, o protocolo de descelularização 

por pressão vs. fluxo controlados não resultou em diferenças aparentes em termos de 

manutenção da estrutura do scaffold e composição dos principais componentes da 

matriz extracelular  (Figura 8). De fato, quando comparados os pulmões nativos aos 

scaffolds não foi observada a presença de núcleos celulares, de acordo com a análise 

DAPI. O contéudo de genoma de DNA no scaffold descelularizado foi de 29.377.0 

ng/mg (abaixo de 50 ng/mg sugerido por Crapo et al.28) que representa 7,5% do 

contéudo de DNA no pulmão nativo (392,8 ng/mg).   

Além disso, podemos observar também na Fugura 8 que componentes relevantes da 

matriz extracelular como a elastina, a laminina e os colágenos I, III e IV mantiveram-se 

praticamente inalterados nos pulmões descelularizados e as estruturas alveolares e 

vasculares também foram preservadas.  

Observando os dados sobre elastância pulmonar, foi observado que os diferentes 

processos de descelularização utilizados não induziram alterações significativas nas 

propriedades mecânicas do órgão.  
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Figura 8. Coloração fluorescente de DAPI em pulmões nativos e descelularizados.  

Nota: Os pontos azuis (ausentes no pulmão descelularizado) correspondem aos núcleos celulares. A 

coloração com azul difusa no pulmão acelular corresponde a autofluorescência da matriz extracelular 

(MEC). As imagens de imunofluorescência em pulmões nativos e descelularizados por perfusão 

(fluxo e pressão controlados) apresentaram marcações para diferentes componentes da MEC 

(colágeno I, III e IV, laminina e elastina) e imagens de contraste de fase. Barra de escala = 100 um.  

 

Como mostrado na Figura 9, os valores das elastâncias pulmonares (Est e Edyn) 

mensurados nos órgãos acelulares foram muito próximos em relação aos procedimentos 

de perfusão por pressão constante e fluxo constante, sendo que estes estão ligeiramente 

mais baixos do que os correspondentes ao pulmão nativo. 

 

 

Figura 9. Elastâncias estática (Est) e dinâmica (Edyn) pulmonar computadas por meio de oclusão ao final 

da expiração durante a ventilação mecânica convencional.  

Nota: As medidas foram realizadas em pulmões nativos e descelularizados por perfusão de pressão 

constante (Pressão) e por perfusão de fluxo constante de 0,2 ml/min e 0,5 ml/min (Fluxo 0,2 e Fluxo 0,5; 

respectivamente). Os asteriscos indicam p< 0,05. 
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A Figura 10 demonstra a evolução no tempo do fluxo V'PA durante o processo de 

descelularização pulmonar através de pressão de perfusão constante (veia pulmonar 

aberta para a atmosfera). A V'PA apresentou uma considerável redução quando a água 

deoinizada foi perfundida e esta redução de fluxo persistiu durante a perfusão com o 

detergente SDS. Com a perfusão final de PBS, foi observado um aumento consideravel 

do fluxo, com um V'PA final similar à anterior ao processo de descelularização.  

Consistentemente, a resistência vascular correspondente a Rv apresentou um 

aumento repentino e considerável de 29,1 ± 3,0 cm H2O/(ml/min) (perfusão anterior de 

água deionizada) para um máximo de 664,1 ± 164,3 cmH2O/(ml/min) (p<0,05), durante 

a perfusão de meios descelularizantes, regredindo ao final do processo para um valor 

(47,8 ± 6,5 cm H2O / (ml/min) próximo aos valores iníciais do processo de 

descelularização (p> 0,05). 

A descelularização por perfusão de fluxo constante (Figuras 11 e 12) resultou em 

um aumento considerável na pressão da artéria pulmonar (PPA) para valores até 42,4 ± 

14,1 cmH2O e 66,4 ± 2,2 cmH2O para V'PA de 0,2 ml/min e 0,5ml/min, respectivamente. 

No entanto, após a perfusão final com PBS, a PPA retomou aos valores próximos àqueles 

anteriores a aplicação dos meios descelularizantes. Em comparação ao observado na 

perfusão de pressão constante (Figura 10), os valores máximos de resistência vascular 

(Rv) (211,7 ± 70,5 cmH2O/(ml/min) e (114,4 ± 13,9 cmH2O/(ml/min) de V'PA 0,2 

ml/min e 0,5 ml/min; respectivamente) aumentaram (p <0,05 em ambos os casos) em 

relação aos valores pré-descelularização (79,5 ± 5,1 cmH2O / (ml/min) e (49,9 ± 3,3 cm 

H2O / (ml/min) para V'PA de 0,2 ml/min e 0,5 ml/min, respectivamente.  

No entanto, os aumentos de Rv por perfusão de fluxo constante foram muito 

menores do que os obtidos por perfusão de pressão constante (Figura 10). 

Notavelmente, o aumento de Rv observado em VPA = 0,5 ml/min foi particularmente 

baixo. Ao final do processo de descelularização por constante de fluxo, os valores de Rv 

foram (57,5 ± 7,9 cmH2O / (ml/min) e 39,5 ± 3,2 cmH2O / (ml/min) para V'PA de 0,2 

ml/min e 0,5 ml/min, respectivamente) semelhantes aos inicial (p> 0,05 em ambos os 

casos). 
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Figura 10. Pressão (PPA) e fluxo (V’PA) na artéria pulmonar durante a descelularização pulmonar por 

perfusão de pressão constante (PPA=20 cmH2O), com veia pulmonar aberta para atmosfera. Nota: 

Correspondente a resistência vascular (Rv). Os dados estão expressos  em média±EPM. PBS (solução de 

tampão fosfato), H2O (água deionizada) e de SDS (detergente dodecil sulfato de sódio) indicam os 

tempos de perfusão com o diferentes agentes descelularizantes. 
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Figura 11. Pressão (PPA) e fluxo (V’PA) na artéria pulmonar durante a descelularização pulmonar por 

perfusão de  fluxo constante (V’PA=0.5 ml / min), com veia pulmonar aberta para atmosfera. Nota: 

Correspondente a resistência vascular (Rv). Os dados estão expressos  em média±EPM. PBS (solução de 

tampão fosfato), H2O (água deionizada) e de SDS (detergente dodecil sulfato de sódio) indicam os 

tempos de perfusão com o diferentes agentes descelularizantes. 
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Figura 12. Pressão (PPA) e fluxo (V’PA) na artéria pulmonar durante a descelularização pulmonar por 

perfusão de  fluxo constante (V’PA=0.2 ml / min), com veia pulmonar aberta para atmosfera. Nota: 

Correspondente a resistência vascular (Rv). Os dados estão expressos  em média±EPM. PBS (solução de 

tampão fosfato), H2O (água deionizada) e de SDS (detergente dodecil sulfato de sódio) indicam os 

tempos de perfusão com o diferentes agentes descelularizantes. 
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Na figura 10 podemos observar a comparação do fluxo V'PA medido em toda 

processo de descelularização por perfusão com pressão constante (PPA=20 cmH2O), 

quando a veia pulmonar estava aberta (V'PA=V'TM + V'PV) e quando ela foi ligada (V'PV 

= 0). Tal como esperado, o fluxo variou significativamente com ao longo do processo 

de descelularização (p>0,05) e não houve diferença significativa se a veia pulmonar 

estivesse aberta ou não (p>0,05). Tendo em conta o esquema de circuito na Figura 2B, 

que mostra a distribuição de V'PA em V'TM e V'PA, a semelhança de fluxo mensurado em 

ambas as condições indicam que a via através da membrana alvéolo-capilar foi a 

principal rota de trânsito de agentes descelularizante durante a descelularização, 

especialmente quando a água deoinizada e detergente SDS foram infundidos. 

                      

Figura. 13. Fluxo através da artéria pulmonar (V’PA) medida durante o processo de descelularização 

pulmonar por perfusão de pressão constante (PPA=20 cmH2O), com veia pulmonar aberta para atmosfera 

(●) e com veia pulmonar ligada (■). 

Nota: Os dados estão expressos  em média±SE. PBS (solução de tampão fosfato), H2O (água deionizada) 

e de SDS (detergente dodecil sulfato de sódio) indicam os tempos de perfusão com o diferentes agentes 

descelularizantes. 

  

 

 

 



33 

 

 

 

4.1.3 - Discussão 

De acordo com o nosso conhecimento, este é o primeiro estudo que avalia o 

comportamento das variáveis da dinâmica dos fluidos vasculares envolvidas no 

processo de descelularização pulmonar. Mensurar a relação pressão-fluxo ao longo de 

todo o processo de descelularização sob diferentes regimes de perfusão, pressão e fluxo 

controlados, permitiu caracterizar um importante processo na bioengenharia de pulmão 

para a obtenção de um scaffold acelular  que se baseia na circulação dos meios ao longo 

de toda a rede vascular e de vias aéreas do órgão.  

Especificamente, três principais afirmações foram extremamente relevantes para 

o estudo. Em primeiro lugar, a resistência vascular apresentou variações consideráveis 

ao longo do processo de descelularização, particularmente para a perfusão controlada 

por pressão. Segundo, a perfusão por controle de fluxo aumentou a pressão no interior 

do sistema vascular, mas, dada a dependência da resistência de pressão inversa, a 

pressão vascular foi menor do que o esperado a partir dos valores de resistência vascular 

medidas sob regime controlado por pressão. Em terceiro, os meios descelularizantes 

infundidos pela artéria pulmonar circulam principalmente para o compartimento de vias 

respiratórias através da membrana alveolo-capilar, deixando uma menor fração para o 

circuito vascular pulmonar através da veia pulmonar.  

Existem evidências científicas concretas de que os pulmões podem ser 

descelularizados através de diferentes protocolos que consistem em uma combinação de 

técnicas aplicadas na obtenção de scaffolds acelulares em órgãos e tecidos14-

16,32,73,122,123. Apesar destas evidências, a comparação de protocolos de descelularização 

pulmonares ainda não foi mostrada e, portanto, não há nenhuma conclusão de qual seja 

o protocolo ideal. De fato, essa comparação exige o uso de combinações quase infinitas 

de agentes físicos, químicos e enzimáticos, incluindo diferentes concentrações possíveis 

de cada agente descelularizante associada a diversos tempos de cada etapa.  

Embora este fato possa ser visto como uma desvantagem, experiências práticas 

já publicadas consolidaram diferentes protocolos que realmente podem ser aplicados na 

obtenção de scaffolds pulmonares viáveis de camundongos,107 ratos103,121, porcos120, 

primatas 124,125 e até em órgãos humanos109,110,119,126. Independentemente da definição da 

sequência específica de agentes descelularizantes a ser empregada, o qual pode ser 

diferente entre laboratórios, um problema comum é que estes agentes são perfundidos 

através do órgão.  



34 

 

 

 

A idéia é conseguir a melhor distribuição possível dos agentes descelularizantes 

dentro do órgão visnado alcançar todas as células presentes. Na maioria dos órgãos 

(coração, rim, pulmão), a única rota disponível é a circulatória. O pulmão, no entanto, 

tem um percurso adicional possível para os agentes descelularizantes que pode ser 

através da traqueia. Na verdade, ambas as rotas (traqueia ou artéria pulmonar) isoladas 

ou combinadas têm sido utilizadas para descelularizar efetivamente os pulmões47,103,108-

110,113,114,120,123.  

Este estudo foi focado em perfundir os agentes descelularizantes através da rede 

vascular, uma vez que é a rota mais convencional nos pulmões e a única disponível em 

outros órgãos relevantes. A perfusão pela artéria pulmonar foi realizada utilizando os 

valores comuns na literatura15, tanto pela aplicação de baixa pressão fisiológica de 20 

cmH2O (~15 mmHg) na artéria pulmonar ou os fluxos correspondentes em condições 

normais (0,2-0,5 ml / min)127. 

O acúmulo de detritos celulares gerados pela aplicação de água deionizada 

(ruptura da membrana da célula por choque osmótico) causou um aumento de 10 vezes 

na resistência vascular. De fato, como demonstrado na Figura 7, o fluxo de perfusão se 

apresenta ligeiramente aumentado ao longo dos primeiros 30 minutos de perfusão com 

PBS, provavelmente pela a eliminação de componentes sanguíneos restantes após a 

excisão do pulmão. Imediatamente após a aplicação de água deionizada, o fluxo  

reduziu consideravelmente e manteve-se baixo com subsequente discreto aumento 

durante toda a perfusão do detergente.  

Por fim,  quando o PBS foi aplicado para lavar o circuito, o fluxo aumentou (a 

resistência vascular diminuiu) como resultado de uma redução na viscosidade após a 

eliminação de SDS128,129, recuperando os valores de  fluxo e de resistência vascular 

próximos aos verificados antes de se iniciar o processo de descelularização. É 

interessante notar que tal como refletido na Figura 10, praticamente todo o fluxo 

perfundido através da membrana alveolo-capilar deixa o circuito vascular através da 

veia pulmonar.  

Este fato explica porque a descelularização por perfusão através da rede vascular 

do órgão funciona. Na situação em que a maioria dos agentes descelularizantes circula 

no circuito vascular, eles não seriam capazes de atingir toda a extensão do órgão, desse 

modo não permitindo o completo processo de descelularização do parênquima dos 

órgãos e as paredes das vias respiratórias. 
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De acordo com o valor da resistência vascular encontrada durante a aplicação de 

água deionizada sob regime de pressão controlada seriam esperados valores elevados de 

pressão vascular a um um fluxo constante (Figura 7). Por exemplo, para um fluxo de 

perfusão de 0,5 ml/min, se a resistência vascular foi ~600 cmH2O/(ml/min), a pressão 

durante o  fluxo controlado atingiria ~300 cmH2O. No entanto, o pico de pressão 

observado quando a água deoinizada foi perfundida, foi muito menor (60 cmH2O), 

indicando que a resistência ao fluxo através da membrana alveolo-capilar reduziu ou 

que manteve um elevado fluxo de 0,5 ml/min, permitindo uma melhor lavagem dos 

detritos celulares devido a indução de uma redução na resistência vascular mantendo a 

pressão relativamente baixa (Figura 8).  

De acordo com a Figura 9, podemos observar que a perfusão a um fluxo 

constante de 0,2 ml/min induziu um pico de pressão de ~40 cmH2O. Esta relação 

negativa observada entre a pressão vascular e resistência - que é o esperado de um 

circuito de fluxo típico não-linear e parede rígida - explica por que o scaffold de pulmão 

é razoavelmente bem preservado, independentemente se a  descelularização do pulmão 

foi por fluxo ou pressão controlados14,15,108. 

Como este estudo foi dirigido para a descelularização pulmonar, as suas 

principais conclusões sobre as propriedades mecânicas do circuito vascular durante o 

processo de descelularização por perfusão de agentes através da rede circulatória, 

acreditamos que o mesmo possa ser aplicado para protocolos de descelularização de 

outros órgãos. De fato, tanto a perfusão vascular por pressão ou  fluxo controlado são 

utilizados para a obtenção de scaffolds acelular de rim130,131, fígado132-134 ou de 

coração12,135,136 com valores fisiológicos de pressão e fluxo, assim como neste estudo.  

A única diferença entre estes órgãos e o pulmão é que a membrana capilar 

sistêmica está envolvida em vez da membrana alveolo-capilar, não induzindo uma 

diferença substancial entre os órgãos na dinâmica de fluidos perfundidos, como refletido 

pelo fato de que tanto a pressão e fluxo controlados alcaçaram adequada 

descelularização da membrana com a preservação do scaffold 108-111,145. 

 

4.1.4. Conclusão 

Este estudo demonstrou que a análise do comportamento da dinâmica de fluidos 

na perfusão durante todo processo de descelularização, geralmente negligenciado na 

engenharia de tecidos, fornece relevantes informações garantindo que o processo será 

mantido sob uma área segura das variáveis na preservação do scaffold.  
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Podemos inferir que, parece razoável que o monitoramento mecânico deva ser 

incorporado nos procedimentos de controle de qualidade  automatizado e em futuras 

linhas de produção de scaffolds pulmonares acelulares. Além disso, o monitoramento do 

comportamento da mecânica dos fluidos pode ser útil para planejar os procedimentos 

automáticos otimizados para alcançar scaffolds viáveis com um tempo de processo 

reduzido e, consequentemente com menores custos. Sendo assim, em vez de aplicar um 

procedimento simples de pressão ou de fluxo controlados, poderia ser possível conceber 

estratégias combinadas para aplicação de um processo de perfusão mais eficaz à cada 

um dos passos de todos os agentes descelularizantes. 

 

4.2. Estudo II  

Comportamento da resistência vascular submetida a diferentes pressões de 

insuflação e de perfusão em pulmões descelularizados 

4.2.1 Introdução 

Em 2012, mais de 1300 pacientes se encontravam em lista de espera para um 

transplante pulmonar nos Estados Unidos138 devido a reduzida oferta de doadores de 

pulmões. Considerando que os transplantes pulmonares são complicados devido a  

rejeição crônica e por efeitos adversos do tratamento com imunossupressor139,140, novas 

estratégias se fazem necessárias no sentido de aumentar a disponibilidade de órgãos. 

Recentemente, a geração de órgãos bioartificiais a partir de scaffolds tem sido proposta 

como uma potencial opção alternativa106. No entanto, para resultar em novos órgãos 

funcionais esses scaffolds devem preservar sua estrutura  oferecendo um macro e micro-

ambiente ideal para facilitar a fixação das futuras células a serem implantadas através 

do processo de recelularização11. 

Considerando que as células pulmonares sofrem a ação de diferentes estímulos 

físicos durante a respiração, o scaffold pulmonar também deveria ser submetido aos 

mesmos estímulos de ventilação e perfusão, mimetizando uma respiração normal 

proporcionando um ambiente fisiológico adequado ao cultivo celular no pulmão 

descelularizado.  Em estudo prévio do nosso grupo, demonstramos que existem 

diferenças consideráveis na resistência vascular ao longo do processo de 

descelularização140. No entanto, dados sobre o comportamento da resistência 

circulatória em função das variações das pressões das vias aéreas e vasculares são 

atualmente desconhecidas.  
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Esta informação é de considerável interesse desde que a distribuição adequada 

de células durante a recelularização do scaffold e homing celular subsequente poderiam 

ser modulados pela resistência vascular. O monitoramento do comportamento da 

resistência vascular poderia ser uma ferramenta útil no controle de qualidade do scaffold 

para uma futura produção de alto rendimento140. Dessa forma, este trabalho teve como 

objetivo determinar como a resistência vascular varia dependendo das pressões de 

insuflação pulmonar (pressão traqueal) e de perfusão (arterial pulmonar). 

 

4.2.2. Resultados 

Como mostrado na Fig. 11, a resistência vascular no pulmão descelularizado 

diminuiu de ~ 6-7 cmH2O•min•ml-1 para ~ 3 cmH2O•min•ml-1  quando a pressão 

arterial pulmonar foi aumentada de 5 a 20 cmH20, mantendo-se constante até a 30 

cmH2O no sistema arterial pulmonar. Os valores de resistência vascular não 

dependeram dos valores de pressão positiva contínua nas vias aéreas (CPAP). 

 

Figura 14. Pressão (PPA) e fluxo (V'PA) na artéria pulmonar do pulmão descelularizado submetido a 

variações de pressões arteriais (5-30 cmH2O) e pressões positivas contínua nas vias aéreas (0- 15cmH2O). 

Nota: resistência vascular (Rv). Os dados estão expressos como média ± EPM. 
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4.2.3. Discussão 

De acordo com uma extensa revisão biliográfica, este é o primeiro estudo que 

descreve o comportamento da resistência vascular nos pulmões descelularizados em 

função de variações nas pressões arteriais e das vias aéreas pulmonares. Sabe-se que a 

falta de surfactante nos pulmões descelularizados pode induzir a um colapso alveolar, 

assim, em um estudo anterior foi utilizado o CPAP de 10 cmH2O para manter os 

pulmões insuflados durante o processo de descelularização159. No entanto, não se sabe 

ainda a influência do CPAP sobre a resistência vascular no pulmão acelular. Neste 

estudo foi observado que a resistência vascular no pulmão acelular é quase constante 

dentro de valores de CPAP de 0-15 cm H2O, desde que a pressão na artéria pulmonar 

seja superior a 15 cmH2O. 

Alguns estudos obtiveram sucesso no transplante pulmonar após a reconstrução 

com células-tronco, no entanto esses pulmões realziaram as trocas gasosas no máximo 

até 7 dias14,16. Parece claro, contudo, que a diferenciação e maturação celular necessitam 

ser aperfeiçoadas. Portanto, poderia ser esperado que variações nas pressões arteriais e 

alveolares poderiam influenciar na adesão celular, considerando que quanto menor o 

fluxo no circuito pulmonar menor será a distribuição celular. Assim, de acordo com este 

estudo, podemos sugerir que o valor ideal de fluxo e resistência vascular para uma a 

dinâmica ideal é obtida por valores fisiológicos de pressão arterial pulmonar (15-30 

cmH2O). 

O processo de descelularização elimina completamente células epiteliais 

alveolares tipo II que secretam surfactante pulmonar, tornando esse pulmão mais 

complacente como descrito anteriormente132,160. Com menores valores de elastância, o 

pulmão descelularizado não fornece uma grande força na parede alveolar capaz de 

alterar a resistência vascular, o que pode explicar por que o CPAP apresenta menor 

influência na resistência vascular. 

 

4.2.4 Conclusão 

De acordo com nossos resultados, podemos concluir que a pressão arterial 

pulmonar exerce maior influência sobre o comportamento da resistência vascular nos 

pulmões descelularizados do que a pressão positiva nas vias aéreas. Este estudo fornece 

informações que podem ser relevantes para uma futura recelularização utilizando a 

resistência vascular como um facilitador na distribuição celular  por todo o circuito 

pulmonar. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Como descrito  na seção de contextualização, a bioengenharia pulmonar ainda  é 

um assunto pouco explorado na pesquisa. Embora, avanços relevantes tenham sido 

relatados recentemente, existe uma considerável gama de questões fundamentais e 

práticas que permanecem em  aberto. Os dados disponíveis na literatura refletem 

conhecimentos sobre o processo de descelularização, entretanto existe uma necessidade 

de um protocolo automatizado afim de beneficiar o processo de produção em grande 

escala de scaffolds pulmonares integros e viáveis para recelularização. 

A contribuição deste trabalho de doutoramento pode ser dividido em dois 

momentos, um deles centrado no processo de descelularização e um segundo sobre o 

comportamento vascular do scaffold visando uma futura recelularização. No primeiro 

momento,  os parâmetros de resistência vascular durante a descelularização  foram 

estudados a partir do ponto de vista mecânico. A variável analisada foi o método de 

perfusão utilizado para descelularizar, pressão ou fluxo constante. Além de avaliar o 

comportamento desta variável, o estudo nos permitiu adaptar esse protocolo para 

pulmões de ratos, visto que foi padronizado em pulmões de camundongo. Como 

resposta a hipótese inicial, ambas as metodologias produziram um scaffold ausente de 

DNA do doador com sua MEC preservada, contradizendo alguns autores, 

provavelmente porque foram realizados metódos de descelularização controlados. 

 Subsequentemente a este estudo sobre a metodologia de descelularização 

pulmonar, procedeu-se a caracterização da mecânica vascular do scaffold aplicando 

diferentes pressões traqueais e vasculares para uma potencial abordagem em futuros 

projetos que visam a recelularização de um pulmão acelular. A hipótese era de que 

ambas as pressões (traqueal e vascular) poderiam influenciar a resistência desse scaffold 

pulmonar e, supreendentemente somente pressão vascular influenciou na resistência, 

provavelmente devido a falta de surfactante que induz a um aumento da complacência 

desse scaffold. 

Dado que a bioengenharia de pulmão é uma nova linha de pesquisa no mundo e, 

principalmente no Brasil, a primeira tarefa após o período de 12 meses no laboratório de 

Biofísica da Faculdade de Medicina, na Universidade de Barcelona, foi implementar o 

protocolo aqui apresentado de descelularização pulmonar, afim de dar continuidade aos 

estudos no Brasil.  

 



40 

 

 

 

Considerando o aumento da qualidade de vida da população em geral e o 

crescente aumento no número de idosos temos como uma das consequências o aumento 

do número de doenças pulmonares crônicas que está diretamente ligado ao aumento dos 

custos do Sistema Único de Saúde em relação a medicação, atendimento de urgência e 

emergência, seguridade social, o que consequentemente gera um aumento do número de 

pacientes na fila de espera por um órgão, levando muitos ao óbito pela dificuldade em 

receber um órgão viável e compatível. Acreditamos que, os resultados da presente tese 

possam contribuir de maneira eficaz tornando o processo de obtenção de um órgão para 

o transplante mais rápido, mais viável e mais acessível a toda população, reduzindo 

assim o número de mortes ao redor do mundo. Dessa forma, esses resultados, mesmo 

que de forma inicial, trazem avanços para área da reabilitação pulmonar. 
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