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RESUMO

Uma dificuldade critica da engenharia de tecidos é a criacdo de estruturas que possam
ser utilizadas para o desenvolvimento de um tecido tridimensional complexo ou mesmo
de 6rgdos inteiros. Uma solucdo poderia ser utilizar a propria matriz extracelular do
orgdo, realizando a sua decelularizacdo. Neste processo, ocorre a lise e remocao dos
contetdos celulares, criando um arcabouco bioartificial. Este estudo descreve um
método para desenvolver, e validar, um equipamento para a realizacdo da
decelularizacdo de orgdo inteiro, utilizando o método de perfusdo para transportar
através do 6rgdo o fluido de decelularizagcdo, o que permite a criacdo, in vitro, de um
arcabouco acelular, que mantém a arquitetura tridimensional do 6rgdo. O equipamento
foi concebido para satisfazer diversos protocolos existentes, e pode modificar de forma
controlada a pressdo e o fluxo de perfusdo, a temperatura de cada uma das etapas € 0
procedimento de canulacdo do 6rgdo. O dispositivo foi testado com coracdes de galinha,
e foi eficiente na execucdo do protocolo de decelularizacdo usando o método de
perfusdo. O trabalho mostra toda a evolucdo do projeto e desenvolvimento, mostrando
as melhorias e seus resultados. Para verificar a qualidade do tecido resultante do
processo, 0s coragles decelularizados foram avaliados quanto a sua estabilidade
mecanica, e analises microscopicas e macroscopicas. Ao final, foi desenvolvido um
equipamento capaz de realizar a remocdo do contetdo celular em coracdes e utilizar
diferentes protocolos encontrados na literatura. Algumas alteracbes podem ser
desenvolvidas para melhorar a eficiéncia do equipamento, e para decelularizar outros
Orgdos. Espera-se que 0 equipamento possa ajudar no estudo de caracterizacdo e na
melhoria do processo de remocéo de células, além de permitir futuras adaptacfes para o

processo de repovoamento e uso em heterogéneos tipos de 6rgaos.

Palavras Chave: Decelularizagdo, Bioengenharia, Biomateriais, Decelularizagdo de

Orgéo Inteiro, Processo de Perfusio.



1 INTRODUCAO

O transplante de 6rgdo é uma solucdo definitiva nos casos de falhas e perdas funcionais
do 6rgao do doente. Entretanto, a dificuldade de encontrar doadores tem aumentado a
quantidade de mortes na fila de espera por um transplante. A FIGURA 1.1 mostra a
quantidade transplante realizada, comparada com a necessidade estimada de 6rgdo no
ano de 2015 (ABTO, 2015). Somando esses valores, a quantidade de pacientes que
ainda estdo esperando pelo 6rgdo, é possivel entender a seriedade desse problema.
Ainda entre os pacientes que recebem um 0Orgdo para transplante, existe o risco de
rejeicdo cronica, e os problemas relacionados com terapias imunossupressoras. Alguns
avancos foram feitos na engenharia de tecidos, como em vasos sanguineos (SHIN'OKA;
IMAI; IKADA, 2001) e traqueia (MACCHIARINI et al., 2008), apesar de serem tecidos
que ndo necessitam de uma rede vascular conectada a circulagdo principal, no momento
do transplante. Orgdos inteiros como pulmao, rim, ou coracdo, selecionado para esse
trabalho, precisam dessa rede vascular para realizar a distribuicdo interna de nutrientes e

manutencdo do pleno funcionamento.

20000

15000 B Necessidade

M Transplantes realizados

10000

ol k.-——ﬁ

Cérnea Rim Figado Coracdo Pulmdo Pancreas

FIGURA 1.1 Gréfico do ndmero de transplante realizados e a necessidade estimada no Brasil em 2015.
FONTE: Associacao brasileira de transplante de 6rgao (ABTO, 2015).

Os arcaboucos sdo estruturas que provém suporte para crescimento e manutencao de
novas células. Sdo compostos de matriz extracelular (MEC) e tém ampla variedade de
aplicagdes na medicina reconstrutiva e regenerativa (BADYLAK; FREYTES;
GILBERT, 2009). Atualmente, sdo amplamente utilizados em aplica¢des clinicas como
em feridas (MOSTOW et al., 2005), reconstrucdo do pericardio (BOYD et al., 2010), e

valvulas cardicas (DASI et al., 2009). A decelularizacdo de 6rgdo inteiros pode gerar
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arcaboucos acelulares que rettm a composicdo, a forma, e integridade mecanica do
tecido ou oOrgédo especifico. Varios métodos tém sido criados para remover células de
tecidos e 6rgdo inteiro (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006), incluindo métodos

fisicos, quimicos e enzimaticos.

A criacdo do arcabouco de 6rgdo inteiro a partir da decelularizacdo tem aplicacdo ampla
na medicina regenerativa. A preservacdo das redes vasculares intactas e outras
arquiteturas essenciais do 6rgdo (por exemplo, valvulas cardiacas, rede glomerular e
vias aéreas) fornece uma base ideal para a recelularizacdo ou repovoamento celular. Os
arcaboucos resultantes podem ser utilizados em modelo de cultura ex vivo para criar um
ambiente natural do 6rgdo para modelagem de doencas (MISHRA et al., 2012), e para
investigar a relacdo célula-MEC em tecidos saudaveis e doentes (NELSON; BISSELL,
2006). A MEC pode transmitir informacfes importantes para as células de
repovoamento por meio dos fatores de crescimentos retidos ou sugestdes para nichos

especificos.

Além disso, muitos estudos sdo conduzidos com o objetivo de desenvolver tecnologia
para regeneragdo funcional de Orgdo inteiro decelularizado, utilizando células
especificas, alcancando um orgdo bioartificial regenerado funcional e disponivel para
transplante. Nesse sentido, ja existem também estudos realizados com pulmdes e rins de
ratos que foram regenerados e transplantados (UYGUN et al.,, 2010; SONG et al.,
2013). Os componentes bioquimicos que constituem a MEC séo altamente conservados
entre espécies, e 0s antigénicos de Gal-epitopo associado a matriz ndo provocam
rejeicdo em transplante de Orgdo xenogénico, quando o doador e o receptor sdo de
espécies diferentes, ou dificultam a recelularizagdo (BADYLAK; TAYLOR; UYGUN,
2011).

Porém, muito ainda deve ser feito para melhorar e facilitar completamente o
desenvolvimento de protocolos de decelularizacdo que fornecam o arcabougo desejado
para a aplicacdo, e desenvolver a tecnologia necessaria para criagdo de um 6érgdo
bioartificial plenamente funcional que possa ser transplantado, de forma segura, na
espécie humana. Inclusive, desenvolver e melhorar o protocolo de decelularizagédo e
avaliar a MEC resultante do processo. O protocolo de decelularizacdo ideal seria aquele

que preservasse a composicdo, propriedades fisiologicas, integridade mecéanica da
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matriz extracelular e a estrutura vascular, alem de, seletivamente, eliminar antigenos
alogénicos (obtidos de um doador da mesma espécie) e xenogénicos tdo bem quanto
conteddo celular e nuclear (MOMTAHAN et al., 2014).

1.1 Justificativa

Dentre os desafios da decelularizacdo estd a criacdo de um equipamento capaz de
permitir a remog¢do completa dos debris celulares, cobrindo todas as regides do 6rgéo,
utilizando a perfusdo, e sem afetar a capacidade estrutural da MEC. Tal equipamento foi
desenvolvido e validado no presente estudo. Existem, na literatura, diferentes métodos
que permitem a decelularizacdo do coracdo. Para o método de perfusdo, existem ainda
varias opcdes de diferentes protocolos publicados, ndo sendo muito claro quais desses
apresentaram melhores resultados. Por isso, esse equipamento foi desenvolvido com

objetivo de possibilitar a realizagdo da maioria desses diferentes protocolos.

Uma vez desenvolvido, esse equipamento tem grande potencial para facilitar e
promover o aperfeicoamento das pesquisas e da utilizacdo de biomateriais resultantes da
decelularizacdo, em diversas aplicacdes, além da possibilidade do seu uso para estudos

de recelularizagéo.
1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo geral

Desenvolver um equipamento para realizar decelularizacdo do coracdo pelo método de

perfuséo.

1.2.2 Obijetivos especificos

1. Projetar e desenvolver um controle de rotagdo digital para a bomba de rolete,
2. Projetar e desenvolver um sistema para controle de temperatura,

3. Projetar e montar o circuito de perfuséo,

4. Projetar e desenvolver uma camara de decelularizacgéo,

5. Realizar testes e validar o equipamento.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Protocolos de decelularizagdo

Os protocolos de decelularizacdo mais robustos e eficazes, geralmente, sdo uma
combinacdo de acbes fisica, quimicas e enzimaticas. Protocolos mais complexos
comecam com a lise da membrana celular, utilizando tratamentos fisicos ou solucdes
ibnicas, seguido de separacdo dos componentes celulares da MEC, usando tratamentos
enzimaticos. Posteriormente, € procedida a solubilizacdo de componentes celulares
citoplasmaticos e nucleares usando detergentes, e finalmente, a remogdo de detritos
celulares do tecido. Prosseguindo com a decelularizacdo, todos os produtos quimicos
residuais devem ser removidos para evitar uma resposta adversa entre o tecido
decelularizado e esse produto. A eficacia destes procedimentos pode ser beneficiada

com o uso concomitante de métodos mecanicos.

A escolha dos agentes mais eficazes para a decelulariza¢éo de cada tecido ou 6rgéo vai
depender de muitos fatores, incluindo o tipo de células do tecido, a densidade, teor de
lipidios e a espessura. E importante ter em mente que cada agente de decelularizagio ira
causar uma reacdo na MEC e provocar certo grau de danos a sua estrutura. Minimizacgéo
desses efeitos indesejaveis € o objetivo de decelulariza¢do. O texto abaixo ira fornecer
uma visdo geral dos agentes normalmente utilizados e seus efeitos nos componentes

celulares e extracelulares do tecido.

2.1.1 Agentes guimicos

2.1.1.1 Detergentes

Detergentes i0nicos, ndo ionicos, zwitterionicos solubilizam as membranas celulares e
desassociam as proteinas do DNA, portanto, sdo eficazes na remoc¢édo de material celular
do tecido (COX; EMILI, 2006; GIUSTI et al., 2009). No entanto, esses agentes também
desassociam as proteinas na MCE. A remocdo dessas proteinas pelos detergentes
aumenta com o tempo de exposi¢do (DU et al., 2010). Utilizar uma combinagédo de
detergentes aumenta a perda de proteina da MEC (ALHAMDANI et al., 2010), mas

permite a sua completa remocéo apds a decelularizacdo (CEBOTARI et al., 2010).
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Triton X-100 pode remover efetivamente os residuos celulares de tecidos mais espessos,
como valvulas cardiacas, onde métodos enzimaticos e osmoticos sdo insuficientes,
reduzindo a resposta imunoldgica adversa in vivo, porém com perdas de proteinas da
MEC (MEYER et al., 2006). Pesquisas indicam que o dodecilsulfato de sddio (SDS) é
mais eficaz do que o Triton X-100 para remover nucleos de tecidos e 6rgaos mais
densos, preservando as caracteristicas mecanicas do tecido (NAKAYAMA et al., 2010;
LUMPKINS; PIERRE; MCFETRIDGE, 2008). A adicdo do SDS em um protocolo de
decelularizacdo pode ser o principal fator para aumentar a remocéo de células (YANG
et al., 2010), mas tem a desvantagem associada as perturbacdes estruturais (OTT et al.,
2010; KASIMIR et al., 2003) e de eliminacdo do fator de crescimento (REING et al.,
2010). Assim, SDS é normalmente mais eficaz para a remocdao de residuos de células de
tecido em comparagdo com outros detergentes, mas também é mais prejudicial para a
MEC (DU et al., 2010; KASIMIR et al., 2003; FUNAMOTO et al., 2010).

Para retiradas de lipidios do tecido, detergentes ndo iénicos, como o Triton X-100, sdo
mais eficazes do que os detergentes i6nicos, como o SDS (CEBOTARI et al., 2010;
FEIL et al., 2006). Os detergentes zwitteribnicos, compostos quimicos eletricamente
neutros, sdao mais eficazes para a remocao de células de tecidos finos, tais como o
pulmdo (PETERSEN et al., 2010), e podem ser ineficazes em tecidos mais espessos,

mesmo quando utilizados em combinagdo com SDS (GUI et al., 2009).

Cuidados devem ser tomados para limpar residuos quimicos da MEC, ap6s a
decelularizacéo, particularmente nos detergentes como SDS, que penetram nos tecidos
espessos ou densos. A presenca, ainda que reduzida, desses agentes podem inibir ou até
mesmo anular as propriedades benéficas de utilizagdo da MEC como arcabougo acelular
(FEIL et al., 2006). Mesmo os tecidos finos requerem multiplas (mais de seis) lavagens

para remover completamente os detergentes (CEBOTARI et al., 2010).
2.1.1.2 Acidos e bases

Acidos e bases podem causar ou catalisar a degradacdo hidrolitica de moléculas
organicas. O &cido peracético é um agente de desinfeccdo comum que funciona como
um agente de decelularizacdo pela remocéo de acidos nucleicos residuais, com efeito
minimo sobre a composicéo e estrutura da MEC (GILBERT et al., 2008; HODDE et al.,
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2007). O éacido acético danifica e remove colageno, reduzindo também a resisténcia
estrutural da MEC (DONG et al.,, 2009), mas ndo afeta os glicosaminoglicanos
sulfatados (GAG).

As bases sdo raramente utilizadas exceto para remover pelos da derme durante as fases
iniciais da decelularizagdo. Elas sdo capazes de eliminar os fatores de crescimento da
matriz, e causam redugfes mais significativas das propriedades mecénicas da MEC,

guando comparadas aos agentes quimicos e enzimaticos (REING et al., 2010).
2.1.1.3 Solucdes hipotdnica e hipertonica

Solugdes hipertonicas tém capacidade de desassociar as proteinas do DNA. As solugdes
hipotonicas causam a lise celular por efeitos osmoticos simples, com alteracbes
minimas nas matrizes moleculares (XU; CHAN; TIRUNAGARI, 2007). Para aumentar
os efeitos osmdticos, € comum o tecido ser imerso alternadamente em solugdes
hipotbnicas e hipertdnicas em ciclos. Essas solu¢cdes ainda podem lavar o tecido, apés a

lise celular.
2.1.1.4 Alcoois

Alcoois, como glicerol, agem no tecido por desidratacio e lise de células
(PRASERTSUNG et al., 2008). O isopropanol, etanol e metanol s&o eficazes na
remocdo de lipideos dos tecidos (FLYNN, 2010; BROWN et al., 2011). Cuidados
devem ser tomados com tratamento de tecidos com etanol ou metanol, devido a sua
capacidade de precipitar proteinas (JAMUR; OLIVER, 2010), sua utilizacdo como
fixadores em histologia e a possibilidade de causarem danos estruturais a MEC (COLE,
1984).

2.1.1.5 Outros solventes

A acetona também pode ser utilizada para remover lipideos durante a decelularizagao
(LUMPKINS; PIERRE; MCFETRIDGE, 2008; MONTOYA; MCFETRIDGE, 2009).
Mas, assim como os alcoois, 0 seu uso deve ser limitado pela sua capacidade de agir
como fixador de tecido (JAMUR; OLIVER, 2010) e danificar a estrutura da MEC
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(COLE, 1984), especialmente quando as propriedades mecanicas da MEC forem de

grande importancia na aplicagéo.

O fosfato de tributilo (TBP) é um solvente organico com propriedades viricidas
(HOROWITZ et al., 1992). Para a decelularizacdo de tecidos muito densos como
tenddes, o TBP se mostra mais eficaz do que os detergentes, com efeitos variados na
retencdo de componentes e propriedades mecanicas da MEC (DEEKEN et al., 2011;
CARTMELL; DUNN, 2000).

2.1.2 Aqgentes bioldgicos

2.1.2.1 Enzimas

As enzimas mais comumente usadas para a decelularizacdo sdo nuclease, tripsina,
colagenase, lipase, dispase, termolisina ¢ a-galactosidase. Elas podem proporcionar alto
grau de especificidade em respeito a remocéao de residuos de células ou componentes
indesejaveis da MEC. Porém, isso também torna o processo de remocgdo completa de
células com enzimas mais complicado, além de que o residuo de enzimas pode
prejudicar a recelularizacdo e provocar respostas adversas imunitarias (CRAPO;
GILBERT; BADYLAK, 2011).

As nucleases quebram as sequéncias de acidos nucleicos e podem ajudar na remocao de
nucleotideos apds a lise celular (PETERSEN et al., 2010; YANG et al.,, 2010;
FUNAMOTO et al., 2010). Dentre esses, os mais eficientes sdo as endonucleases, que
quebram a sequéncia de DNA no meio, preparando melhor os fragmentos para remogéo
(PETERSEN et al., 2010).

A tripsina € uma protease muito utilizada como agente de decelularizacdo enzimatico.
Porém, as proteinas da MEC, como o colageno, tém resisténcia limitada a acdo da
tripsina (WALDROP et al., 1979), por isso devem ser utilizadas com precaugdo. Em
comparagdo com os detergentes, ela danifica mais a elastina e o colageno além de ser
mais lento para remover as células, mas preserva melhor o GAG (KASIMIR et al.,
2003; GRAUSS et al., 2005; YANG et al., 2009). A remocéo celular por tripsina
costuma ser mais longa, porém ela pode ser usada para irromper a estrutura do tecido e

facilitar a penetracdo dos agentes subsequentes, podendo ser desejado ou até necessario
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a utilizacdo de tripsina nos estagios iniciais do protocolo de decelularizacdo (YANG et
al., 2010).

A colagenase pode ser utilizada apenas quando a preservacao da estrutura e a retencdo
méaxima de coldgeno ndo sdo fatores criticos para a aplicacdo desejada da MEC
resultante. A lipase pode ser usada para ajudar na remocdo de lipideos, mas
normalmente € insuficiente para a remocdo completa quando utilizada sozinha
(BROWN et al., 2011; FLYNN, 2010).

Apos a retirada de lipideos da derme, uma comparacdo direta entre decelularizagdo com
tripsina e dispase mostrou resultados superiores da dispase junto com maiores
perturbacdes na MEC (PRASERTSUNG et al., 2008). O mesmo estudo mostrou
também maior infiltracdo celular no tecido tratado com dispase, apds quatro semanas de
implantagcdo subcutanea. Utilizar enzimas, como dispase ou termolisina, como agentes
unicos de decelularizacdo s6 é eficaz para remocdo de células na superficie de um
tecido, e ainda pode ser necessaria abrasdo mecanica para remover a células desse
tecido (HOPKINSON et al., 2008).

Tecidos decelularizados xenogénicos podem ser tratados com a-galactosidase para
reduzir a resposta imunoldgica ao antigeno galactose-a- (1,3) -galactose (epitopo Gal),
que sdo componentes de glicolipideos e glicoproteinas que podem ativar a resposta
imunoldgica e o processo de rejeicdo (XU et al., 2008; BADYLAK; GILBERT, 2008).

2.1.2.2 Agentes ndo enzimaticos

O acido etilenodiamino tetra cético (EDTA) e o acido tetra cético de etilenoglicol
(EGTA) sdo agentes de quelacdo que ajudam a dissociar as células de proteinas da MEC
com retirada de fons de metal (GAILIT; RUOSLAHTI, 1988; KLEBE, 1974). E
provavel que agentes quelantes sejam capazes de destruir a interacdo proteina-proteina
pelo mesmo mecanismo. Eles ndo sdo capazes de remover as células sozinhas, nem
mesmo com ajuda de agitacdo mecanica (HOPKINSON et al., 2008), portanto sdo mais
utilizados em combinagdo com enzimas ou detergentes (MEYER et al., 2006; YANG et
al., 2010; FUNAMOTO et al., 2010), sendo desconhecida sua eficacia em combinacéo
com solucges hiper ou hipotonicas (MEYER et al., 2006; YANG et al., 2010).
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Alguns trabalhos também utilizam a acdo de agentes citotdxicos para melhorar o
protocolo de decelularizacdo. Gillies et al. (2010) mostrou que o uso de latruculin B em
tecidos densos, foi superior a utilizacdo de DNAse ou detergentes, tanto na remocéo do
DNA quanto na conservacdo da GAG, mostrando a conservacdo das propriedades
mecénicas da MEC.

Inibidores de protease, como Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF), aprotinina e
leupeptina, sdo usados para evitar danos indesejaveis a MEC, causadas pela liberacdo de
proteases intracelulares durante a lise celular (MEYER et al., 2006; COURTMAN et al.,
1994). Antibidticos, como penicilina, estreptomicina, anfotericina B e azida de sodio,
podem ser utilizados para minimizar a contaminacdo microbiana durante a
decelularizacdo (OTT et al., 2008; UYGUN et al., 2010).

2.1.3 Aqgentes fisicos

2.1.3.1 Pressdo e forga

As células na superficie de um tecido ou 6rgdo (ex: bexiga urinaria, intestino delgado,
pele) podem ser removidas por abrasdo mecanica em combinagdo com enzimas, solugao
hipertbnica ou agente quelantes, os quais facilitam a dissociacdo das células da sua
membrana basal proxima. No entanto, a estrutura e integridade dessa superficie sdo
invariavelmente danificadas por qualquer aplicacdo direta da forca mecanica
(HOPKINSON et al., 2008).

A pressdo hidrostética melhora a eficiéncia e diminui o tempo necessario para remogao
celular com detergentes ou enzimas, em vasos sanguineos e tecidos da cérnea, embora
permita a formacdo de cristais (FUNAMOTO et al., 2010; SASAKI et al., 2009). O
aumento da temperatura associado a pressdo, durante o processo de decelularizacao,
impede a formagdo desses cristais, mas pode danificar a MEC devido ao aumento de

entropia associado.
2.1.3.2 Temperatura

Técnicas de congelamento e descongelamento podem realizar a lise celular com

eficiéncia dentro de tecido e d6rgdo, mas os debris celulares resultantes devem ser
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removidos em uma acdo subsequente. Um Unico ciclo de congelamento e
descongelamento diminui as respostas imunolégicas, como a infiltragdo de leucocitos na
MEC, em 6rgéos vasculares (LEHR et al., 2011). Multiplos ciclos podem ser utilizados,
durante a decelulariza¢do, e ndo ha um aumento de forma significativa da perda de
proteinas do tecido (PATEL et al., 2008; CORTIELLA et al., 2010). O congelamento
produz alteracGes estruturais na MEC (PRASERTSUNG et al., 2008; HOPKINSON et
al., 2008), e deve ser usado apenas quando esses efeitos sobre o resultado final sdo
aceitaveis. Cada tipo de tecido ird responder de forma diferente ao congelamento e
aquecimento, em tecidos robustos as alteracGes nas propriedades mecanicas da MEC
sdo minimas (ELDER; KIM; ATHANASIOU, 2010; JACKSON et al., 1988).

2.1.3.3 Eletroporacdo irreversivel nao térmica

Eletroporacdo irreversivel ndo térmica (NTIRE) tem sido investigada como uma
abordagem para a decelularizacdo tecidual. Impulsos elétricos muito curtos sao
aplicados no tecido desestabilizando o potencial elétrico da membrana celular, causando
a formacdo de microporos nas células desse tecido (LEE, 2006). A presenca desses
microporos conduz a perda da homeostase e & morte celular. Quando NTIRE foi
aplicado em artérias car6tidas de rato, in vivo, mostrou que os restos celulares foram
lentamente removidos do tecido ao longo de dias, criando um tecido acelular em
aproximadamente trés dias (PHILLIPS; MAOR; RUBINSKY, 2010). Selecionando os
parametros adequados para reduzir a producdo de calor, a integridade e morfologia da

MEC parecem ser mantidas, o que permite futura recelularizacao.

O NTIRE tem algumas limitagdes. As sondas sdo pequenas e limitam o tamanho do
tecido que pode ser decelularizado. Além disso, pelo mecanismo de remocdo celular, o
processo de decelularizagdo tem que ocorrer in vivo, 0 que limita significativamente as
aplicacdes possiveis. No entanto, um estudo investigou 0 uso in vitro deste método
combinando com perfusdo vascular para decelularizar figado suino. Os resultados
mostraram que a perfusdo facilita a remogéo de detritos celulares resultantes da
eletroporacdo, mas, também, mostrou a distribuicdo geométrica limitada desse processo
(SANO et al., 2010). A remocéo celular ¢, portanto, outro limitante desse método, sendo
que a presenca de restos celulares, como DNA, ira causar uma resposta imunoldgica

indesejavel no hospedeiro.
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2.1.4 Meétodos de aplicacdo dos agentes de decelularizacédo

A aplicacdo dos agentes de decelularizacdo depende de fatores como as caracteristicas
do tecido (espessura e densidade), os agentes a serem utilizados, e aplicacdo clinica ou
experimental final do tecido decelularizado. Antes do processo, 0 excesso de tecido
adiposo pode ser removido para facilitar a remoc¢éo das células (FREYTES; STONER;
BADYLAK, 2008; YANG et al., 2010). Forcas diretas também podem ser aplicadas ao
tecido para auxiliar a decelularizacdo (SELLARO et al., 2009; BROWN et al., 2011).
Em tecidos muito finos, como intestino e pericéardio, as técnicas de que utilizam o
congelamento e descongelamento s&o mais comuns, com remogao mecéanica de camadas
indesejadas e rapida exposicdo a detergentes ou acidos, que sdo facilmente removidos
por uma lavagem posterior. Tecidos mais espessos, como a pele, exigem uma exposicao
mais ampla e provavelmente mais longa aos agentes bioquimicos. Tecidos e 6rgao
gordurosos, como péancreas e cérebro, requerem adicdo de solventes lipidicos. A
complexidade e duracdo do protocolo de decelularizacdo sdo, normalmente,
proporcionais ao grau de conservacdo e qualidade desejado para a MEC resultante,

especialmente em tecidos compostos e 6rgdos completos.
2.1.4.1 Imersdo e agitacdo

A diferenca na duracdo de protocolos de decelularizacdo entre perfusdo e agitacédo
comprova a eficiéncia obtida pela perfusdo da rede vascular do tecido como método de
decelularizacdo, quando possivel. No entanto, ndo sdo todos os tecidos que permitem
um acesso simples e completo a sua vasculatura (HENDERSON et al., 2010), exigindo
outras estratégias. Portanto, a imersdo em agentes de decelularizacdo € a abordagem
mais comum, e esse método pode ser melhorado com a presenca de agitacdo desse
fluido com os agentes. Diversos protocolos tém sido descritos para uma ampla
variedade de tecidos: valvulas cardiacas, vaso sanguineo, tenddo, nervo periférico,
medula espinhal, cartilagem, traqueia, derme, bexiga urinaria, dentre outros. A sua
duracdo é determinada pela espessura do tecido, a densidade, o agente utilizado e a
intensidade da agitagdo (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011).

Alguns tecidos finos, como a bexiga urinaria, podem ser decelularizados apds um

periodo relativamente curto de exposi¢do ao acido peracético, com agitacdo. Para esses
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tecidos ou pequenos pedacos de outros tecidos, a remogcdo de DNA e a perda de
constituintes da MEC sdo em funcgdo da velocidade de agitagdo (YANG et al., 2010;
FREYTES; STONER; BADYLAK, 2008). Os tecidos mais densos (derme, tenddo e
traqueia) exigem prolongados protocolos de agitacdo, durando dias e até meses para
completar a decelularizacdo. Essa longa exposicdo e a combinacdo comum de
detergentes, solugdes enzimaticas e alcoois, aumentam também os danos causados a
MEC, causado perda de capacidade estrutural e de receber novas células (CARTMELL,;
DUNN, 2000; ELDER; KIM; ATHANASIOU, 2010; XU et al., 2008).

2.1.4.2 Gradiente de pressdo

Induzir gradiente de pressdo no tecido, durante a decelularizacdo, pode ser usado para
complementar o tratamento enzimatico, melhorando a preservacdo da ultraestrutura,
estrutura detalhada de um espécime biolégico (PRASERTSUNG et al., 2008). Uma
pequena pressao transmural em tecidos ocos pode forcar a difusdo através do tecido
mais denso e dirigir os residuos celulares para fora da MEC. Estudos mostram
resultados e comparagOes da utilizacdo desse recurso (MONTOYA; MCFETRIDGE,
2009; PRASERTSUNG et al., 2008). Em geral, o uso de gradiente de presséo acelera o
processo de decelularizacdo e degrada o colageno em menor grau do que o método de

agitacdo.
2.1.4.3 Fluido supercritico

O dioxido de carbono supercritico, em uma temperatura e pressdo acima do seu ponto
critico, é capaz de remover debris celulares quando transmitido pelo tecido com
velocidade controlada, similar a secagem supercritica. A utilizacdo de apenas quinze
minutos desse método causa uma eliminagdo qualitativa de DNA do tecido (SAWADA
et al., 2008). O estudo observou uma reducdo de 80% de fosfolipideos. Os autores,
porém, verificaram que o aumento do tempo de exposicdo ndo gerou novas reducgoes.
As vantagens da decelularizacdo com gases supercriticos incluem o uso de uma
substancia inerte para remocao das células e a alteracdo minima das propriedades
mecanicas da MEC (SAWADA et al., 2008).
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2.1.4.4 Perfusdo de 6rgéo inteiro

Perfusdo retrograda ou anterograda tem sido bastante utilizada para decelularizacao de
orgdo inteiro, preservando grande parte da arquitetura tridimensional da MEC. Esta
técnica utiliza as redes vasculares existentes nos 6rgaos, minimizando a distancia de
difusdo de agentes quimicos para a célula. Por isso, o método de perfusdo é
particularmente eficiente em fornecer os agentes de decelularizacdo para todas as

regibes do tecido.

O método de perfusdo ja foi testado com eficiéncia para decelularizar coracéo e gerar o
arcabouco tridimensional com a geometria preservada do 6rgdo nativo, conservando
inclusive a rede vascular do tecido (OTT et al., 2008). Estudos sugerem que o tempo de
perfusdo necessario para o processo pode ser reduzido pelo aumento da pressdo de
perfusdo. O aumento da pressao realiza a dilatacdo dos vasos diminuindo a distancia de
difusdo para as células, e o aumento do fluxo, facilitando a remocéo celular. N&o houve
evidéncias de que o aumento da pressdo ou do fluxo tenha efeito deletério sobre as
estruturas vasculares, sendo o estado final da MEC semelhante ao quando realizado em
pressoes inferiores (WAINWRIGHT et al., 2009).

Vaérios 6rgaos foram decelularizados com a utilizacdo do método de perfusdo: pulmao
(PETERSEN et al., 2010; OTT et al., 2010; CORTIELLA et al., 2010), figado (SHUPE
et al., 2010; UYGUN et al., 2010), rim (ROSS et al., 2009; BAPTISTA et al., 2009).
Cada 6rgdo possui alguma particularidade para preparacdo e execuc¢do do método. O
ponto crucial da perfusdo é utilizar, da melhor forma, a rede vascular original do drgéo
para distribuir, com eficiéncia e rapidez, os agentes de decelularizacdo em regides de
dificil acesso. Além de utilizar do cisalhamento mecéanico causado pelo fluxo para

auxiliar na remogao dos debris celulares.
2.2 Perfusdo retrograda do coragdo: o método de Langendorff

Conforme a descricdo original de Langendorff (1895), a perfusdo retrograda € uma
metodologia fundamentalmente inalterada, até os dias de hoje, sendo o coragdo
perfundido pela canulacdo da aorta. O perfusato flui retrogradamente até a aorta,

diferentemente do fluxo fisiologico normal, e a valvula aortica é entdo fechada sobre
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pressdo. Com uma coluna de perfusato no interior da aorta, a vasculatura arterial
coronaria € preenchida pelos dois Ostios coronarios (esquerdo e direito) em suas
respectivas cavidades na raiz da aorta. O perfusato, em seguida, passa pelo leito
vascular, e seguem pelas veias coronarias para 0 seio coronario, localizado sobre o
folheto septal da valvula tricuspide, na parede posterior do atrio direito (FIGURA 2.1).
Seguindo a drenagem livre no atrio direito para fora do coracdo, sucedendo, portanto,
toda a perfusdo sem qualquer enchimento de fluido das camaras ventriculares, as quais

permanecem “secas’.

Arteria Aorta 4
Cordéo cirurgico :

Cannula

Valvula adrtica

> Sentido de entrada do Perfusato no coragéo
> Sentido de movimentagéo do Perfusato no interior do coragao
Sentido de saida do Perfusato no coragao

FIGURA 2.1 Representacdo da circulacdo do perfusato pelo método de Langendorff.

Na descricao original do método, o 6rgéo foi perfundido a pressao constante. Esse modo
de perfusdo permanece comum, porem existe a op¢do de perfusdo de fluxo constante.
Ambos 0os modos podem oferecer vantagens, dependendo do protocolo executado. As
grandes vantagens da preparacdo de Langendorff sdo razGes para longevidade do
método: a simplicidade, o baixo custo, a reprodutibilidade e a capacidade de utilizar a
técnica para estudo do 6rgdo isolado de outros sistemas que podem confundir medicGes

fisiologicas.
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Outra vantagem significativa do método de Langendorff é sua ampla aplicabilidade
entre espécies. O método pode ser realizado em ampla gama de espécies de mamifero e
aves, desde animais pequenos como rato, coelho e galinha até animais maiores como
cdo, porco, primatas, e, inclusive, o coracdo humano (BELL; MOCANU; YELLON,
2011; ROBERT; MIHAELA; DEREK, 2011). Dessa forma, esse método, flexivel e
simples, foi muito importante para estudos da fisiologia do miocardio, e amplamente

adotado para diversas pesquisas.

2.2.1 Modos de perfusdo

Existem dois principais modos de se controlar a perfuséo retrégrada para o coragao: o
controle de pressdo constante ou de vazdo constante. O primeiro pode ser alcancado
facilmente, e com baixo custo, mantendo a pressdo hidrostatica constante. Que pode ser
alcancada pelo peso de uma coluna do fluido posicionando o reservatério a uma
distancia conhecida sobre a canula de perfusdo (GUYETTE et al., 2014). Essa é a
solucdo mais simples, mas certamente ndo é a Unica solugdo para alcancar a pressdo
constante. Ela também pode ser obtida e conservada adicionando um transdutor de
pressdo no sistema. Esse transdutor devera ser utilizado como alimentador negativo de
um sistema de controle da pressao, utilizando, por exemplo, uma bomba peristaltica
como atuador. Essa configuracdo é preferivel quando se tem disponibilidade limitavel
ou pelos altos precgos do fluido de decelularizacdo. Porém, o modo de pressao constante
ndo é o mais apontado para realizar a remocao das células, ele é muito utilizado quando
se faz a perfusdo retrograda de Langendorff para estudar a auto regularizacdo do tonus
coronariano e para estudos de isquemia miocardica (ROBERT; MIHAELA; DEREK,
2011).

Para decelularizagéo, principalmente de drgdos maiores, o modo de fluxo constante se
torna mais atrativo por ser mais simples e ndo necessitar de um sistema de controle. E
utilizada apenas uma bomba calibrada em sua rotacdo para fornecer o fluxo constante.
As bombas de deslocamento positivo de roletes sdo uma das mais usadas para perfusao,
tanto de 6rgdo como em pacientes, principalmente por serem simples e ndo haver
contato direto entre as partes da bomba e o fluido. Outras vantagens sdo a precisao em

relacdo a vazdo, durabilidade, versatilidade, a inexisténcia de contaminacdo (pois o
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fluido permanece dentro da mangueira em todo circuito de bombeamento), e a

capacidade de fornecer o fluxo continuo com pouca vibragao.

2.3 Trocador de calor

Trocadores de calor de tubo em formatos espiral, ou serpentina, consistem em uma ou
mais serpentinas (de tubos circulares) dispostas em uma carcaca. Nesses trocadores de
calor uma grande superficie pode ser acomodada em um pequeno espaco utilizando as
serpentinas (FIGURA 2.2).

| -
l
;k\___ Py 3

T —_ — 'l'.‘_‘

FIGURA 2.2 Trocador de calor de serpentina. O trocador de calor fica imerso em um
fluido com temperatura conhecida e controlada, e, dessa forma, troca calor com fluido passando dentro da
serpentina. FONTE: (INCROPERA, 2011).

A taxa de calor (q[W]) transferido pelo trocador pode ser determinada pela Lei do
resfriamento de Newton (EQUACAO 2.1).

q=UAAT, (2.1)

onde A é a area de superficie da troca de calor [m?], AT,, é a diferenca média de
temperatura entre os fluidos internos e externos ao tubo [°C], e U é o coeficiente global
de troca térmica [W/m?.K] (INCROPERA, 2011).
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O coeficiente de troca global por sua vez depende de diversos fatores como a
capacidade de troca de calor dos fluidos e a resisténcia oferecida pela parede. O valor de
U pode ser calculado pela EQUACAO (2.2).

ho= (2.2)

sendo, hj, 0 coeficiente de pelicula interno de transferéncia de calor corrigido para o
diametro externo [W/m®.K]; h, o coeficiente de pelicula externo de transferéncia de
calor [kcal/h.m?.°C]. O coeficiente de pelicula interno pode ser estimado pela
EQUACAO (2.3) (LOPES et al., 2013).
V0.8
h; = 1429 x (1+0,0146 Tqm)# (2.3)
I
Em que, h; é o coeficiente de pelicula interno de transferéncia de calor [W/m?.K]; Tgm, @
temperatura média do fluido quente (°C); Vnm, a velocidade média na serpentina (m/s);

D), o diametro interno da tubulacéo (m).

O coeficiente de pelicula interno de transferéncia de calor deve ser corrigido para a area
externa da tubulacdo da serpentina, usando a relagdo entre os didmetros interno e
externo. Para serpentinas helicoidais, € recomendado que o h, seja multiplicado por um
fator de correcdo conforme a EQUACAO (2.4) (GEANKOPLIS, 2009).

f= (1 +3,5 Z—i) (2.4)

sendo, f, o fator de correcdo; Dy, 0 diametro da helicoide (m).

O coeficiente de pelicula externo (ho) é calculado por meio da equacdo de Sieder-Tate
(COUPER; PENNEY; FAIR, 2005), conforme ilustra a EQUACAO (2.5), entretanto, é
necessario determinar os expoentes a, b e ¢ e a constante K para a constru¢ao do modelo

semi empirico.

Nu = K (Re)* (Pr)? (Vi)© (2.5)
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sendo, Nu, o numero de Nusselt; Re, o nimero de Reynolds; Pr, 0 niUmero de Prandtl;
Vi, a correlagdo entre densidades; K, a constante de proporcionalidade; a, b e ¢, os

expoentes. A equacio de Sieder-Tate pode ser escrita como (EQUACAO 2.6):

b
hoDy Dizmp N Pr ‘ Cpr Wf Kr ¢
=K — (2.6)
kg Kr kg Hw

sendo, D; o diametro interno do tanque [m]; ks a condutividade térmica do fluido frio

[W/m.K]; Dimp 0 didmetro do impelidor [m]; N a rotacdo do impelidor [rps]; pr a
densidade do fluido frio [kg/m®]; ps a viscosidade dinamica do fluido frio [kg/m.s]; Cpf O
calor especifico do fluido frio [J/kg.K]; uw a viscosidade dinamica do fluido frio na

temperatura da parede [Kg/m.s].

Para serpentinas helicoidais, pode ser adotado o valor 0,37 para 0 expoente b, e 0
expoente ¢ deve ser calculado pela EQUACAO (2.7) (COKER, 2007; COUPER;
PENNEY; FAIR, 2005).

0,714
¢=—r (2.7)

Hm
sendo, um a viscosidade dindmica média do fluido frio no ensaio [cP].

De Maerteleire (1978), usando serpentina helicoidal e impelidor axial, estabeleceu os
valores dos coeficientes b e ¢ como 0,295 e 0,192 respectivamente e obteve 0,534 para o

coeficiente a e 1,3791 para a constante K.
2.4 Controle proporcional integral derivativo

Os controladores Proporcional, Integral e Derivativo (PID) sdo controladores com
feedback muito utilizados em automagéo industrial. Esses controladores calculam um
erro entre o valor medido na saida e o valor desejado no processo (OGATA, 2003).
Assim, o controlador tenta diminuir o erro que foi gerado pela saida, ajustando suas

entradas.

A expressdo do PID é dada pela EQUACAO (2.8)
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t

u(t) = MV(t) = Kye(t) + Kif e(t)dt + Kd% e(t) (2.8)
0

onde:

e U(t) é asaida em relagdo ao tempo
e ¢(t) é o erro em relacdo ao tempo
e Kp, Ki, e Kd sdo respectivamente as constantes proporcional, integral e

derivativa

2.4.1 Proporcional

O controlador proporcional consiste essencialmente num amplificador com ganho
ajustavel. Uma caracteristica importante dessa acdo de controle € a existéncia de um
erro residual permanente sempre que ocorre uma alteracdo da entrada. O erro residual,
que depende do valor de Kp e da entrada, pode ser reduzido com o aumento da
constante proporcional. Quanto maior a constante Kp, maior serd o ganho do erro e mais
instavel serd o sistema. Mas se a constante Kp for muito pequena, menor sera o seu
tempo de resposta (OGATA, 2003).

2.4.2 Derivativo

O fato do sinal de controle ser proporcional a taxa de variagdo do erro implica que a
acdo derivativa nunca possa ser usada sozinha, uma vez que sO responde a regime
transiente. A adicdo da acdo derivativa e a proporcional resultam num controlador
altamente sensivel, uma vez que aquele primeiro, ao responder a uma taxa de variacao
do erro, permite correcfes antes do erro aumentar. A funcéo derivativa retarda a taxa de
variacdo de saida do controlador. Essa fungdo diminui o overshoot da funcdo anterior e
melhora a estabilidade do controlador. Por outro lado, a funcdo derivativa causa um
retardo na resposta e € muito suscetivel a ruidos. Isto acontece porque essa funcao
amplifica o ruido e caso o ruido e o ganho Kd sejam muito grandes, podem causar
instabilidade no controlador (OGATA, 2003).
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2.4.3 Integral

A componente integral, ao adicionar um polo na origem da funcéo de transferéncia do
controlador, elimina o erro em regime estacionario, independente do sistema a ser
controlado. Mas, se por um lado a agdo integral elimina o erro estacionario, por outro,
aumenta o tempo de estabelecimento e piora a estabilidade relativa, o que, usualmente, é
indesejavel. Como consequéncia, a acdo proporcional deve ser reduzida sempre que

esteja em combinacdo com a acao integral (OGATA, 2003).

A funcdo integral soma todos os erros instantdneos e a somatdria € multiplicada pela
constante Ki. A fungéo integral do controlador PID acelera o movimento do processo
até o ponto desejado e elimina o erro que ocorre na funcdo anterior. Como a funcéo
soma dados instantaneos, o resultado do processo pode ultrapassar o ponto desejado,

ocorrendo o overshoot.

2.4.4 Ajuste dos valores das constantes

O controle normalmente € otimizado quando se utiliza as trés variaveis do controlador
PID, os valores ideais para as constantes variam de acordo com a planta que deve ser
controlada. Os valores podem ser estimados matematicamente, porém, em Varios casos,
é inviavel obter a fungdo de transferéncia matematica da planta, por sua complexidade.
Nesses casos, 0 mais comum ¢ realizar o ajuste dos valores das constantes por tentativa
e erro, como no método de Ziegler-Nichols (OGATA, 2003).

Uma vez que um engenheiro entende o significado de cada parametro de ganho, o
método de tentativa e erro torna-se relativamente facil. Neste método, os termos Ki e Kd
tém seus valores definidos inicialmente em zero e o ganho proporcional é aumentado
até a saida do loop comecar a oscilar. Quando se aumenta o ganho proporcional, o
sistema torna-se mais rapido, mas deve-se tomar cuidado para ndo o tornar instavel.
Uma vez que Kp foi definido para obter uma resposta rapida desejada, o termo integral
¢ aumentado a fim de parar as oscilagcbes. O termo integral reduz o erro de estado
estacionario, mas aumenta o overshoot. Certo valor de overshoot é sempre necessario
para um sistema rapido de modo que possa responder as mudangas imediatamente. O

termo integral é novamente ajustado para atingir um minimo erro em regime
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permanente. Uma vez que o Kp e Ki foram definidos para que o sistema de controle seja
rapido com regime permanente constante e com erro minimo, o termo derivativo é
aumentado até que o loop seja aceitavelmente rapido em relacdo ao seu ponto de
referéncia. Aumentar o termo da derivada diminui o overshoot, aumentando o ganho,
mantendo a estabilidade e ainda fazendo com que o sistema seja altamente sensivel ao
ruido. Muitas vezes, 0s engenheiros necessitam fazer a compensacdo de uma
caracteristica de um sistema de controle para melhorar outro, e assim atender as suas

necessidades.
2.5 Microcontrolador

A tecnologia encontrada nos microcontroladores atuais tem seus primordios no
desenvolvimento dos circuitos integrados. Esta tecnologia permite armazenar centenas
de milhares de transistores dentro do encapsulamento de um Unico chip. Esta
caracteristica passou a ser pré-requisito no projeto de microprocessadores. Os primeiros
computadores foram construidos utilizando um microprocessador central com
dispositivos periféricos ligados a ele, tais como memdria, barramento de dados,

temporizadores, entre outros.

Com o crescimento do nivel de integracdo, foi possivel o aparecimento de circuitos
integrados que continham, num dnico chip, o microprocessador ja com seus periféricos.
Isto significou um microcomputador dentro de um dnico chip, que mais tarde passou a
ser designado como microcontrolador (MICROCHIP, 2003).

2.5.1 Estrutura de um Microcontrolador

Como citado anteriormente, 0 microcontrolador possui em seu encapsulamento um
microprocessador e seus periféricos. Ele ndo tem a mesma caracteristica dos circuitos
integrados comerciais, que ja saem de fabrica prontos para funcionar. No
microcontrolador é necessario um projeto de gerenciamento de sua estrutura, para o seu
perfeito funcionamento (MICROCHIP, 2003). Esta estrutura é composta pelo proprio

hardware e um programa de gerenciamento (software).
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2.5.2 Unidade de Mem0ria

E a parte do microcontrolador com a funcdo de armazenamento dos dados. Cada dado
possui um nome e um endereco. Desta forma, para acessar o conteudo de um dado,
basta saber o seu endereco (FIGURA 2.3).

Com o0 acesso a um endereco de memdria, podem ser realizadas duas operacfes. A de
leitura (read), que significa ver o contetido dos dados, e a de escrita (write) que significa
em inserir ou alterar um contetdo dos dados. A designacdo da operacdo a ser feita em

cada endereco € determinada pelo programa.

| local de memdaria O |

Exemplo de um maodelo simplificado

| local de memadria 1 | de uma unidade de memdria. Para
uma entrada especifica nds obtemos
| local de memaria 2 | a saida correspondente. A linha Ler!

Escrever (R determina guando
estamos a ler ou escrever da ou
para a memadria.

—r .
Enderecos ) Dados
l’ )

| local de memn’ria14|

| local de memujria15|

LerEscraver

FIGURA 2.3 Exemplo de unidade de memoria.
FONTE: (MICROCHIP, 2003) adaptado.

2.5.3 Unidade Central de Processamento (CPU)

E o microprocessador propriamente dito. Ela possui trés locais de memoria
denominadas registradores que possibilitam a capacidade de somar, subtrair, multiplicar
e dividir seus contetdos de um local de memoria para outro. Os registradores sao,
portanto, locais de memoria cujo objetivo € o de executar operacBes matematicas ou

quaisquer outras operac¢es com dados, quaisquer que sejam o local onde se encontrem.

Barramentos sdo os caminhos fisicos de troca de dados entre os periféricos e a unidade

central de processamento. Sdo compostos por um grupo de 8, 16 ou mais fios. Existem
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dois tipos de barramento: barramento de dados e de endereco. O barramento de dados
serve para transmitir enderegos da CPU para a memoria e 0 seu numero de linhas
depende da quantidade de memdria que pretendemos enderecar. O barramento de
endereco serve para ligar todos os blocos dentro do microcontrolador e 0 seu nimero de
linhas depende do tamanho da palavra de dados, no caso do PIC18f4550 é igual a oito
(MICROCHIP, 2003).

2.5.4 Unidade de Entrada/Saida (1/O)

E a unidade que faz a comunicacio como o mundo exterior, ou seja, ela controla o
transito de dados entre o barramento e os pinos de ligacdo do microcontrolador. Estas
ligacGes sdo denominadas portas. Existem trés tipos de portas: de entrada, de saida e de
entrada e saida. Uma porta funciona como um endereco de memdria, podendo-se fazer

nela as mesmas operagdes de leitura, escrita ou ambos (MICROCHIP, 2003).
2.6 Leide Starling do coracdo

Assumindo que o ventriculo esquerdo possa ser aproximado por um envoltorio
semiesférico com espessura conhecida (FIGURA 2.4), com o raio interno a e 0 raio
externo b conhecidos. P;j é a pressao que atua no interior da semiesfera (normalmente a
pressdo sanguinea) e P, a pressdo externa (pressao do pericardio), ambas assumidas

como uniformes.

FIGURA 2.4 Equilibrio de for¢a na parede no envoltério de uma semiesfera com o raio
interno a e o raio externo b. A tensdo média na parede (o) € resultante das a¢des da pressdo interna (Pi) e
externa (Pe) atuando nas respectivas paredes. FONTE: (FUNG, 2013).
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Considerando o equilibrio de forcas na direcdo vertical, a forca agindo para baixo é

igual P; vezes a 4rea projetada ma®, as forcas agindo para cima sdo P 7b” e 0 produto da
tensdo média na parede G e a 4rea onde ela age, n (b%-a’) Em uma situacdo de

equilibrio, a EQUACAO (2.9) mostra o equilibrio das forcas (FUNG, 2013).
o(b? — a?) = P,a? — P,b? (2.9)

Consequentemente, a tensdo circunferencial media na parede do coracdo é dada pela
EQUACAO (2.10).

Pl-az - Pebz

0 =1 (2.10)

A maior tensdo € obtida quando P; é igual a pressdo méxima sistolica. A pressdo externa
P., normalmente, é préxima da pressdo pleural, que é menor do que a pressao
atmosférica (negativa). Mas pode ficar positiva em casos de doencas, como o acumulo

de fluido no pericardio. O material da parede do coragdo é considerado incompressivel,
~ 2
portanto o volume da parede do coracéo, gn(b?’ —a®), permanece constante. Dessa

forma, b depende de a, e, como podemos ver na EQUACAO (2.10), a tensdo maxima
agindo sobre a parede é diretamente proporcional a P;a?. Entdo, quanto maior pressao

sistdlica ou o tamanho do coracdo, maior a € a tensdo circunferencial (FUNG, 2013).

Logo, podemos deduzir que um crescimento anormal do coracdo e 0 aumento da
pressdo irdo aumentar a tensdo na parede do 6rgdo, podendo levar a hipertrofia do
6rgdo. lgualmente, a pressao sistolica é determinada pela tensdo da parede, que acontece
devida a contracdo muscular. As tensdes de tracdo maxima, que podem ser geradas por
uma contracdo isométrica dos masculos cardiacos, variam com o comprimento dos
sarcomeros. O numero de sarcébmeros no coracdo é fixo e seus comprimentos sao
proporcionais ao raio do coracdo. Logo, se 0 raio do coragdo aumenta, a tensao
muscular ira aumentar, como também, a pressdo sistolica (FUNG, 2013). Esse

fendmeno é conhecido como lei de Starling do coracéo.
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Usando a mesma aproximacao, podemos também encontrar uma relagédo para o valor da
tensdo circunferencial maxima oy .5, dada pela EQUACAO (2.11), considerando a
pressdo externa (Pe) nula, e distribuicdo de tensdo encontrada por Lamé (1852).

P; 2a® + b3
Oomix =% 33 g3 (2.11)



3 METODOLOGIA

Nessa se¢éo serdo descritos todos os diversos dispositivos presentes no equipamento e
também a metodologia dos testes experimentais utilizados para avaliar a funcionalidade

do equipamento.
3.1 AlteracBes na maquina de circulacéo extracorpdrea (MCE)

Para a bomba de rolete foi utilizado um Equipamento Cardiovascular (5M6002;
Travenol Laboratories; EUA) utilizado em hospitais para realizar circulagdo
extracorporea, cedida pelo Dr. Marcos Vale. Foram realizadas modificacbes para
adequar o funcionamento e realizar o processo de decelularizacdo. Dentre as
modificagdes estdo a inclusdo de um medidor de rotacdo, a alteracdo do controle de
velocidade de potenciémetro analdgico operado manualmente para um potenciémetro
digital que pode ser acionado por um microcontrolador, e a adicdo do microcontrolador

para monitorar e controlar o funcionamento de toda a bomba de rolete.

Com o objetivo de oferecer uma interface homem maquina, foram adicionados também
um visor LCD e botdes, para respectivamente, apresentar os valores estimados de
velocidade de rotacdo e a vazdo oferecida pela bomba de rolete, e controlar a sua

rotacéo.

3.1.1 Potencidbmetro digital

Para permitir que a rotagdo da maquina de circulacdo extracorpérea (MCE) pudesse ser
gerida por um dispositivo microcontrolado, por meio de uma comunicacdo digital, o
potenciémetro analégico manual original da MCE foi substituido por um potenciémetro

digital desenvolvido no laboratdrio utilizando componentes eletrdnicos simples.

O esquema eletrénico do potencidmetro digital foi montado utilizando uma série de
resistores ligados a relés que permitem adicionar ou remover determinado resistor do

circuito por onde passa a corrente.

Para cada relé, o seguinte circuito foi criado (FIGURA 3.1).
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microcontrolador

FIGURA 3.1 Circuito elétrico de cada relé no potencidmetro digital, com a posi¢ao de cada componente.

O circuito é composto por fontes de energia de 5 e 12 volts um relé e resistores, além de
um acoplador éptico que protege o microcontrolador de altas correntes que podem ser
causadas pela bobina do relé. Dessa forma, o sinal do microcontrolador é capaz de
acionar o relé e definir se a chave estara ligada no normal fechado (NF) ou no normal
aberto (NA).

As resisténcias foram conectadas ligando o NF de um relé com o comum (C) do
seguinte, e um jumper de resisténcia desprezivel ligando o NA com o C do relé

seguinte, em cada um dos relés (FIGURA 3.2).

o: VAA— o/:2-—’\/\/\/\/—-\ Jwvvvm

R+

FIGURA 3.2 Esquema de ligagdes dos resistores nos relés do potenciémetro digital.

Dessa forma, quando o relé esta na posicdo de normalmente fechado (NF) a corrente
passa pelo resistor antes de chegar ao relé seguinte. Quando o relé é acionado passa para
a posicdo de normalmente aberto (NA), em que a corrente vai diretamente para o relé

seguinte passando por uma resisténcia desprezivel do jumper.

Portanto, alterando os relés que estdo ativos é possivel alterar o valor da resisténcia
total (Rt) do potenciémetro digital. Essa alteracdo no valor foi configurada para

funcionar semelhante a l6gica de contagem binéria, tendo entdo um byte ou oito bits
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(cada relé responsavel por um bit). Isso significa que existem 256 possibilidades de
combinacOes entre esses relés, para seguirem a ordem crescente, como uma contagem
binaria. O valor de cada resistor devera possuir dobro de Ohms do resistor anterior e o
primeiro resistor devera ser 255 vezes menor do que o valor para Ry desejado. Para
aplicacdo na MCE, o valor do Rt tem que ser préximo ao do potenciémetro original que
¢ de 110 kQ. A FIGURA 3.3 mostra o protétipo montado instalado na MCE.

FIGURA 3.3 Potenciémetro digital instalado na MCE.

Para completar o funcionamento do potenciémetro digital, esse deve ser acionado por
meio de uma comunicacdo paralela, que realiza o controle de cada relé diretamente e
individualmente. Para esse fim, foi usado um microcontrolador PIC18F4550, que
também foi usado para medir e controlar rotacdo da bomba de rolete atuando pelo

acionamento do potenciémetro digital.

3.1.2 Medidor de velocidade de rotacdo do rolete

Para realizar a medicéo da velocidade de rotagdo no rolete, foi construido um encoder
de disco, composto por emissor e receptor de infravermelho, montado juntamente com
um disco que possui diversos furos igualmente espacgados entre si, conforme FIGURA
3.4.
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FIGURA 3.4 Montagem do encoder 6ptico de disco.
FONTE: Site www.mecatronicaatual.com.br /educacao/1272-como-funcionam-
os-encoders (acessado 19/10/2015).

O disco com 36 furos (um furo a cada 10 graus) € diretamente ligado ao eixo de rotacdo
e posicionado entre o emissor e o receptor de infravermelho (SG23FF; Kodenshi Korea;
Coréia do Sul), dessa forma, cada vez que o infravermelho emitido passa por um furo
do disco, o receptor envia um sinal de pulso. Esse pulso quando recebido pelo
microcontrolador (PIC18F4550; Microchip; EUA), e juntamente com calculos do seu
timer interno possibilita medir com precisao a rotagdo do disco, por meio da medicéo de
pulsos por unidade de tempo, posteriormente, transformado em rotagcdes por minuto
(RPM). A FIGURA 3.5 mostra a montagem do encoder de disco no interior da MCE.

FIGURA 3.5 Encoder de disco montado na MCE.
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3.1.3 Estimativa da vazdo média da bomba de rolete

Para realizar a estimativa de vazdo da bomba de rolete foi realizado um experimento
simples que consiste em medir a quantidade de agua bombeada por poucos giros do
rolete. Nesse experimento, foram utilizados trés didmetros de tubos de silicone
semelhante aos que podem ser usados para a decelularizagdo. Os diametros escolhidos
foram de 347, ¥4 e ”. Para medir o volume deslocado pela bomba, foi usada uma

proveta graduada com resolucdo de 5 mL.

Para evitar influéncia da ocluséo, para cada diametro de tubo foi realizada a calibragem
da oclusdo conforme recomendado pelo fabricante. A temperatura da sala foi
controlada em 24°C, durante todo experimento, e o0 reservatorio foi mantido na mesma
altura dos roletes. Os valores medidos em mililitros para cada tubo estdo apresentados
na TABELA 3.1.

TABELA 3.1Valores medidos para vazédo por rotacdo da bomba de rolete

Tubo 1 rotagdo 5 rotagOes 10 rotacOes Média por rotacéo
1/2” 40+ 5mL 200 +5mL 405+ 5mL 40+ 3 mL
3/8” 30£5mL 125+ 5mL 250+ 5mL 27 +3 mL
1/4” 15+5mL 65+5mL 125+ 5mL 13+3mL

A bomba de rolete usada possui um batente em formato semicircular com diametro de
143 mm. Os valores da média obtidos nesse experimento foram usados para apresentar
uma estimativa da vazdo na bomba a ser apresentada no visor do controlador,
multiplicando o valor da vazdo médio pela rotacdo medida, obtendo ao final a vazdo em

mL/min.

Além das incertezas ja citadas acima, ainda influenciaram no volume de liquido
bombeado a viscosidade do fluido, os didmetros interno e externo da mangueira, as
perdas de carga maiores e menores no circuito de perfusdo, entre outros, que dificultam
a precisdo da medicdo da vazdo por métodos indiretos. Como o0 processo de

decelularizacéo, testado nesse trabalho, ndo é muito sensivel a pequenas variagdes na
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vazdo, os valores apresentados pelo microcontrolados foram parametros aceitaveis
utilizados para estimar e avaliar a rotacdo que foi usada durante cada etapa do processo

de decelularizacéo.

3.1.4 Circuito microcontrolado

Para conseguir medir velocidade de rotagdo e implementar um controlador para essa
velocidade, acionando corretamente o potenciémetro digital ligado a MCE, foi utilizado
um circuito microcontrolado com o PIC18F4550 responsavel pelos processamentos dos

dados, leituras do sensor e acionamentos do atuador.

O circuito é bastante simples e composto apenas pelo microcontrolador, uma interface
homem maquina (quatro botdes e visor LCD), ligado ao encoder de disco e ao
potenciémetro digital. Pela facilidade do circuito ja impresso na placa com entradas e
saidas fornecidas, bem como alimentacdo de energia, e a facilidade para gravar o
firmware usando o acessério de USB, foi utilizado o kit didatico E-P18 (FIGURA 3.3)
fornecido pela SEMPRA TECNOLOGIA®.

3.1.5 Elaboracéo do firmware de controle de rotacao.

Para controlar a rotagdo da MCE uma rotina programada foi gravada no
microcontrolador. O cddigo do algoritmo foi criado utilizando linguagem C, e copilado
com o software CCS®. A FIGURA 3.6 mostra o fluxograma do algoritmo criado. Este

codigo esta detalhado no Anexo A.

Com esse algoritmo, esperou-se realizar todo o controle da rotacdo dos roletes,
realizando leitura da velocidade de rotacdo, calculando um ajuste PID e atuando por
meio do potencidmetro digital. Para isso, foram utilizados todos os acessorios montados
e criados, que foram citados anteriormente, como o encoder de disco e o potenciémetro

digital.
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FIGURA 3.6 Fluxograma do firmware de controle da rotagéo.
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3.1.5.1 Configuracbes

As configuracdes do microcontrolador definiram os parametros de configuracfes para
correto funcionamento dos periféricos, possibilitado definir os pinos a serem usados
como entrada ou saidas e preparar o visor de LCD para receber os dados a serem
apresentados.

e Timer0

O Timer 0 foi o periférico responsavel por contar quantos pulsos de sinal digital foram
enviados pelo sensor infravermelho do encoder, ou seja, contar a quantidade de giros
dados pelo eixo dos roletes, lembrando que cada pulso indica o giro de 10° no eixo da
bomba de roletes. Na configuracdo, fica definido qual pino recebera os pulsos, e que a

contagem deve ocorrer cada vez que o sinal passe de positivo para negativo.
e Timerl

O timer 1 foi definido para contar o tempo, para termos o valor do tempo entre cada
medicdo, e assim, conseguir informar os nimeros de rotacfes por unidade de tempo.
Isso foi possivel porque o microcontrolador estd conectado a um cristal, ou clock
externo, que envia sinais de altissima precisdo com frequéncia de 48 MHz (um sinal a
cada 20,8 ns). Como se trata de medigdes muito maiores que a resolucdo em ns, um
prescaler € adicionado para aumentar a resolucdo desse contador. Ao final, o timer 1 foi
configurado para ter a resolugdo de 1,0 ps e recomecar a contagem a cada 5,4 ms. A
cada recomec¢o, uma interrupgdo € gerada para contar 0s estouros em outra variavel,

permitindo contar tempos maiores, da grandeza de minutos.
3.1.5.2 Rotina principal

Apos definidos o didmetro do tubo instalados nos roletes e a velocidade de rotacéo
desejada para o eixo dos roletes, o algoritmo vai para rotina principal, que € executada

repetidamente enquanto o dispositivo estiver ligado.
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e Leitura e calculo da velocidade de rotacdo

Para tornar as leituras mais estaveis e diminuir os erros por ruidos, a velocidade de
rotacdo sO foi tomada apoOs certo deslocamento angular do eixo, que € diretamente
proporcional a velocidade da rotacdo do mesmo. Assim, para grandes velocidades de
rotacdo, ha necessidade de maiores nimeros de pulsos e maior giro a cada medicao da
velocidade; igualmente, para pequenas velocidades de rotacdo um namero menor de

pulsos significa menores giros a cada nova medicdo da velocidade de rotacdo do eixo.

rotagao

N°d [sos > 18 x
e pulsos > 30

(3.1)

No algoritmo, a EQUACAO 3.1 foi introduzida com essa funcdo. O nimero 18
corresponde a meio giro do eixo, ou 180°, que sdo 18 pulsos. Nesse caso, para uma
rotacdo prévia de 30 RPM, seria feita uma nova leitura da rotagdo a cada meio giro do
eixo. Se a velocidade for o dobro (60 RPM), seriam realizadas novas medidas apenas a
cada giro completo do eixo. Se a rotacdo anterior fosse de 15 RPM, seriam esperados
apenas 9 pulsos, correspondente a um quarto de volta, para realizar nova leitura da

velocidade de rotagéo.

Isso é recomendado para estabilizar as medi¢cdes e para que elas sejam realizadas em
unidade de tempo iguais (aproximadamente uma medicdo por segundo). Assim, ocorre
uma diminuicdo da influéncia de ruidos e consequentemente a reducdo de erros

aleatérios.

Uma vez que a quantidade minima de pulsos seja alcancada, € calculada a velocidade de
rotacdo para armazenar o valor final em RPM. A EQUACAO 3.2 est4 presente no

algoritmo gravado no microcontrolador para essa funcao.

N°de pulsos o 60
36 tempo medido (s)

(3.2)

Rotacao =

O numero de pulsos dividido por 36 indica quantos giros completos foram realizados, e
0 tempo para a contagem desses pulsos em segundos, dividido por 60, representa o

tempo em minutos. Dividindo o primeiro pelo segundo, temos a velocidade de rotacéo
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em RPM. O valor final da velocidade ¢ muito confiavel sendo o erro maximo possivel

causado pelo timer do microcontrolador menor do que 0,5 ps.
e Controlador PID

Com o valor da rotacdo atual do eixo dos roletes, é possivel comparar esse valor com o
valor desejado (setpoint) e tomar as decisdes necessarias para corrigir a velocidade de
rotacdo da MCE. Para isso foi projetado um controlador PID objetivando calcular o
valor do erro e tomar trés acbes simultaneas, chamadas acdo proporcional, derivativa e

integral.

O controlador PID ¢ relativamente facil de implementar em sistemas digitais, a grande
dificuldade fica por conta dos ajustes de parametros, conhecido como sintonia do
controlador, em que, independentemente do metodo utilizado para valores inicias dos
ganhos proporcional, derivativo e integral, € recomendado realizar um ajuste fino em

pratica para otimizar a resposta do controlador.
e Ajuste da rotacéo e apresentacao dos valores no visor LCD

Ao final do calculo do ajuste PID, o microcontrolador enviou um sinal digital por
comunicacdo paralela para o potenciémetro digital, esse sinal comutou os relés do
potencidmetro digital aumentando ou diminuindo a resisténcia total (Rt). Essa alteragédo
na resisténcia, por sua vez, causou uma mudanca direta na velocidade de rotacdo do

motor da MCE, aumentando ou diminuindo a corrente fornecida para esse motor.

ApoOs a alteracdo do sinal, o proximo passo da rotina foi imprimir no visor de LCD
conectado ao microcontrolador. Foram informados o valor da rotacdo desejada, da
rotacdo medida, a vazdo estimada e o valor do sinal enviado para o potencidmetro

digital.

Ap0s todos esses passos, a rotina retoma na posicao inicial, que consiste em verificar se
os botbes foram acionados, o que altera a velocidade de rotacdo desejada. Para entdo,
com ou sem alteracdes, medir novamente a velocidade de rotacdo do eixo dos roletes e

prosseguir com algoritmo até que o microcontrolador seja desligado ou reiniciado.
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3.2 Controle de temperatura

Durante o desenvolvimento do equipamento, foram utilizadas duas configuragdes com o
objetivo de controlar a temperatura do experimento (utilizando banho térmico e trocador

de calor de serpentina).
3.2.1 Banho térmico

Essa montagem foi realizada para controlar a temperatura do experimento em 37°C e
verificar a importancia desse controle por meio de experimentos pilotos de
decelularizacdo. A montagem consistiu em colocar o béquer, onde ocorre a
decelularizacdo, dentro de um banho térmico de dgua com temperatura controlada.
Assim, pela troca de calor entre a 4gua do banho e o fluido de decelularizacédo, foi
possivel controlar a temperatura de todo experimento. A FIGURA 3.7 mostra a

montagem do béquer dentro do banho térmico.

FIGURA 3.7 Decelularizagéo utilizando o banho térmico. A decelularizagdo ocorre em um
béquer mergulhado na agua aquecida & temperatura desejada, para realizar o controle da temperatura do
experimento.

Para aquecer o banho térmico, foi utilizado o cabecote de banho termostatico
(A100; LAUDA; Alemanha; FIGURA 3.8), que possui um controle analégico de
temperatura com resolugéo de aproximadamente 0,3 °C (LAUDA, 1998) e capacidade
de controlar temperaturas de 5°C acima da temperatura ambiente até 90°C. Para
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melhorar o desempenho, o fluido que iria ser trocado foi mantido preaquecido a

temperatura de 37 °C.

FIGURA 3.8 Cabecote do banho termostatico A100 da marca LAUDA.
FONTE (LAUDA, 1998)

Por causa da perda de calor para 0 ambiente, a temperatura dentro da cdmara foi sempre
ligeiramente menor do que a temperatura controlada da agua (x1 °C). Mas como a
temperatura ambiente era controlada por ar condicionado (24 +1 °C), foi necessario
apenas ajustar a temperatura da agua para um valor ligeiramente maior para alcancgar a

temperatura desejada (37°C) dentro da camara de decelularizagéo.

Diversas vezes durante 0 experimento com essa montagem, a temperatura foi medida
diretamente na camara de decelularizacdo, utilizando o termdmetro digital
(TM879; Equiterm; Brasil), o que permite afirmar que o sistema garantiu o controle de

temperatura em 37+1 °C.

3.2.2 Trocador de calor de serpentina

Nessa montagem, foi utilizado o banho ultra termostatico (ECO RE
630G; LAUDA; Alemanha; FIGURA 3.9), que é capaz de controlar a temperatura do
fluido interno do aparelho em temperaturas de -30 °C a 200 °C. O equipamento utiliza
um controlador PID com estabilidade de 0,02 K (LAUDA, 2005).
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FIGURA 3.9 Banho ultra termostatico ECO RE 630G da LAUDA.
FONTE (LAUDA, 2005)

Para aquecer o fluido de decelularizagdo foi criado um trocador de calor de tubo em
formato de serpentina. O trocador de calor ficou mergulhado no banho e, dessa forma,

trocou calor entre o fluido do banho e o perfusato que circula dentro dos tubos.

A serpentina foi projetada em aco inox para suportar a corrosao causada por diferentes

tipos de fluido de decelularizagéo, e possui a seguintes dimensdes:
D = 10,0 mm H;y =93,75mm N = 3,75 (3 voltas e%de volta)

e=2mm Cr=127m A = 0,040 m?

sendo, De o didmetro externo do tubo; Hr a altura total do helicoide; N o nimero de
voltas; e a espessura da parede do tubo; Ct 0 comprimento total do tubo capaz de trocar

calor; As a area total da superficie externa do tubo capaz de trocar calor.

Foram considerados os experimentos de decelularizacdo baseados no protocolo descrito
por Weymann et al. (2011) como base para o projeto do trocador de calor, em que a
temperatura desejada é de 37,5 £ 1,0 °C e a vazdo média do fluido de decelularizagdo
aproximadamente 9 mL/s. O valor do coeficiente de troca global (U) foi calculado pela
EQUACAO (1.2), para isso obtém-se o valor de h;da EQUACAO (2.3).
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0,8
E h; = 1552,65—;

0,0692 "’ m2 K

h; = 1429 x (1 + 0,0146 X 37,5)

que corrigido pelo fator f da EQUACAO (2.4), resulta em:

hi, = 2096,07

m? K

O valor de h, pode ser calculado pela EQUACAO (2.6), usando os valores dos
coeficientes e da constante conforme proposto por Maerteleire (1978), conforme
EQUACAO 3.3.

0,534

2 0,295
h. =13791 M Cpf_uf <ﬁ)0’192 k_f (3.3)
? ' Kr kg Hw D, .

w
ho = 55,70 m

Finalmente substituindo esses valores na EQUACAO (2.2), temos o coeficiente de

troca global.

U = 54,25

m2K

Para uma temperatura ambiente de 25 °C e temperatura do banho de 37,5 °C, usando a
EQUACAO (2.1) e a lei de conservacdo de energia do fluido interno ao tubo, pode-se
calcular que o fluido recirculando inicialmente a temperatura ambiente no trocador de

calor com vazdo de 9 mL/s deve responder conforme FIGURA 3.10.
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FIGURA 3.10 Resposta do trocador de calor, calculado para simular o funcionamento, no banho de
37,5 °C e recirculagdo de agua inicialmente a 25 °C.

3.3 Circuito de circulagao do perfusato

O perfusato deve ser bombeado para o 6rgdo passando por dentro de um circuito
fechado que ligue todos os equipamentos usados no processo de decelularizacdo. A
FIGURA 3.11 mostra a montagem final do circuito e também é um esboco completo de

todo equipamento desenvolvido.

i i
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FIGURA 3.11 Esquema completo do equipamento de decelularizag&o.
LEGENDA: a)Camara de decelularizacdo b) Bomba peristéltica c) Trocador de calor
d) Coracdo canulado pela aorta €) Reservatério de entrada do perfusato f) Banho

termostatico g) Agua a temperatura controlada h) Reservatorio para retirada do perfusato
i) Sensor de temperatura j) Sensor de pressao
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Dessa forma, o perfusato armazenado dentro do da camara de decelularizacdo (FIGURA
3.11 a) foi conduzido por tubos até a bomba peristéltica (FIGURA 3.11 b), de onde foi
bombeado para o coracdo (canulado pela aorta; FIGURA 3.11 d), passando pelo

trocador de calor de serpentina imerso no banho termostatico (FIGURA 3.11 c, f, ).

Além disso, o circuito possui ainda dois reservatorios (FIGURA 3.11 e, h) que foram
conectados ao circuito apenas nos momentos de troca do perfusato, por meio de chaves
seletoras de fluxo de trés vias. O reservatorio de entrada e retirada do perfusato tornou o
procedimento de troca mais confiavel e diminuiu a manipulacdo direta no oOrgéo,

durante o processo de decelularizagéo.

Foram previstos dois pontos para tomada de temperatura (FIGURA 3.11 i), sendo a
primeira na saida do trocador de calor e a segunda dentro da camara de decelularizacéo,
permitindo medir e avaliar as alterages de temperatura durante o processo. Outro ponto
importante foi a montagem da medicdo da pressao manométrica logo antes do perfusato
entrar no coracdo (FIGURA 3.11 j), que é um parametro necessario para determinar e

controlar a vazéo desejada.

No circuito, antes do coragdo, existe uma chave seletora de fluxo de trés vias
responsavel por permitir a circulagdo do perfusato passando pela camara de
decelularizacdo, porém sem passar pelo coracdo. Essa foi a maneira mais rapida de
desconectar o coracdo do circuito principal de perfusdo. Isso € importante,
principalmente, durante as trocas do perfusato, onde a presenca de bolhas é comum
devido ao esvaziamento seguido pelo enchimento do circuito. Nesses momentos, a
chave ¢ selecionada para direcionar o fluxo, sem passar pelo coracéo, até que as bolhas

sejam separadas pela propria camara de decelularizagao.

Os tubos utilizados foram fabricados em silicone (Cardioplegia; NIPRO; EUA) com
didmetro nominal de 1/4 polegadas ou 6,35 mm, para a montagem, conforme a

FIGURA 3.11; foram utilizados aproximadamente 2 metros de tubo.

Na MCE, em contato com os roletes, foram utilizados tubos mais maleaveis, fabricados

especificamente para terem vida Util mais longa quando utilizados com bombas
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peristalticas. Esse tubo possui o diametro maior (3/8 polegadas ou 9,52 mm) que

permite maior vazao com rotagdes menores.

3.3.1 Camara de decelularizacdo

Para fixar o 6rgdo imerso no fluido de decelularizacdo, uma camara de decelularizagdo
foi projetada em acrilico, com formato de prisma reto, com dimensdes de 200 mm de
altura e base hexagonal de 92 mm cada lado (aproximadamente 4,4 litros). Ela foi
devidamente fechada e pode acomodar diversos 6rgdos, dentre eles um coragdo

humanao.

A cémara de decelularizagdo também funciona como uma armadilha para bolhas por
retirar o perfusato para circulacdo na parte inferior, e sendo preenchida por cima. A
FIGURA 3.12 mostra detalhes do projeto da camara realizado usando software
Solidworks 2009®.

FIGURA 3.12 Projeto da camara de decelularizag&o.

Para realizar a decelularizacdo de 6rgdo menores, como o coracdo de galinha utilizado
nesse trabalho, o projeto previu uma pequena estrutura na tampa para fixar outro
reservatorio, permitindo economizar na quantidade de perfusato utilizado por

experimento.
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3.4 Testes experimentais

Para testar o equipamento e tambem para definir as necessidades do processo de
decelularizacdo, foram realizados véarios testes experimentais ao longo do
desenvolvimento desse trabalho. Esses ensaios consistiram na tentativa de realizar a
decelularizacdo do 6rgdo inteiro, utilizando diferentes configuragdes do equipamento.
Para isso foram, inicialmente, realizados varios experimentos pilotos em que a
continuidade do desenvolvimento dependia dos resultados ou das percepcdes

identificadas por estes testes.

O 6rgao escolhido para realizar os testes foi o coracdo de galinha. Dentre as razGes para
escolha dessa espécie foram a praticidade logistica e ética de se obter o 6rgdo em
granjas credenciadas, a facilidade de adaptacdo, além de possibilitar economia do

perfusato por ser um 6rgao pequeno.

Os coragdes de galinha foram obtidos frescos, logo apds abate, na Granja Ave Nova
(CNPJ 00.443.740/0001-00), Grupo Brasilia Agroindustrial Avicola Ltda., localizada na
Rua Nova York, 94, Imbirugu, Betim-MG. O abatedouro é devidamente regulamentado
e autorizado a realizar este trabalho. Os coragfes coletados foram imediatamente
armazenados em uma caixa térmica contendo gelo e transportados ao Laboratério de
Bioengenharia (LABBIO), Departamento de Engenharia Mecanica/lUFMG, onde foram

pesados e medidos.

As pesagens e medigOes foram realizadas antes e depois dos processos de
decelularizacdo. Os coracdes foram medidos utilizando-se uma régua com escala de
milimetros e pesados em balanca de precisdo (AY220; Marte; Brasil). Posteriormente,
os coracgdes foram colocados em um recipiente contendo PBS 1X e armazenados na
geladeira, por um periodo maximo de 24 horas, antes de serem submetidos ao

tratamento.

O protocolo de decelularizagdo comum a todos 0s experimentos consistiu em uma
adaptacdo do protocolo descrito por Weymann et al. (2011), ele foi escolhido por sua
simplicidade, que favoreceu a féacil execugdo e o baixo custo de cada experimento, e

pelo bom resultado de decelularizacdo alcancado. Nesse protocolo o coracdo foi
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perfundido durante doze horas com 4% de SDS (Dodecil sulfato de sddio) em PBS 1x
(Tampéo fosfato salino). Durante esse periodo, a cada duas horas, o detergente foi
trocado. Sendo que a cada troca, o 6rgdo foi perfundido durante quinze minutos com
PBS 1x para realizar sua limpeza. Ao final das doze horas, ocorreu a perfuséo por vinte

e quatro horas em PBS 1x com uma troca apds as primeiras doze horas.

Os parametros que mudaram de um experimento para outro serdo descritos
detalhadamente a seguir. Dentre eles estdo o controle de temperatura e vazdo da
perfusdo. Dentre outros procedimentos importantes, que foram alterados ao longo do

desenvolvimento, estdo o método para canulacdo do coragao e de sua preparagdo inicial.

Para perfusdo do coracdo, foi utilizado o método de perfusdo retrograda descrito por
Langendorff (LANGENDORFF, 1895), descrito no item 2.2. Ao final de todo processo
de decelularizagdo, o coracdo foi preservado em Formol 10% para futuras analises. Os
coragdes foram avaliados visualmente com fotos tiradas antes e apds os procedimentos
de decelularizacdo. Igualmente, os coracfes foram pesados antes e apOs 0s

experimentos para avaliar as reducdes na massa total dos 6rgaos.

3.4.1 1° Teste piloto: decelularizacdo por perfusdo

Esse teste piloto foi o primeiro contato pratico com o0s requisitos do processo de
decelularizacéo por perfusdo. Ele foi realizado numa fase inicial do desenvolvimento e

apenas a MCE estava preparada para realizar o teste.

A FIGURA 3.13 mostra a montagem usada para esse teste. Como pode ser observada, a
montagem era simples, contando apenas com um béquer (250 mL) funcionando como
camara de decelularizacdo, a MCE e um termdmetro, para realizar a medicdo de
temperatura durante o experimento, porém sem um mecanismo para controlar essa

temperatura.
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FIGURA 3.13 Esquema de montagem para o 1° teste piloto.

LEGENDA a) béquer b) bomba de rolete c) termdmetro d) coracéo canulado pela aorta

Pouco sobre a metodologia de preparacdo ou canulacdo do coracdo havia sido definido
nessa etapa, e a velocidade de rotacéo do rolete foi defina apenas tentando aproximar ao
debito cardiaco médio da espécie, aproximadamente 350 mL/min (WHITTOW, 1999).

Porém, aumentada para 540 mL/min ap0s duas horas de experimento.

3.4.2 2°Teste piloto: decelularizacdo por perfusdo com eletrodo

Nesse experimento, além da montagem anterior (FIGURA 3.13), foram adicionados
dois eletrodos de grafite com diferenca de potencial elétrico entre eles de 3 V. Esses
eletrodos foram posicionados dentro do béquer onde ocorre a decelularizacao,

mergulhados no perfusato.

A hipétese foi que o diferencial elétrico ajudaria na decelularizacdo por atrair os debris
celulares, causando adesdo dos debris celulares com polaridade nos eletrodos e
possivelmente facilitando o processo de perfusdo. A FIGURA 3.14 mostra essa

montagem do eletrodo no béquer.
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FIGURA 3.14 Montagem dos eletrodos (indicados pelas setas).

by

Além dessa alteracdo, foi adicionada a montagem uma valvula de trés vias que
possibilita a saida do perfusato, usando a propria vazdo gerada pela bomba de rolete
para retirar o fluido durante as trocas. A valvula de trés vias permitiu direcionar o
sentido da vazéo e escolher entre dois caminhos para onde o perfusato devia seguir: para
circulacdo normal ou para reservatorio de retirada. Nesse teste, o perfusato ainda foi

adicionado manualmente e diretamente no béquer a cada troca.

3.4.3 3°Teste piloto: adicdo do controle de temperatura, medicdo de pressao e método

de canulacdo

Nesse experimento foi adicionada uma solucdo inicial para controlar a temperatura e
avaliar a influéncia deste fator no processo de decelularizacdo. A montagem do

equipamento, nesse experimento, é mostrada na FIGURA 3.15.

O béquer, nesse experimento, foi colocado dentro de um banho térmico com
temperatura controlada, conforme descrito no pelo item 3.2.1. Dessa forma, foi possivel

controlar a temperatura de todo o processo em 37 + 1 °C.
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FIGURA 3.15 Esquema de montagem para 3° Teste piloto.
LEGENDA a) Béquer b) Bomba peristaltica c) Reservatério para retirada do perfusato
d) Sensor de pressido e) Coracdo canulado pela aorta f) Sensor de temperatura g) Agua a

temperatura controlada do banho térmico

Outra alteracdo importante foi a adicdo de um mandmetro no circuito de perfusdo
(FIGURA 3.15 d). Ele permite medir a pressdo do perfusato que esta entrando no
coragéo e, assim, determinar melhor a velocidade de rotagcdo. Com isso, foi descoberta a
necessidade de alterar o método de canulacdo da aorta, pois a pressdao medida pelo
mandmetro, nessas condicdes, era muito pequena, e dificilmente, mesmo em rotacao

méaximas, alcangava os 37,5 mmHg desejados.

No novo método, a canula é inserida a0 maximo dentro da aorta, tomando o cuidado
para que ndo obstrua os 6stios coronarios nem danifique a valvula adrtica. Os troncos
supra aorticos do coracdo de galinha apresentavam grandes aberturas por onde poderia
ocorrer perda de fluxo ndo desejada. Para solucionar esse problema, essas aberturas
foram suturadas com varios pontos para dificultar a saida do perfusato por essas saidas.
Dessa forma, o perfusato encontrou a obstrucdo causada pelo fechamento da valvula
aortica, o que eleva a pressdo no local e permite a perfusdo através dos Ostios

coronarios.
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3.4.4 Experimentos utilizando banho térmico

Esses experimentos foram realizados em triplicata, usando a mesma montagem do 3°
teste piloto (FIGURA 3.15), porém, cuidados da preparacdo do coracdo foram tomados
para melhorar a perfusdo do coragdo, e aumentar o padrdo de repetitividade de um

experimento para o outro.

O coracao foi coletado, na manha do abate, na granja e transportado para o laboratério
(resfriado em caixas térmicas), onde foi limpo, pesado, canulado, e os troncos supra
adrticos foram suturados. Apds esses procedimentos, o coracdo foi mantido resfriado
até a manha seguinte para iniciar o protocolo de decelularizacao, descrito em 3.4.

A rotacdo foi definida para manter a pressdo entre 30 a 45 mmHg, que podia ser
diferente de um experimento para o outro devido a pequenas diferencas de tamanho do
coracdo ou qualidade final da sutura. A temperatura foi definida e controlada pelo banho

térmico igualmente em todos os experimentos a 37 1 °C.

3.4.5 Experimentos utilizando trocador de calor de serpentina

A montagem com o trocador de serpentina (item 3.2.2) foi realizada, e novamente foram
realizados trés experimentos semelhantes para avaliar a eficiéncia da méaquina e

possivelmente detectar necessidades de melhorias.

Com relacdo a montagem, agora com o trocador de calor de serpentina, o equipamento
ficou muito proximo do desenvolvimento final desse trabalho (FIGURA 3.11), faltando
apenas adicionar a camara de decelularizacdo, que estava sendo construida nessa fase do
estudo. No lugar da cadmara de decelularizacdo, foi utilizado um béquer de 250 mL,

COMO Nos experimentos anteriores.

A temperatura foi controlada em 37,65+ 0,02°C, devido a grande precisdo e
estabilidade  fornecida pelo controlador do banho ultra  termostatico
(ECO RE 630G; LAUDA; Alemanha). A tomada de temperatura foi realizada em dois
pontos: o primeiro medindo a temperatura do perfusato dentro do tubo de perfusédo, apds
a saida do trocador de calor, usando um PT100 conectado ao banho, e o segundo dentro

do béquer utilizando um termémetro digital (TM879H; Equitherm; Brasil). O protocolo
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experimental utilizado foi 0 mesmo descrito para os testes com o banho térmico (item
3.4.4).

3.4.6 Experimentos com a montagem final

Esses ensaios foram realizados com a adicdo da camara de decelularizacéo e foi obtida a
montagem final do equipamento de decelularizagéo. Estes experimentos, em triplicata,
foram realizados para avaliar o processo de decelularizacdo e cada etapa do
procedimento, e comparar 0s resultados com aqueles obtidos nos experimentos

anteriores.

Outra mudanca no equipamento, além da camara, foi a adi¢do do reservatorio de entrada
do perfusato (FIGURA 3.11 e) que permite a troca e adicdo do perfusato, sem
necessidade de manipulacdo na camara de decelularizacdo, que pode ficar
completamente fechada durante todo o processo de decelularizagdo. O protocolo de
decelularizacdo foi 0 mesmo usado nos experimentos anteriores. A temperatura foi

controlada em 37,65 + 0,02 °C pelo trocador de calor de serpentina.

Para esses experimentos, foram adotados novos cuidados na preparacdo do coragéo,
além de realizar a canulagdo e sutura dos troncos supra adrticos presentes na aorta. Foi
retirado, utilizando uma pinga, todo sangue coagulado visivel dentro dos atrios,
ventriculo ou aorta do coracdo. Juntamente, foi realizada uma tentativa de retirar parte

do sangue presente nas coronarias massageando o coracao.

3.4.7 Teste do baldo

O teste do baldo tem objetivo de quantificar a estabilidade mecéanica da MEC, apés a
decelularizacéo, e comparar com o coracao natural. Sua metodologia consiste em medir
a pressdo interna de um baldo inserido dentro do ventriculo esquerdo do coragao
decelularizado, sendo o volume do baldo previamente conhecido e assim criar uma
curva Pressao - Volume, que possa comparar os resultados obtidos. A FIGURA 3.16

mostra a montagem realizada.
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FIGURA 3.16 Montagem para teste do baldo. O baldo (esquerda) foi inserido no ventriculo
esquerdo, e a seringa (direita) foi responsavel por injetar o volume controlado dentro o baldo, a cada

volume o valor da pressdo interna medida pelo mandmetro (acima) era anotado.

O balédo foi inserido dentro do ventriculo esquerdo pela aorta, passando pela valvula
adrtica, e entdo, foi preenchido com liquido de volume conhecido, medido utilizando
uma seringa de 3 mL. Finalmente, a pressdo do sistema foi medida pelo manémetro
conforme a FIGURA 3.16. Para efeito comparacdo, o teste de baldo também foi
realizado com coragdes naturais, sem passar pelo processo de decelularizacdo, e
também foi medida a pressdo causada apenas pela parede de latex do baldo, sem o
coragdo, como controles experimentais. O teste do baldo foi realizado em todos os
coracOes decelularizados pelos experimentos posteriores aos experimentos pilotos, ou
seja, 0s experimentos com o banho térmico, com o trocador de calor de serpentina, e
com a montagem final. As incertezas de medi¢do foram calculadas utilizando a
distribuicdo paramétrica t de Student, sendo a distribuicdo bicaudal com nivel de
confianca de 90% (FIGLIOLA; BEASLEY, 2015), e ap0s os testes, os coracfes foram

colocados em tubos Falcons com formol 10%, para analise em microscopia otica.

3.4.8 Microscopia 6tica

Para avaliar a qualidade da remocéo celular e resultados da decelularizagdo, foram
realizadas analises de microscopia 6tica. Cortes longitudinais do ventriculo esquerdo de
coracOes naturais e decelularizados foram fixados em formol 10%, desidratados em
concentracdes crescentes de etanol (50% a 100%) e clareados com xilol para posterior
infiltracdo e inclusdo em parafina, permitindo que os tecidos fossem cortados em
seccdes de 5 um, em microtomo. A fim de verificar a presenca ou auséncia de restos
celulares, como ndcleos ou miofibrilas, o tecido foi corado com hematoxilina e eosina

(H&E), de acordo com protocolo padronizado na literatura (OTT et al., 2008). As
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analises foram realizadas em microscopio optico (BX41; Olympus; Japdo) e as imagens
foram obtidas no microscopio (BX40; Olympus; Japdo) acoplado a camera digital
(Moticam 2500; Motic; China), em amplia¢Ges de 200X.

O preparo e as anélises das laminas foram realizados em parceria com o Laboratério de
Interacdo Micro-organismo - Hospedeiro do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG,
sob a coordenacdo das professoras Patricia Silva Cisalpino e Danielle da Gloria de
Souza e com o auxilio das alunas de pés-graduacdo Patricia Campi Santos e Raquel

Duque.



4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 AlteracBGes na maquina de circulacdo extracorpdrea

Para controlar a velocidade de rotacdo da MCE, usando 0s equipamentos propostos, 0s
ajustes das constantes de controle foram definidos para gerar uma resposta mais lenta,
porém, bastante estdvel e com pouquissimas oscilacdes, usando, assim, valores

relativamente baixos para os ganhos proporcional, integral e derivativo.

Esse modelo de resposta foi escolhido levando em consideragdo o funcionamento
esperado da MCE, que prop6e funcionar por experimentos com duracdo cerca de mais
de 24 horas com pequenas alteracGes na velocidade de rotacdo, durante esse periodo.
Dessa forma, a MCE é capaz de controlar a rotacdo e, indiretamente, definir a vazao

utilizada durante os experimentos de decelularizagéo.

Essa técnica € mesma utilizada por diversos autores para realizar a perfusdo de
diferentes 6rgdos (AKHYARI et al.,, 2011; MOMTAHAN et al.,, 2014; GILBERT;
SELLARO; BADYLAK, 2006; OTT et al., 2008).

O algoritmo completo desenvolvido esta disponibilizado no ANEXO A. Ao final, esse
controlador foi capaz de fornecer a rotacdo com variacdes maximas de 5% do valor

desejado, apos a estabilizacao.
4.2 Controle de temperatura

O método final selecionado para o controle de temperatura foi o trocador de calor de
serpentina mergulhado no banho ultra termostéatico, realizando a troca de calor entre o
perfusato e o fluido de temperatura controlada no interior do banho. Esse método é mais
utilizado por evitar a contaminacdo do perfusato e permitir um controle rapido com
baixo volume interno de perfusato necessario (GILBERT; SELLARO; BADYLAK,
2006; BELL; MOCANU; YELLON, 2011).

A serpentina foi construida em ago inox em forma de uma helicoide, conforme

FIGURA 4.1. A configuracdo do trocador de calor possui uma boa resposta a alteracdo
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de temperatura, isso € atinge rapidamente a temperatura definida com étima estabilidade
(x0,01 K), depois que essa temperatura é alcancada.

FIGURA 4.1 Trocador de calor de serpentina utilizado.

A FIGURA 4.2 mostra a resposta obtida quando o perfusato (agua destilada) foi
inserido no circuito de perfusdo (com béquer de 250 mL) a 24 °C, sendo a temperatura

definida para o fluido interno de 37,90 °C e a vazdo do perfusato de aproximadamente
550 mL/min.
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FIGURA 4.2 Resposta do trocador de calor ao inserir perfusato a 24 °C.

Como pode ser visto, com apenas dois minutos, o perfusato ja atinge a temperatura de
37 °C e estabiliza em 37,5 °C, trés minutos ap6s o inicio da perfusdo, o que indica uma

boa resposta, considerando que o tempo total médio entre troca do perfusato é de duas
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horas. Isso garante que a maior parte do experimento ocorre com a temperatura

desejada, em alta precisdo (+0,02 °C).

O controle da temperatura, assim como a possibilidade de utilizar diversos valores
durante o experimento, € um ponto crucial para se estudar o processo de
decelularizacéo. Isso permite aplicacdes e pesquisar melhorias em diferentes protocolos,
como no caso de utilizacdo de enzimas no fluido de decelularizacdo. O estudo realizado
por Akhyari et al. (2011) mostra a comparacdo entre diferentes tipos de protocolos de
decelularizacdo, com diferentes temperaturas de perfusdo, em que podemos extrair a
importancia do controle de temperatura para cada possibilidade de protocolo e perfusato

com principios ativos diferentes.

O controlador banho ultra termostatico ainda pode usar como variavel de controle uma
temperatura externa ao banho medido por um termopar, que pode ser posicionado
dentro do circuito, garantindo o controle mais rapido da temperatura do perfusato se
comparado com a medicdo da temperatura interna do banho. Essa fungéo, no entanto,
pode se tornar inviavel no caso de protocolos de decelularizagdo com frequentes e
demoradas trocas. Como foi verificado em testes preliminares, com o esvaziamento do
circuito, a temperatura medida pelo termopar cai para a temperatura ambiente, criando
um falso valor na variavel de controle, causando um superaquecimento do banho.
Aumentando muito o tempo de resposta do sistema, porém, isto é facilmente evitado

pelo operador, tendo ciéncia da necessidade de trocas rapidas.
4.3 Circuito de perfusdo

O circuito foi construido com cerca de dois metros de tubo de silicone com 6,35 mm de
didmetro, possui dois pontos para medi¢do de temperatura € um para medir a pressdo
estatica do perfusato (FIGURA 4.3 g, h). O circuito possui um trocador de calor
(FIGURA 4.3 c, e) responsavel pelo controle da temperatura do perfusato, e uma bomba

de rolete (FIGURA 4.3 b) com rotacéo controlada para determinar a vazéo.

Essas caracteristicas possibilitam a realizagdo de uma grande variedade de protocolos de
decelularizacdo encontrados na literatura (AKHYARI et al., 2011; GILBERT;
SELLARO; BADYLAK, 2006; MOMTAHAN et al., 2014; OTT et al., 2008;



70

KASIMIR et al.,, 2003), permitindo alterar os valores da vazdo e temperatura de
perfusdo para atender a esses protocolos, que ndo foram testados nesse trabalho. Além
da facilmente prevista nesse equipamento para realizar diversas adaptacdes necessarias
para executar melhor outros protocolos de decelularizagdo. O circuito foi projetado
também para ter flexibilidade para suportar diferentes Orgdos que possam ser
decelularizados pelo mesmo processo (BADYLAK; TAYLOR; UYGUN, 2011;
CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011).

FIGURA 4.3 Equipamento de decelularizacdo durante processo de decelularizacio do coracdo de galinha:
a) Camara de decelularizacdo b) Bomba peristéltica ¢) Trocador de calor de serpentina d) Reservatério de
saida do perfusato €) Banho ultra termostatico f) Reservatdrio de entrada de perfusato g) Medidor de

temperatura h) Medidor de presséo.

A camara de decelularizacdo (FIGURA 4.4) facilita a adaptacdo para diferentes 6rgaos.
A tampa da camara permite fixar diferentes recipientes, com volumes diferentes, para
minimizar os gastos com perfusato, além de permitir a realizacdo dos experimentos com
0 minimo contato com 0rgdo, e sem necessidade de manipulacdo durante os

experimentos. O que reduz as chances de contaminacdo externa no 6rgdo ou na MEC.
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FIGURA 4.4 Camara de decelularizagdo com adaptagao para érgdos menores.

A camara de decelularizacdo foi responsavel, no equipamento, por separar as bolhas do
circuito e impedir a recirculagdo do mesmo, utilizando o caminho secundario do circuito
para passar pela camara sem passar pelo 6rgdo (FIGURA 3.11). No entanto,
dependendo das caracteristicas fisioldgicas do 6rgao e o perfusato utilizado, pode ser
necessario adicionar um dispositivo de retencdo de bolhas (bubble trap), antes da
canula, a fim de assegurar a sua remocao e impedir embolias no 6rgdo (COLAH et al.,
2012). Nesse caso, 0 volume utilizado dentro do dispositivo de retencédo de bolhas deve
ser consistente com o volume total utilizado para a perfusdo, para ndo aumentar

significativamente o custo do processo.

As bombas de roletes com deslocamento positivo séo um dos equipamentos mais
utilizados para a perfusdo de 6rgaos e pacientes, particularmente, porque sdo simples e
ndo ha nenhum contato direto entre qualquer uma das partes da bomba e o fluido.
Outras vantagens sdo a precisdo em relagdo ao fluxo, durabilidade, versatilidade, a
auséncia de contaminacdo (uma vez que o liquido permanece dentro do tubo ao longo
do circuito da bomba), e a capacidade de proporcionar um fluxo continuo com baixa
vibracdo (GUYETTE et al., 2014).

A perfusdo do coracdo ocorreu corretamente conforme esperado pelo método de
perfuséo retrograda de Langendorff. Como pode ser visto na FIGURA 4.5, o perfusato

entra pelo coracdo por meio da canula localizada na aorta e perfunde o coracdo através
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dos ostios coronarios. Como esperado, a saida do perfusato do coracdo acontece pelas

nas veias ligadas ao atrio direito, como a veia cava.

FIGURA 4.5 Foto tirada no primeiro instante da perfusdo. Setas indicam a saida do perfusato junto com o

sangue do atrio direito, através da abertura da veia cava.

O controle de pressdo constante foi usado em diversos trabalhos (WEYMANN et al.,
2011; SIERAD et al., 2015), e pode ser alcancado adicionando de um controlador e um
transdutor de pressdo no sistema. Diferentes artigos (FUNAMOTO et al., 2010;
MOMTAHAN et al., 2014; GUYETTE et al., 2014) avaliaram as vantagens de realizar
0 método de pressdo constante de perfusdo para decelularizacdo, concluindo serem
ligeiramente mais eficazes 0 método de pressdo constante, principalmente, em dérgaos
maiores. Diferentemente, este estudo usa controle de fluxo constante, com a pressdo
verificada por um mandémetro (FIGURA 4.3 h), sem controlar a rotacdo em funcdo da
pressao. Esta foi uma solugdo menos precisa, porém mais simples e de baixo custo. Os
resultados obtidos, descritos a seguir, podem confirmar o bom funcionamento do
equipamento, na maior parte dos casos, porque a pressdo de perfusdo normalmente se

manteve estavel, para uma dada taxa de fluxo.
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4.4  Testes experimentais

4.4.1 1°Teste piloto: decelularizagdo por perfusao

Neste experimento, a rotacdo da bomba foi de 20+1 RPM. N&ao houve controle de
temperatura, portanto, foi considerada a temperatura ambiente que variou entre 24 a
26°C. A FIGURA 4.6 mostra o resultado visual do processo de decelularizagédo

realizado nesse teste piloto.
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FIGURA 4.6 Foto do coragdo no 1° teste piloto (escala em mm).

A) antes do processo de decelularizacéo B) apds o processo de decelularizagao

Ao final do protocolo de decelularizagdo o coracdo ainda apresentava diversas regies
avermelhadas, principalmente na regido do ventriculo esquerdo, 0 que indica a presenca
de células. A massa final do coracdo foi de 6,05 £ 0,005 g, que significa uma reducao de
32,78% da massa inicial do coracdo limpo (que era de 9,00 + 0,005 g), sem ocorrer

alteracgéo significativa no tamanho ou forma do coragéo.

Apesar da decelularizacdo incompleta, o 1° teste piloto foi importante para conhecer
algumas caracteristicas do processo de remocdo de celulas e alguns resultados
esperados. Foi percebida a reducdo de massa do 6rgdo, com pequena reducdo do
tamanho. A aorta foi capaz de suportar o cora¢do durante todo o experimento. O método
de perfusdo retrograda foi eficiente em distribuir o fluido de decelularizag&o e perfundir
o interior do coracdo (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006), como pode ser visto
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na FIGURA 4.6. O coracdo foi decelularizado em regiGes mais internas, mesmo que a
remoc¢do do conteudo celular ndo tenha sido completa. A MCE apresentou um bom

funcionamento, mantendo-se estavel mesmo em experimentos longos.

Além disso, com esses resultados, foi apurada a necessidade de melhorias no
equipamento de perfusdo, tanto para facilitar o processo como para melhorar a
eficiéncia da decelularizacdo. Por isso, foi adicionado, para experimentos futuros, um
caminho para retirada do perfusato para um reservatorio, diminuindo a manipulacéo do
coragdo e do béquer, durante o processo. Foi adicionado também, o controle de
temperatura, e um medidor de pressdo na entrada do coracdo a fim de oferecer um
melhor parametro para escolha da rotacdo e vazao da MCE.

4.4.2 2°Teste piloto: decelularizacdo por perfusdo com eletrodo

Neste teste, foram utilizados eletrodos eletricamente carregados no béquer onde ocorre a
decelularizacéo, rotacdo de 20+1 RPM e temperaturas entre 22 a 25 °C. Foi observado

um resultado visualmente pior, mostrado na FIGURA 4.7.

e e il

FIGURA 4.7 Foto do coragdo no 1° teste piloto (escala em mm).

A) antes do processo de decelularizacdo B) ap6s o processo de decelularizacéo
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Visualmente, o coracdo permaneceu mais avermelhado e mais flacido em comparacéo
ao primeiro teste piloto. A massa final do coragédo foi de 10,81 + 0,005 g, que significa

uma reducdo de 15,74% da massa inicial do coracdo (que era de 12,83 + 0,005 g).

Em relacdo ao uso do eletrodo, sua capacidade de atrair e separar os debris celulares ndo
foi eficiente. Na FIGURA 4.8, é possivel ver a formacdo de grande quantidade de
bolhas nos eletrodos, principalmente no negativo (esquerda), simultaneo a baixa adeséo

de debris celulares.

FIGURA 4.8 Eletrodo em funcionamento no 2° teste piloto. Setas indicam os eletrodos.

A presenca de bolhas indica uma reacdo quimica que ndo era desejada, pois a hidrélise
da agua € capaz de gerar peroxido de hidrogénio. Devido a esses fatores, o uso do
método de eletrodos foi descartado para futuros experimentos nesse trabalho, sendo essa
a principal deliberacdo realizada a partir dos resultados desse teste. O experimento ainda

reafirmou todas as conclusdes relatadas para o 1° teste piloto.

4.4.3 3°Teste piloto: Adicdo do controle de temperatura, medicdo de pressao e

método de canulacéo

Este experimento foi realizado com temperatura controlada em 37 = 1°C. Além disso,
foi adicionado 0 mandémetro no circuito que permitiu medir a pressdo do perfusato na

entrada do coragéo, que indicou a necessidade de melhorias na canulagéo.
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A rotacdo definida para a bomba foi de 26 +1 RPM, a pressdo inicial foi de
53+ 4 mmHg, e a final de 41 * 14 mmHg. A massa inicial do coracdo foi de
11,72 + 0,005 g. Com as alteragcdes realizadas, o 3° teste piloto obteve resultados

visualmente melhores, como pode ser visto na FIGURA 4.9.

FIGURA 4.9 Foto do coragdo no 1° teste piloto (escala em mm).

A) antes do processo de decelularizagdo B) ap6s o processo de decelularizagéo

A decelularizacdo foi mais eficiente do que nos experimentos anteriores, apenas as
regibes que separam os atrios dos ventriculos apresentaram coloracdo um pouco
avermelhada. O coragdo teve uma redugdo de aproximadamente 1 cm no tamanho, e

consideravel alteracdo da sua forma original, ficando mais arredondado.

A massa, ao final do experimento, foi de 6,20 =+ 0,005 g, reducédo de 47,05% da massa
inicial do coracdo. Estes resultados ressaltam a importancia do aquecimento do
perfusato a temperatura de 37 °C para o processo de decelularizacdo, como j& era
esperado, jA que o aumento da temperatura aumenta a entropia geral do sistema e
acelera o processo de lise e remocéo celular (GUYETTE et al., 2014; WEYMANN et
al., 2011). A adicdo do mandmetro também foi positiva por permitir maior
repetitividade do experimento. Ele permitiu o ajuste correto da vazdo em fungdo da
pressao para ajustar as diferencas de tamanhos ou possiveis diferencas de canulacdo dos
6rgdos de um experimento para o outro.
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4.4.4 Experimentos utilizando banho térmico

A TABELA 4.1 mostra a reducdo de massa em cada experimento realizado como banho

térmico.

TABELA 4.1 Massas dos coragfes nos experimentos utilizando banho térmico

Experimento  Massa Inicial (g) Massa final (g) Reducdo (g) Reducdo %

1 10,72 7,21 S reill 32,74%
2 10,84 6,60 4,24 39,11%
3 10,19 6,58 3,61 35,43%

Todos os experimentos tiveram resultados similares com relacdo a reducdo da massa,
com variagdes menores que 0,7 g. A decelularizacdo foi visualmente boa nos trés
experimentos, como pode ser observado na FIGURA 4.10. Estudos anteriores (OTT et
al., 2008; AKHYARI et al., 2011) mostram que, na pratica, todas MCEs apresentam
residuos de células, apds a decelularizacdo, sendo, portanto, a qualidade da
decelularizacdo medida, dentre outros parametros, pela capacidade retirar a maior
quantidade possivel das células. O segundo experimento, foi o melhor dessa triplicata,
resultando em um coracdo completamente esbranquicado, com perda de 39,11% da
massa inicial. A reducdo média da massa foi de 35,76%. E possivel notar também a
alteracdo na forma do coracdo que ficou com a ponta mais arredondada, devido a

retracdo do ventriculo esquerdo, e com reducéo de tamanho dos atrios.

O equipamento desenvolvido para esses experimentos foi capaz de realizar a
decelularizacdo. Porém, o método usado para controlar a temperatura, por meio do
banho térmico, foi considerado ineficiente por ter resposta muito lenta as alteracdes e a
necessidade de pré-aquecer o perfusato, antes de inseri-lo em circulacdo. A agua do
banho ainda corria risco de contaminar o perfusato dentro do béquer. Além disso, havia
a possibilidade de derramamento do perfusato no banho, resultando em producédo de
espuma e necessidade de troca da agua do banho, tornado o processo mais trabalhoso e
sucessivel a falhas.



FIGURA 4.10 Fotos dos coragdes nos experimentos utilizando banho térmico (escala em mm).
A,C,E: coracBes antes dol°, 2°, 3° experimento de decelularizagdo respectivamente
B,D,F: coragdes ap0s 0 1°, 2°, 3° experimento de decelularizacao respectivamente
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4.45 Experimentos utilizando trocador de calor de serpentina

A TABELA 4.2 mostra os valores medidos para massa dos coragdes nos trés

experimentos realizados.

TABELA 4.2 Massas dos coracfes nos experimentos utilizando trocador de calor de serpentina

Experimento Massa Inicial (g) Massa final (g) Reducéo (g) Reducéo %

1 11,26 8,28 2,98 26,47%
2 13,09 6,67 6,42 49,05%
3 14,23 9,69 4,54 31,90%

Nestes ensaios, as reducdes relativas das massas foram significativamente diferentes de
um experimento para outro, chegando a quase dobrar do primeiro para o segundo
experimento. Porém, a média de reducdo da massa foi de 35,80%, proximo do
alcancado pelos experimentos anteriores. Uma possivel razdo para a diferenca nos
resultados pode ser a diferenca dentre massa inicial dos coracdes escolhidos, porém sem
uma relacdo logica entre a grandeza da massa inicial e a reducdo percentual alcancada

pela decelularizagéo.

Os resultados também podem ser avaliados por meio da FIGURA 4.11, na qual é
possivel notar que o primeiro experimento resultou em um coracdo mais amarelado,
possivelmente devido & presenca de grande quantidade de fibras elasticas, ou tecido
adiposo com muitos carotenos (JUNQUEIRA; CASAROLI-MARANO; CARNEIRO,
2008). No segundo experimento, quase metade da massa inicial foi perdida durante a
decelularizacdo, e também ocorreu uma reducdo significativa no comprimento do

coracao.



FIGURA 4.11 Fotos dos coragdes nos experimentos utilizando trocador de calor (escala em mm).
A,C,E: coracGes antes dol°, 2°, 3° experimento de decelularizagdo respectivamente
B,D,F: coragdes ap06s 0 1°, 2°, 3° experimento de decelularizacdo respectivamente
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O ultimo experimento, apesar de ter reduzido mais massa do que o primeiro, apresentou
uma coloracdo muito avermelhada, devido a presenca de sangue coagulado no
ventriculo direito do coragdo. A foto da FIGURA 4.12B foi tirada do mesmo
experimento doze horas depois da foto da FIGURA 4.12A, portanto a MEC avermelhou
durante a dltima lavagem com PBS1X. Isso ocorreu devido a diluicdo do sangue
coagulado preso no ventriculo direito, que deu o aspecto de que a decelularizacdo havia

retrocedido.

2 B (o P

FIGURA 4.12 Fotos do 3° experimento da segunda triplicata.

A) Coragdo ap6s 12 horas de SDS 4% B) Coracdo ap6s 12 horas de SDS 4% + 12h de PBS 1x
Por isso, outra importante variavel que pode causar essas diferencas nos resultados é a
técnica de preparacdo e canulagdo, que deve ser realizada cuidadosamente para retirar o
sangue coagulado e facilitar ao maximo a correta perfusdo do coracdo pelo método
utilizado. Os cuidados devem ser tomados na selecdo do coracdo e na limpeza correta

externa, e interna do coragéo.

Portanto, para realizar a decelularizagdo de 6rgdo maiores ou, principalmente, em
aplicacfes mais precisas é necessaria a realizacdo do tratamento inicial do 6rgdo com
solucdes com heparina, ou outro anticoagulante, para remocdo do sangue do 6rgdo e
impedir formacgdo de embolias que atrapalhem na perfusdo (BAPTISTA et al., 2009).
Esse tratamento pode ser realizado antes do abate do animal, ou logo apds a remocgéo do
6rgdo com perfusdo de solucdes anticoagulantes resfriadas (BADYLAK; TAYLOR;
UYGUN, 2011; CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; GRAUSS et al., 2005).
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4.46 Experimentos com a montagem final

A TABELA 4.3 mostra o resumo dos resultados das medi¢cdes de massa para 0s trés

experimentos realizados com a montagem final.

TABELA 4.3 Massas dos coracfes nos experimentos da montagem final

Experimento Massa Inicial () Massa final (g) Reducéo (g) Reducéo %

1 11,97 6,18 5,79 48,37%
2 10,52 7,31 3,21 30,51%
3 9,50 6,45 3,05 32,11%

O valor médio da reducdo das massas foi de 37,0%, ligeiramente maior do que nas
montagens anteriores. Em geral, todos 0s experimentos apresentaram boa
decelularizacdo, como pode ser constatado na FIGURA 4.13. As alteracdes em relacdo a
montagem anterior diminuiram as possibilidades de erros ou ma execucdo do

experimento.

As adicbes da camara de decelularizacdo e dos recipientes de troca do perfusato
deixaram o equipamento mais pratico. Os experimentos tornaram-se mais faceis de
realizar, e com menor influéncia de eventos externos, reduzindo consideravelmente a

necessidade de manipulacdo do 6érgdo e dos fluidos de decelularizacao.

Os testes mostraram resultados compativeis com protocolos similares encontrados na
literatura, utilizando o SDS (WEYMANN et al., 2011; OTT et al., 2008), apesar da
necessidade de realizacdo de estudos complementares histoldgicos e mecanicos para
avaliar a qualidade da MEC resultante das decelularizagbes realizadas.
Macroscopicamente, a decelularizagcdo ocorreu uniformemente em todo coracao,
indicando a capacidade de perfusdo do equipamento. A perda de aproximadamente um

terco da massa, que foi medido, também é um bom indicativo da remocéo das células.



FIGURA 4.13 Fotos dos coragdes nos experimentos da montagem final (escala em mm).

A,C,E: coracfes antes dol°, 2°, 3° experimento de decelularizac¢do respectivamente

B,D,F: coragdes ap0s 0 1°, 2°, 3° experimento de decelularizacao respectivamente
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4.4.7 Teste do baldo

O teste do baldo é um indicativo da estabilidade mecénica da MEC, apds a
decelularizacdo. A FIGURA 4.14 mostra os valores médios da pressdo medida em
relagdo ao volume inserido no coragdo, para cada montagem realizada, com seus
respectivos erros. Os dados medidos em cada ponto de cada experimento estdo
apresentados no ANEXO B.
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FIGURA 4.14 Resultados medidos no teste do baldo para as montagens com banho térmico (azul), com
trocador de calor de serpentina (vermelho), e montagem final (verde). A curva em preto mostra 0s
resultados medidos para o controle, com corac¢Bes de galinha sem o procedimento de decelularizagdo. A

curva em cinza mostra a pressdo exercida apenas pelo latex do baldo utilizados em todos os experimentos.

Os valores medidos para todos os coragOes decelularizados foram estatisticamente
insignificantes entre si (P > 0,1) para os mesmos volumes, demonstrando pequena ou
nenhuma diferenca no aspecto de estabilidade mecanica da matriz extracelular em
relacdo a montagem utilizada. Esta estabilidade estd ligada a qualidade final matriz
extracelular, que é um resultado direto do tipo de protocolo de decelularizacao utilizado
(WAINWRIGHT et al., 2009). Neste trabalho, foi utilizado apenas um protocolo de

decelularizacdo, em todos os experimentos.

Em geral, os coracGes decelularizados ofereceram menor resisténcia a expansdo

volumeétrica do que os coragdes naturais (Controle). Essa reducéo era esperada devido a
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retirada das células musculares e dos possiveis danos que processo pode causar a matriz
extracelular. 1sso pode também inferir que a resisténcia estrutural do corac¢do diminuiu
com a decelularizacdo, no presente estudo (WEYMANN et al., 2011; SANCHEZ et al.,
2015).

Vaérios trabalhos avaliaram as propriedades mecéanicas das matrizes extracelulares, apos
o procedimento de decelularizacédo, e explicaram a influéncia desta no 6rgado (COSTA;
HOLMES; MCCULLOCH, 2001; FOMOVSKY; THOMPOPOULOS; HOLMES,
2010). Esses trabalhos mostram ligeiro aumento de rigidez do tecido decelularizado,
avaliados em testes de tracdo biaxial. Porem, Ott et al. (2008) e Witzenburg et al. (2012)
mostraram que quando se corrige o valor da espessura, nesses testes, as diferencas entre
0s mddulos tangenciais dos tecidos decelularizados e naturais desaparecem. Existe,
também, uma grande dificuldade natural para delinear as caracteristicas mecanicas dos
constituintes do miocardio por causa das suas interagdes estruturais (COSTA;
HOLMES; MCCULLOCH, 2001), que reduzem a confiabilidade das tentativas de
medicdo da rigidez. Além disso, o trabalho de Wang et al. (2010) mostrou que as
propriedades mecanicas alteradas com a decelularizacdo tendem a retornarem ao

comportamento natural com a recelularizacao do tecido.

Portanto, os resultados obtidos no presente trabalho indicam a reducdo da rigidez do
orgéo decelularizado, o que pode ser deduzido da lei de Starling do coracéo (Item 2.6),
e pode ter suas causas ligadas a danos na matriz extracelular originados pelo processo.
Porém, pode ser também reflexo da utilizacdo de Orgdo inteiro nos testes, que
diferentemente do teste biaxial que retira uma amostra do tecido, alterando todas as
condigdes de contorno do sistema. No entanto, mesmo com a reducdo da estabilidade
mecanica da matriz extracelular é esperada a recuperacdo da mesma com a

recelularizacdo do o6rgao.

4.4.8 Microscopia 6Otica

A analise do tecido decelularizado, por meio de microscopia 6tica, permitiu comparar o
tecido resultante da decelularizagho com o tecido do coragdo natural, néo

decelularizado, utilizado como controle.
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Na coloracdo com H&E, a hematoxilina cora estruturas de carater acido, como 0s
nucleos celulares, esses sendo visualizados na cor roxa ou azul-pdrpura. Por sua vez, a
eosina cora estruturas de carater basico, como citoplasma e fibras de colageno, esses
sendo visualizados na cor rosea a avermelhado. A FIGURA 4.15 mostra as principais

imagens obtidas.

Nucleo da
fibra
muscular

Sarcoplasma
da fibra
muscular

Disco intercalar

Nucleo ou
proteinas ricas
em amina

Fibras de colageno

Vaso sanguineo

s S han A

FIGURA 4.15 Imagens da microscopia 6tica com corante H&E (escala em 100um).
A) imagem do ventriculo esquerdo coragao natural com aumento de 200X.

B) imagem do ventriculo esquerdo do coracédo decelularizado com aumento de 200X.

Na imagem de controle (FIGURA 4.15A), é possivel visualizar o arranjo longitudinal
das fibras musculares, coradas em réseo, e o nlcleo das fibras, corado em roxo. Outro

fator comumente observado no tecido de controle é a presenca de discos intercalares,
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estruturas que unem uma fibra muscular a outra, conferindo a caracteristica de tecido

estriado cardiaco.

Ja no tecido decelularizado (FIGURA 4.15B), ndo é possivel observar o arranjo
convencional das fibras musculares do coragdo. Observa-se auséncia de estrutura celular
caracteristica, presenca sugestiva de restos de nucleos ou proteinas ricas em aminas (na

cor roxa) e presenca sugestivas fibras de colageno (em rdseo).

As analises comprovam a decelularizacdo também em nivel microscopio, com grande
remocdo celular e de seus restos (como nucleos e miofibrilas). Sdo necessarios outros
testes, além da microscopia, para afirmar a remocéo completa de todos 0s componentes
celulares. Gilbert et al (2006) verificaram a improbabilidade de ocorrer remogéo
completa das células no tecido decelularizado, porém, as consequéncias biologicas de
pequenas quantidades de material nuclear ou detritos citoplasmaticos, dentro do
arcabouco, ndo apresentaram relatos que mostrem uma relacdo de causa-efeito entre
esses remanescentes celulares e a resposta adversa do hospedeiro. Na FIGURA 4.15,
também é possivel ressaltar a presenca da estrutura de um vaso sanguineo, e € possivel
observar, nesse vaso, as tlnicas que o compde (intima, média e adventicia) em bom
estado de preservacdo. A presenca de vaso sanguineo preservado, bem como a sugestao
de fibras de colageno, aumenta as evidéncias de preservacdo da MEC, e do arcabouco,
apos o processo de decelularizacdo. Isso é um fator de grande importancia para as
futuras aplicacGes préticas e utilizacdo para recelularizacdo do tecido espesso ou 6rgao
completo (WANG et al.,, 2010; OTT et al., 2008), pois a grande expectativa da
engenharia de 6rgdo, com auxilio da decelularizacdo, esta na preservacdo da macro e
microarquitetura, da vasculatura hierdrquica, e sinais bioquimicos para adesdo,
proliferacéo e diferenciagéo celular (MOSER; OTT, 2014).



5 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos, pode-se concluir que:

O equipamento desenvolvido foi capaz de realizar satisfatoriamente a decelularizacao

do érgéo escolhido para teste.

Foi desenvolvido um acionador digital para a bomba de rolete, permitindo a adi¢ao de
um controlador capaz de manter a velocidade da bomba conforme desejado, durante
todo o procedimento de decelularizagéo.

O controle de temperatura foi desenvolvido, composto por uma serpentina inserida no
banho ultra termostatico, sendo que dentro da serpentina foi utilizado o fluido de
decelularizacdo. Essa montagem permitiu o controle rapido e eficiente da temperatura,
para valores entre -30 a 200 °C, com precisdo de +0,1 K, tornando o processo de

remocao celular mais eficaz.

O circuito de perfuséo foi capaz de distribuir o perfusato por todo érgdo com eficiéncia,

obtendo bons resultados no teste de decelularizag&o.

O circuito e a camara de decelularizagdo permitiram a realizacdo de todo processo de
maneira limpa e simples, evitando a manipulacdo do 6rgdo e contaminacdo externa,

além de diminuir o consumo de perfusato, tornando 0s experimentos de baixo custo.

Os resultados dos testes mostraram que esse equipamento ¢ um modelo simples, util e
com excelente funcionalidade para realizar diferentes estudos com o objetivo de

produzir um arcabouco tridimensional bioartificial.
Propostas futuras:

Algumas modifica¢des poderdo ser realizadas para ajustar o equipamento para ser usado
em diferentes processos de decelularizacdo ou diferentes 6rgdos. Alterando, por
exemplo, o0 modo de perfusdo para pressdo constante, ou adicionando novos métodos

em conjunto com a perfusdo, como a NTIRE ou fluido supercritico.
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Realizar mais teste para qualificar os resultados obtidos pela decelularizacdo, por
exemplo, avaliagdo da resisténcia mecanica do tecido pelo teste de tenséo deformagéo

biaxial.

Além disso, uma continuidade natural do trabalho seria utilizd-lo em estudos para
desenvolver e melhorar novos protocolos de decelularizacdo, e estudar a técnica de

repovoamento da MEC.



ABSTRACT

A critical difficulty of tissue engineering is the creation of scaffolds that can be used for
the development of complex three-dimensional tissues or even whole organs. One
solution would be to use the extracellular matrix from own organ to be transplanted
performing its decellularization. In this process, the withdrawal and lysis of the cellular
materials occurs creating a bioartificial scaffold. This study described the method to
develop an equipment capable of transporting through the organ, by perfusion, the
decellularization fluid and allowing creation of in vitro acellular scaffold while
maintaining the three-dimensional architecture of the organ. It was designed to meet
several existing decellularization protocols and may modify in a controlled manner the
flow and perfusion pressure, the temperature of each procedure and cannulation
technique of the organ. The device was tested with chicken hearts, and was efficient in
performing the decellularization protocol using the perfusion method. This study also
showed all the evolution of the design and development of this equipment, the
improvements and results. In order to evaluate the quality of the resulting tissue,
decellularized hearts were assessed according to mechanical stability, and microscopic
and macroscopic analysis. Ultimately, it was developed an equipment capable of
accomplishing decellularization of different organs, using different protocols found in
the literature. Further amendments can be made to improve efficiency to accomplish the
decellularization of diverse organs. It is expected that the equipment can be helpful in
the study of characterization and improvement of the cells removal process, apart from
allowing future adaptations to the process of recellularization and use in different

organs.

Keywords: Decellularization, Tissue Bioengineering, Biomaterials, Perfusion process,

Whole Organ Decellularization
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ANEXO A

Algoritmo, em C, usado no compilador CCS®:

/**********************************************************************

Controlador MCE

Autor: Jonathas Haniel

Versao 2.0

PI1C18F4550

Coleta set_point para rotagdo e aciona o potenciometro digital usando PID

LABBIO 2015

*********************************************************************/

#include <18f4550.h>

#DEVICE ADC=10
#FUSES NOWDT
#FUSES WDT128
#FUSES HS

PCD)

#FUSES NOPROTECT
#FUSES BROWNOUT
#FUSES BORV20
#FUSES NOPUT
#FUSES CPD

#FUSES STVREN
#FUSES NODEBUG
#FUSES LVP

#FUSES NOWRT
#FUSES NOWRTD
#FUSES IESO
#FUSES PBADEN

on RESET

#FUSES NOWRTC
#FUSES NOWRTB
#FUSES NOEBTR
#FUSES MCLR
#FUSES LPT10SC
#FUSES NOXINST
disabled (Legacy mode)
#FUSES PLL12
#FUSES CPUDIV4
#FUSES USBDIV
#FUSES VREGEN
#FUSES ICPRT

#build (reset=0x1000)

//No Watch Dog Timer
//Watch Dog Timer uses 1:128 Postscale
//High speed Osc (> 4mhz for PCM/PCH) (>10mhz for

/ICode not protected from reading
//IReset when brownout detected
//[Brownout reset at 2.0V
/INo Power Up Timer
//Data EEPROM Code Protected
//Stack full/underflow will cause reset
//No Debug mode for ICD
//Low Voltage Programming on B3(PIC16) or B5(P1C18)
//[Program memory not write protected
/[Data EEPROM not write protected
/lInternal External Switch Over mode enabled
//PORTB pins are configured as analog input channels

/lconfiguration not registers write protected
//Boot block not write protected
//Memory not protected from table reads
/IMaster Clear pin enabled
/[Timerl configured for low-power operation
//[Extended set extension and Indexed Addressing mode

/IDivide By 12(48MHz oscillator input)
/ISystem Clock by 4
//USB clock source comes from PLL divide by 2
//USB voltage regulator enabled
/ICPRT enabled
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#build (interrupt=0x1008)

#org 0x000,0x0FFF

void bootloader(){

#asm

nop

#endasm

Hireserve space for the bootloader
#use delay(clock=48000000)

#DEFINE BOTAO1 PIN_E1
#DEFINE BOTAO2 PIN_E2
#DEFINE BOOT PIN_B4
#DEFINE LEDV PIN_D1
#DEFINE LEDA PIN_DO
#DEFINE LEDVD PIN_C2

#INCLUDE <LCD10.C> /* Biblioteca fornecida no aula “Sistemas Embarcado” do
PPGMEC*/
[Ivariaveis

volatile short r[8];

volatile signed int16 saida=2;

unsigned int8 numero,pisca_led,contagem=0;

volatile unsigned int8 rot=20;

volatile unsigned int16 estouro_timer1=0,us=0,vazao,vr;
volatile static unsigned int16 rpm[4];

volatile float rpm_m=0.;

volatile signed long int erro=0,erro_i=0,Tp, Td, Ti,U,Ui=0;
/lconst unsigned int8 kp=1,kd=3,ki=50;

#int_ TIMER1

void TIMERL_isr(void)
{

estouro_timerl++;
set_timer1(0);

}

[*Config*/
void Config()

[[#use FAST_IO(B)
#use FAST_10(C)
#use FAST_10(D)

SET_TRIS_C(0x00);
output_low(LEDA);
output_low(LEDV);
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output_low(LEDVD);
output_low(PIN_C1);//buzzer
SET_TRIS_D(0x00);
SET_TRIS_B(0b0001000);

output_high(  PIN_C6);output_high( PIN_C7);output_high( PIN_B1);output_high(
PIN_B2);
output_high(  PIN_B3);output_high( PIN_B5);output_high( PIN_B6);output_high(
PIN_B7);

setup_timer O(RTCC_EXT_H_TO_L|RTCC_DIV_1); //PIN A4
setup_timer_1(T1 INTERNAL|T1 DIV_BY_1);//resolucdo= 1us estouro=5.4ms
enable_interrupts(INT_TIMERO);
enable_interrupts(INT_TIMERL);
enable_interrupts(INT_EXT);
enable_interrupts(GLOBAL);
set_timer0(0);
set_timer1(0);
Icd_init();
}

[*Start of Main*/
void main(void)

{

Config():;
lcd_putc("\f");
while(tinput(BOOT)){}

[1******Definir tamanho do tubo*******

while(input(BOOT))

{
if(input(BOTAOL)) {saida--;delay_ms(150);}
if(input(BOTAO?2)) {saida++;delay_ms(150);}
if(saida>3){saida=1;} if(saida<l){saida=3;}

if(saida==1){vr=402;rpm[1]="1";rpm[2]="/";rpm[3]="2";}
if(saida==2){vr=268;rpm[1]="3";rpm[2]="/";rpm[3]="8";}
if(saida==3){vr=135;rpm[1]="1";rpm[2]="/";rpm[3]="4";}

Icd_gotoxy(1,1);

printf(lcd_putc,"TAMANHO DO TUBO");
Icd_gotoxy(1,2);
printf(lcd_putc,"%c%c%c",rpm[1],rpm[2],rpm[3]);

}do{delay_ms(50);lcd_putc("\f");}while('input(BOOT));
rpm[1]=0;rpm[2]=0;rpm[3]=0;saida=25;
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[[******Definir velocidade ou vazao****
while(input(BOOT))

if(input(BOTAOL)) {rot--;delay_ms(70);}
if(input(BOTAQ?2)) {rot++;delay_ms(70);}

vazao=(unsigned int16)(rot*vr)/10;

lcd_gotoxy(1,1);
printf(lcd_putc,"RPM/VAZAO ml/min");
lcd_gotoxy(1,2);

printf(lcd_putc,"%u / %lu",rot,vazao);

}do{delay _ms(50);lcd_putc("\f"); }while('input(BOOT));

/********************************************************************/

while(true) //infinite loop

{
if(input(BOTAO1)) {if(rot!=0){rot--;delay_ms(70);}}
if(input(BOTAO?2)) {if(rot!=100){rot++;delay_ms(70);}}

contagem=get_timer0();

if(contagem>=18*rpm_m/30)// considerando 36 sinalizadores por volta
{
us=get_timerl1();contagem=get_timer0();
rpm_m=(float)contagem*60./((estouro_timer1*0.0054+us*0.000001)*36.);
if(rpm_m>100){rpm_m=rpm[0];}
contagem=0;set_timer0(0);set_timer1(0);estouro_timer1=0;us=1,
}

if(estouro_timer1>=695)//695referente a 4 rpm(para 1/4 de volta) = 3,75s
{
rpm_m=0;
contagem=0;set_timer0(0);set_timer1(0);estouro_timer1=0;us=1;
}
rpm[0]=(float)rpm_m*10;

rpm_m=(float)(rpm[0]+rpm[1]+rpm[2]+rpm[3])/40;// média de cada 1 volta, pra
estabilizar a medicao

rem[3]=rpm[2];rpm[2]=rpm[1];rpm[1]=rpm[0];

/***********************P I D*********************************/
if (us==1){
erro=(float)(rot-rpm_m);

Tp=(float)erro/(3*(rot/60.)); //pode retiar essas variaveis erro/(10*kp) 5
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Td=(float)(erro_i-erro)/(10); //(erro-erro_i)/(10*kd)0
Ti=(float)Ui/140;//Ui/ki 80
U=Tp+Td+Ti;

saida=saida+U;

erro_i=erro;

Ui=(float)Ui+(erro+erro_i)/2;

if(Ui>32400){Ui=32400;} if(Ui<-32400){Ui=-32400;}
us=0;

}

//********************************************************

/saida=rot;
if(saida>255){saida=255;}  if(saida<0){saida=0;}
vazao=(float)(rpm_m*vr)/10;

[[F*****xxSAIDA PARALELA DE COMANDO DOS RELES******
for(us=0;us<=7;us++){r[us]=0;}
us=0;numero=saida;
while( numero!=0)

{

rfus] = numero %2;

numero = numero/2;

us++;

Jus=0;
output_bit( PIN_CS6, Ir[0]);
output_bit( PIN_C7, Ir[1]);
output_bit( PIN_B1, 'r[2]);
output_bit( PIN_B2, Ir[3]);
output_bit( PIN_B3, Ir[4]);
output_bit( PIN_BS5, !r[5]);
output_bit( PIN_BS6, Ir[6]);
output_bit( PIN_B7, Ir[7]);

//***********LCD*************************************
pisca_led++;
if(pisca_led>20){output_toggle(LEDVD);pisca_led=0;lcd_putc("\f");}
Icd_gotoxy(1,1);
printf(lcd_putc,"%u %ld %u",rot,saida,contagem);
Icd_gotoxy(1,2);
printf(lcd_putc,"R=%f V=%Iu",rpm_m,vazao);



ANEXO B

Resumo dos valores medidos no teste do baléo.

Teste do Balao(mbar)

Nome Experimento
05mL 10mL 15mL 20mL 25mL 3,0mL
1 20 70 110 130 140 140
Banho térmico 2 25 50 70 90 105 115
3 25 40 65 85 100 110
1 25 30 45 65 75 80
Serpentina 2 15 25 40 65 80 95
3 15 45 65 85 105 120
1 30 55 85 100 110 115
“"°;::ﬁe"‘ 2 35 70 95 115 135 145
3 30 60 90 115 140 155
1 65 135 185 225 250 280
Controle 2 45 110 165 235 295 310
3 60 115 180 225 270 295
1 15 20 35 50 70 75
Latex 2 10 20 40 55 70 80
3 10 20 35 55 70 80




