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RESUMO

INTRODUGCAO: LesBes em nervos periféricos resultam em perda da funcéo do tecido
e, na maioria dos casos, requerem intervencao cirargica. Varias técnicas cirargicas
séo utilizadas para promover a ponte dos cotos e reparagédo nervosa. Embora tenham
sido desenvolvidas pesquisas com enxertos autdégenos, alogénicos e sintéticos, os
enxertos alogénicos ainda sdo os mais indicados e utilizados, porém apresentam uma
série de fatores de risco, como o desencadeamento da resposta imune e a possivel
transmissdo de doencas. OBJETIVO: Avaliar a eficacia de dois protocolos de
descelularizacéo na remocdo de componentes celulares e manutencao da arquitetura
da matriz extracelular de nervos periféricos humanos. METODOS: 24 segmentos de
nervos mediano e ulnar humano foram obtidos e tratados por dois métodos de
descelularizacdo combinando procedimentos fisicos (agitacdo e sonicacdo) e
guimicos (detergentes e acidos). Método 1 e Método 2. A eficacia da descelularizagéo
dos nervos foi avaliada em microscopia o6tica com coloracdo de Hematoxilina/Eosina
(H&E) e Luxol Fast Blue (LFB), em microscopia de fluorescéncia com marcacao
nuclear com 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), imuno-histoquimica (IHQ) para S100 e
por quantificacdo e visualizacdo eletroforética de DNA. A manutencdo da matriz
extracelular (MEC) foi avaliada em microscopia 6tica com coloracao de tricrémico de
Gomori (TG) com analise histomorfométrica dos parametros diametro das fibras,
densidade das fibras e a presenca e/ou auséncia de mielina e por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). RESULTADOS: A analise histolégica por H&E e DAPI
e a IHQ para S100 demonstrou que os tecidos descelularizados por ambos 0s
métodos estavam acelulares. A coloracéo LFB revelou reducéo significativa da mielina
nos tecidos descelularizados pelos métodos estudados. Pela coloracdo de TG, foi
possivel observar que a estrutura do arcabouco de colageno se manteve inalterada
apos o processo de descelularizacdo, preservando epineuro, perineuro e endoneuro.
A quantificacdo do conteado de DNA revelou uma significativa reducéo para todas as
amostras descelularizadas pelo método 1 (mediano p=0,0047 e ulnar p=0,065) e pelo
método 2 (mediano p=0,0019 e ulnar p=0,007). No entanto, ndo apresentaram
diferenca significativa entre os métodos (mediano p=0,278 e ulnar p=0,234). Foi
observado a integridade do DNA no nervo controle e, em todas as amostras de nervos
descelularizados por ambos os métodos, foi possivel observar apenas um rastro de

DNA. Foi verificado o afrouxamento das fibras apds a descelularizacdo pelos métodos



1 e 2, bem como a ultraestrutura bem preservada e organizada. CONCLUSAO: Em
conjunto, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que ambos os métodos de

descelularizacéo foram eficazes em modelo de nervo humano.

PALAVRAS-CHAVE: nervo periférico, descelularizagdo, matriz extracelular,

aloenxerto, banco de tecidos humanos



ABSTRACT

INTRODUCTION: Injuries in peripheral nerves result in loss of tissue function
and, in most cases, require surgical intervention. Several surgical techniques are
used to promote bridging of the stumps and nerve repair. Although research with
autogenous, allogeneic and synthetic grafts has developed, allogeneic grafts are
still the most indicated and used, however they present a series of risk factors,
such as the triggering of the immune response and the possible transmission of
diseases. OBJECTIVE: To evaluate the efficacy of two decellularization protocols
in the removal of cellular components and maintenance of the architecture of the
extracellular matrix of human peripheral nerves. METHODS: 24 segments of the
human median and ulnar nerves were obtained and treated by two
decellularization methods combining physical (agitation and sonication) and
chemical (detergents and acids) procedures. Method 1 and Method 2. Efficacy of
nerve decellularization was assessed by Hematoxylin / Eosin (H&E) and Luxol
Fast Blue (LFB) stained light microscopy under 4 ', 6-diamino-2 nuclear-labeled
fluorescence microscopy - phenylindole (DAPI), immunohistochemistry (IHC) for
S100, and by electrophoretic DNA quantification and visualization. The
maintenance of the extracellular matrix (ECM) was evaluated by optical
microscopy with Gomori trichrome staining (TG) with histomorphometric analysis
of the parameters fiber diameter, fiber density and the presence and / or absence
of myelin and by scanning electron microscopy (MEV). RESULTS: Histological
analysis by H&E and DAPI and IHC for S100 showed that the decellularized
tissues by both methods were acellular. LFB staining revealed significant
reduction of myelin in decellularized tissues by the studied methods. By TG
staining, it was possible to observe that the structure of the collagen framework
remained unchanged after the decellularization process, preserving epineurium,

perineurium and endoneurium. Quantification of DNA content revealed a

significant reduction for all samples decellularized by method 1 (median p
0.0047 and ulnar p = 0.065) and by method 2 (median p = 0.0019 and ulnar p =
0.007). However, there were no significant differences between the methods
(median p =0.278 and ulnar p = 0.234). DNA integrity was observed in the control
nerve, and in all nerve samples decellularized by both methods, only one DNA

trace could be observed. The fiber loosening after decellularization was verified



by methods 1 and 2, as well as the well preserved and organized ultrastructure.
CONCLUSION: The methods were effective in the decellularization of the human

nerve segment.

KEY WORDS: peripheral nerve, decellularization, extracellular matrix, allograft,

human tissue bank
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1. INTRODUCAO

A lesdo em nervos periféricos leva a perda de funcéo do 6rgéo efetor. Nos
membros periféricos as lesdes trauméticas sdo comuns e afetam 2,8% dos
politraumatizados (Grinsell et al., 2014). Cerca de 350 mil les6es de nervo por
anos nos Estados Unidos (Beris el al.,, 2019). Causam incapacidade aos
membros principalmente em lesdes traumaticas nas maos (Grinsell et al., 2014).
A perda funcional, com consequente incapacidade laboral, gera dor, desconforto
e alto custo financeiro. Nos Estados Unidos cerca de 150 milhdes de ddlares séo
gastos diretamente com pacientes com qualquer grau de lesdo nervosa
(Houschyar et al., 2016). No entanto, o custo indireto muitas vezes nao é
avaliado, pois engloba todas as morbidades e complicacdes relacionadas a
perda funcional do membro.

O uso do enxerto de nervo autélogo é restrito devido as limitacbes do
namero de fonte de enxertos, se faz necessario a criacdo de um modelo como
possivel fonte opcional na pratica clinica (Safa et al., 2016). Nesse cenario,
desenvolver novas técnicas e processos que melhorem a recuperacao do doente

€ 0 desafio de todo médico e pesquisador.

1.1.0 Sistema Nervoso Periférico

O Sistema Nervoso Periférico (SNP) é constituido por ganglios e nervos,
com a funcéo de conectar o sistema nervoso central (SNC) as demais partes do
corpo humano. Aglomerados de corpos celulares de neurbnios sensitivos
formam os ganglios nervosos, enquanto que 0s nervos consistem de feixes
dispostos paralelamente e classificados como sensitivos, motores e mistos
(Grant et al., 1999). O SNP é formado pelo SNP motor (SNPM) ou somatico e
SNP autbnomo (SNPA) ou visceral. As fibras nervosas motoras do SNPM
conduzem impulsos do SNC aos musculos estriados esqueléticos, com a funcéo
de controlar estimulos provenientes do ambiente externo. Os ganglios das quais
partem as fibras do SNPM localizam-se no encéfalo ou na medula e seguem em
direcdo aos érgdos-alvo (Chang et al., 2015).

Os nervos periféricos sao estruturas anatébmicas de primordial importancia

responsaveis pela ligacdo do sistema nervoso central com todo corpo,
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conduzindo o comando das func¢des voluntarias e involuntarias dos diversos
sistemas do organismo (Matsuyama et al., 2000, Grinsell et al., 2010).

Os principais componentes celulares do nervo periférico séo as células
perineurais, os fibroblastos, os macrofagos e as células de Schwann, estas
ultimas capazes de produzir a bainha de mielina que envolve os axdnios,
isolando-os eletricamente o que permite a rapida propagacdo dos potenciais de
acao.

Os nervos periféricos sao formados pelo conjunto de axbnios dos
neurdnios existentes no sistema nervoso agrupados em feixes paralelos,
denominados de fasciculos. O tecido que reveste cada ax6nio individualmente é
o endoneuro, formado por fibras colagenas e glicosaminoglicanos, em que as
fibras de colageno irdo formar as paredes de protecdo dos tubos endoneurais.
Os feixes de axbnios agrupadas em fasciculos séo revestidos pelo perineuro,
gue é formado por camadas concéntricas de fibroblastos, fibras colagenas entre
as ceélulas. O tecido que reveste todo o tronco nervoso € denominado epineuro,
constituido de tecido conjuntivo denso cujas fibras colagenas tem como funcéo

proteger os fasciculos de traumas externos (Lin et al., 2013) (Fig 1).

Vasos sanguineos

Bainha epineural
Epineuro (interno)

Perineuro

Endoneuro

RO <__———Nédulo de Ranvier

g Q » — Axonio

Fasciculo Mielina

Figura 1. Anatomia nervo periférico — Adaptado de Grinsell e Keating, 2014.

7

A matriz extracelular (MEC) dos nervos periféricos é composta
principalmente por colageno, fibronectina, laminina e componentes néo fibrilares
(proteoglicanos e glicosaminoglicanos como acido hialurbnico, sulfato de
condroitina e sulfato de heparana) que estdo organizados em uma estrutura

tridimensional (Chernousov et al., 2008; Deumens et al., 2010; Allodi et al.,
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2012). Estas moléculas estédo presentes em diferentes propor¢des ao longo das
camadas estromais dos nervos periféricos, sendo importantes parametros do
ponto de vista regenerativo e biomecanico (Topp e Boyd, 2006). Estes
componentes da MEC sao fundamentais para a orientacdo e 0 crescimento
axonal durante o processo de regeneracdo nervosa. Os colagenos formadores
de fibras tipo | e Ill formam o epineuro, enquanto o colageno tipo IV, formador de
rede, esté localizado na lamina basal dos vasos sanguineos e nas fibras dos
nervos periféricos (Gonzalez-Perez et al., 2013). Segundo Sridharan et al. (2014)
fibras coldgenas séo organizadas em fibrilas em um padrao ondulado, permitindo
flexibilidade ao nervo.

1.2.Leséo do nervo periférico

A lesédo em nervos periféricos leva a perda de funcéo do 6rgéao efetor. Nos
membros periféricos as lesdes nervosas traumaticas sdo comuns e afetam 2,8 a
5% dos politraumatizados. Causam incapacidade aos membros principalmente
em lesfes traumaticas nas maos (Grinsell et al., 2014; Beris et al., 2019). A perda
funcional, com consequente incapacidade laboral, gera dor, desconforto e alto
custo financeiro. Nos Estados Unidos s&o 350 mil casos de lesdo de nervo ao
ano e cerca de 150 milhdes de ddlares séo gastos diretamente com pacientes
com qualquer grau de lesdo nervosa (Houschyar et al., 2016; Beris et al., 2019).
No entanto, o custo indireto muitas vezes nao é avaliado, pois engloba todas as
morbidades e complicacdes relacionadas a perda funcional do membro.

A etiologia das lesbBes traumaticas de nervos periféricos ocorre por
diversos mecanismos: lesdo penetrante, esmagamento, tracdo, isquemia e
mecanismos menos comuns, tais como, o choque térmico, elétrico, radiacao,
percussdo e vibracdo (Robinson et al.,, 2000). Em geral, as lesGes por
estiramento sdo o tipo mais comum de trauma do nervo em civis, especialmente
em acidentes de automovel. As laceracfes, por vidro, faca, lamina de serra ou
fraturas de ossos longos correspondem a cerca de 30% das lesdes nervosas
graves (Campbell, 2008). Outro mecanismo comum de lesdo é a compressao, a
gual pode envolver deformacdo mecéanica bem como isquemia (Stanec et al.,
1997).

Os diferentes tipos de lesdes foram classificados por Seddon (1942) pelos

niveis de gravidade em neuropraxia, axoniotmese e neurotmese. A neuropraxia
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ocorre pelo bloqueio fisiolégico da transmissdo sem rompimento da estrutura do
nervo periférico. A axoniotmese ocorre pela lesdo com ruptura do axénio sem o
rompimento da bainha externa. A neurotmese ocorre pela ruptura do axénio bem
como da bainha externa, promovendo uma separagéo total da estrutura (Fig 2).
Posteriormente, Sunderland (1951) descreveu outra classificagdo dividindo a
lesdo nervosa em 5 niveis. A lesdo Grau 1: semelhante a neuropraxia de
Seddon; Grau 2: lesdo do axdnio mantendo endoneuro intacto; Grau 3: leséo do
ax6nio e endoneuro mantendo perineuro e epineuro integro; Grau 4: lesao do
ax6nio, endoneuro e perineuro mantendo epineuro integro; Grau 5: lesédo total
semelhante a neurotmese de Seddon (Fig 2).

Classificagdao
Sunderland Seddon

%@ Grau | Neuropraxia

bainha de )

axoénio  mijelina nédulo de ranvier
Té, X
S P > ~
[]
c

fasciculo S\( f
endoneuro perineuro epineuro >}(

Grau ll Axonotmese

e

ﬁ;é%)@% Grau IV
%Q @ GrauV Neurotmese

Figura 2. Classificacdo de Seddon e Sunderland para lesdo do nervo periférico. Adaptado de

=
) Grau lll

Nervo periférico

Menorca et al., 2013.

Apés a lesdo, em que ha rompimento axonal, ocorre um processo de
degeneracao causado pela separacéo do corpo celular de sua por¢ao distal. Ha
uma quebra da transmisséo sinaptica e inicia-se a degeneracao do citoesqueleto
axonal através de protedlise ativada pelo Ca** (Degeneracdo Walleriana). As
células de Schwann se multiplicam e, em conjunto com macrofagos, removem
os debris de mielina e de axdnio, além de estimular a producédo de citocinas
indutoras do crescimento axonal. O novo broto cresce nos nédulos de Ranvier
guiado pelas células de Schwann pelo gap dos cotos. Este processo de
regeneracao acontece na taxa de 1mm por dia e a re-inervacao funcional ocorre
guando o broto axonal alcanca o 6rgdo efetor. Apds a regeneracao total do
axénio com envolvimento das células de Schwann ocorre a remielinizagéo.

(Griffin et al., 2014, Houschyar et al.,, 2016). Contudo, nas lesdes de



19

axoniotmese, com destruicdo do endoneuro e perineuro, e de neurotmese, a
regeneracdo nao € possivel naturalmente, pois ha a necessidade da
permanéncia do conduto para que o broto neural alcance a outra extremidade e
refagca a nova conexdo. Nestes casos é necessaria uma intervengao externa com
a reconstrucdo cirurgica possibilitando o crescimento do novo broto do nervo
(Griffin et al., 2014, Houschyar et al., 2016) (Fig 3).
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Figura 3. Degeneracao e regeneracado do nervo. Adaptado de Grinsell e Keating, 2014.

1.3.Estratégias para a regeneracdo dos nervos periféricos

Atualmente a técnica microcirdrgica € a mais aceita no reparo das lesdes
nervosas através da neurorrafia termino-terminal, unindo os cotos do nervo
(Matsuyama et al., 2000). A unido dos cotos possibilita a regeneracdo com o
crescimento axonal dentro do coto distal vazio apds a degeneracao walleriana.
Nas lesGes sem possibilidade da neurorrafia termino-terminal devido a retracéo
dos cotos ou lesdes de maior gravidade com perda de segmento do nervo, ha a
necessidade de uma ponte de ligacdo entre os cotos. Neste caso o padrao ouro
para regeneracao do nervo é a utilizacdo de enxerto de nervo autélogo, em que
se retira um segmento de nervo de outro sitio anatdmico do proprio paciente. O
enxerto promovera a ligacao entre os cotos provendo o canal para regeneracao
axonal. O diametro e o comprimento do enxerto sdo uma dificuldade, que muitas
vezes ndo sdo compativeis entre a area doadora e receptora. Uma restricdo da
técnica é uma perda de funcéo da area doadora (Matsuyama et al., 2000, Dvali

et al., 2007, Ray et al., 2010). Na tentativa de evitar esse problema, diversas
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técnicas foram utilizadas para promover a ponte de ligacdo dos cotos tais como
o0 uso do aloenxerto de doador cadaver, criagdo de neurotubos sintéticos ou
naturais, reparo de nervo término-lateral e transferéncias nervosas (Griffin et al.,
2014, Grinsell et al., 2014, Houschyar et al., 2016, Safa et al., 2016).

O uso do aloenxerto proveniente de cadaver é a técnica que mais se
aproxima do autoenxerto. Tem o beneficio de ndo lesar a area doadora como no
autoenxerto e facilita a técnica cirargica pela possibilidade de escolha do
comprimento e diametro do enxerto. O aloenxerto demonstrou ser mais eficiente
do que o neurotubo e até equivalente ao enxerto autélogo em certos casos (Lin
et al., 2013, Safa et al., 2016). No entanto, a falta de preparacéao deste enxerto
de nervo pode levar a uma reacdo imunolégica, hospedeiro versus enxerto. A
abordagem clinica mais comum, nesse caso, € a imunossupressao
farmacoterapica dos pacientes submetidos a reconstrucdo de nervo por

aloenxertia (Ray et al., 2010).

1.4.Descelularizacéo

Os tecidos alogénicos e 0s xenogénicos sao alternativas possiveis aos
autoenxertos, mas embora estejam disponiveis e sejam abundantes,
apresentam uma série de fatores de risco, como a resposta imunogénica e a
possivel transmissdo de doencas. Em tais circunstancias, € necessaria a
imunossupressao sistémica de forma a prevenir a rejeicdo do enxerto, contudo
a morbidade associada a terapia imunomoduladora limita a aplicacdo de
aloenxerto de nervo. Por esta razdo, tem sido desenvolvida uma estratégia para
a remocao dos componentes imunogénicos, que consiste na remocdo do
material celular e nuclear, preservando a composicdo, atividade biolégica e
integridade mecéanica da MEC remanescente (Crapo et al., 2011; Carriel et al.,
2014). Desta forma, o processo de descelularizacdo de segmentos de nervos
periféricos permite aprimorar a reconstru¢cdo de nervos sem a necessidade de
imunossupressao, uma vez que o nervo doado terd um potencial de rejeicao
muito baixo ou mesmo nulo (Szynkaruk et al., 2013).

Existem diferentes metodologias descritas na literatura para a
descelularizacdo de nervos (Tabl): preservagdo a frio (Evans et al., 1998),

congelamento e descongelamento (Boyer et al., 2015; Kaizawa et al., 2017),
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detergentes quimicos (Sondell et al., 1998; Hudson et al., 2004; Zilic et al., 2016),
degradacao enzimatica (Krekoski et al. 2001).

Tabela 1. Métodos e caracteristicas dos processos de descelularizagao.

Preservagcdo a  Nervo em solucdo de preservacao a 4°C por 7 a 14 dias.
frio Descelularizagao natural (Evans et al., 1998)
Congelamento e descongelamento em solugéao que evite a
cristalizacdo da agua (Boyer et al., 2015; Kaizawa et al., 2017)
Troca de solu¢gBes com detergentes quimicos.

Congelamento

Detergentes S : )
quimicos Descelularizacdo com lise celular através de agentes
quimicos (Sondel et al., 1998; Hudson et al., 2004)
~ Troca de solu¢gBes com agentes enzimaticos.
Degradacéo Je solue ) 9 .
s Descelularizagdo com lise celular através de agentes
enzimatica . )
enzimaticos (Krekoski et al. 2001)
: ~ Agitacado em sonicador que auxilia na quebra celular e
Sonicagéo grtag g 9

degradacao de moléculas (Boriani et al. 2017)

A técnica de preservacdo a frio promove a regeneracdo neuronal,
evidenciando recuperacao funcional. A implantacéo de células de Schwann no
aloenxerto aumentou a eficiéncia do método (Jesuraj et al.,, 2013). Esta
metodologia, porém, mantém presentes células do doador no aloenxerto,
trazendo a necessidade do uso de medicacdo imunossupressora, temporaria ou
permanente, aumentando a morbidade do tratamento (Fox et al., 2004, Ray et
al., 2010; Ray et al., 2011).

A descelularizac&o quimica utiliza lavagens do tecido nervoso em solucao
com detergentes que possibilitam a degradacéo celular, remoc¢éao dos debris e
bainha de mielina. O protocolo mais utilizado foi desenvolvido por Sondell et al.
(1998), que demonstrou boa remocao in vitro de células e da bainha de mielina,
além disso, apresentou satisfatéria regeneracdo nervosa com auséncia de
resposta inflamatoria in vivo. Este método baseia-se em dois passos sequenciais
com uma solucao de Triton X-100 a 3% seguida por uma solucao de desoxicolato
de sddio a 4%, em que a combinacdo de um agente tensoativo ndo iénico com
um detergente aniénico € considerada eficiente para lisar quimicamente as
células.

Hudson et al. (2004) propuseram um tratamento quimico mais suave para
preservar melhor a estrutura da MEC. Esta metodologia requer varias etapas
com duas repeticdes com uma solugédo de sulfobetaina-10 (SB-10) 125 mM e

uma solucdo detergente anibnica de 0,14% de Triton X-200 e 0,6 mM de
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sulfobetaina-16 (SB-16). O uso de detergentes com uma toxicidade moderada
em baixas concentragdes permitiu reduzir a imunogenicidade e melhorar a
regeneracdo do nervo (Hudson et al., 2004). A fim de eliminar o sulfato de
condroitina, que sdo conhecidos por inibir o crescimento axonal, Krekoski et al.
(2001) introduziram uma etapa de degradacao dos proteoglicanos por meio da
enzima condroitinase ABC. Ao inserir esta etapa nas metodologias, alguns
autores conseguiram otimizar seus protocolos (Krekoski et al., 2001; Neubauer
et al., 2007).

Dentre os métodos descritos na literatura, Boriani et al. (2017) associaram
um processo fisico, a sonicacdo, ao tratamento quimico ja utilizados
anteriormente. Philips et al. (2018) associou rea¢do enziméatica com DNase e
RNase aos processos quimicos ja descritos demonstrando melhor efetividade na
descelularizacéo dos nervos. Outro fator que demonstrou melhora da efetividade
do aloenxerto € o método conservacdo e armazenamento do aloenxerto até sua
utilizacéo (Sridharan et al., 2014).

Um dos passos mais importantes apos o processo de descelularizagéo é
a confirmacao de que o nervo ndo apresenta mais componentes celulares. Na
comprovacao de descelularizacdo de um tecido, héa critérios minimos a serem
atingidos, atendendo a proposta de baixa resposta imunologica do hospedeiro,
sendo: (1) Auséncia de nucleos em lamina corada; (2) Residuo de DNA dupla
fita (dsDNA) menor que 50ng por mg de tecido seco; (3) Fragmentos de DNA
menores que 200 pares de base (pb) (Crapo etal., 2011). Além destes, 0s nervos
descelularizados precisam manter suas caracteristicas mecanicas para resistir a
forca de tracdo dos movimentos do membro (Wang et al., 2012).

E importante ter uma avaliacdo completa do equilibrio entre a remocéo
das células e a preservacao da MEC, pois se faz necessario a manutencédo do
conduto endoneural suficientemente resistente e biocompativel para conduzir

novos axonios.
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2. JUSTIFICATIVA

Tendo em vista que as lesBes trauméticas de nervos periféricos
constituem uma importante causa de morbidade se faz necesséario o
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas na tentativa de diminuir o
imenso impacto social e econémico que estas causam na sociedade moderna.

No Brasil ndo h& aprovacdo dos érgaos reguladores para o uso de
aloenxerto na pratica clinica. O projeto compara duas novas metodologias
utilizando detergentes em diferentes concentragdes associados ao processo de
sonicagcdo modificando metodologias ja descritas na literatura.

O estudo se propde a contribuir com o desenvolvimento de métodos
simples, reprodutiveis, de baixo custo. Trara beneficios a diversos pacientes,
evitando uso de imunossupressores pos-operatoério, diminuindo tempo cirargico,

sendo relevante para a saude publica nacional.
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3. OBJETIVOS

Principal
Avaliar e comparar a eficacia de dois protocolos de decelularizagdo na remoc¢éao
de componentes celulares e manutencéo da arquitetura da matriz extracelular

de nervos periféricos humanos.

Especificos
Avaliar e comparar a eficacia de dois processos de descelularizacdo de nervos

periféricos e a integridade tecidual;

Avaliar e comparar a eficacia do processo de descelularizacdo de nervos

periféricos;

Avaliar e comparar a arquitetura tecidual de nervos periféricos apds o processo

de descelularizacéao.
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4. METODOS

4.1 Amostras

As amostras de nervos periféricos utilizadas neste trabalho foram
provenientes de pacientes que foram diagnosticados com morte encefalica ou
parada cardiorrespiratoria que entraram no programa de doacao de 6rgaos. Os
familiares foram abordados pessoalmente para que o doador entrasse no estudo
com a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) apés
concordancia com o estudo. No periodo de junho de 2018 a marco de 2019,
foram abordados 12 familiares com 6 autorizacdes. Este estudo foi submetido e
aprovado pelo Comité de Etica da Pontificia Universidade Catolica do Parana
(aprovacéo n° 2.534.605).

4.2 Captacédo do nervo

Foram captados os nervos ulnar (n=12) e mediano (n=12) nivel do
antebraco bilateralmente de 6 doadores (Tab 2) com trinta minutos pés obito,
totalizando 24 segmentos de nervos periféricos (Tab 3). A escolha dos nervos
mediano e ulnar se deve pela facilidade da captacdo por um Unico acesso
cirargico e por apresentarem caracteristica macroscopica semelhantes. Em
ambiente cirdrgico com os cuidados de assepsia adequados, foi realizada uma
incisao longitudinal anterior do antebraco entre prega do cotovelo e punho com
disseccao cuidadosa, expondo o nervo mediano e ulnar sem fazer lesdo a
estrutura. Apods a disseccao foi retirado o segmento de cada nervo. Os nervos

foram dissecados mecanicamente para remoc¢ao de gordura e debris teciduais
(Fig 4).



Tabela 2: Caracteristicas dos doadores.
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Doador Sexo Idade (anos)  Altura (cm) Peso (kg)
1 F 31 170 90
2 F 58 165 56
3 M 78 173 78
4 F 54 165 78
5 M 21 171 70
6 M 57 168 70

Tabela 3: Descricdo do comprimento em milimetros (mm) dos nervos coletados.

Nervo
Doador Mediano Mediano Ulnar Ulnar

Direito Esquerdo Direito Esquerdo

1 180 mm 170 mm 160 mm 145 mm

2 165 mm 160 mm 135 mm 160 mm

3 155 mm 140 mm 135 mm 130 mm

4 150 mm 160 mm 160 mm 165 mm

5 145 mm 140 mm 150 mm 145 mm

6 150 mm 145 mm 135 mm 140 mm
Média 157,50 mm 152,50 mm 145,83 mm 147,50 mm
Desvio Padréo +12,94 mm 1254 mm  £1241 mm +12,94 mm

Figura 4. Exposicdo do Nervo Mediano durante captacgéo.
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4.3 Preservacao do nervo até a descelularizacéo

ApOs a captacdo, os nervos foram imersos em agua destilada (dH20) e
transportados em temperatura ambiente até o Laboratério de Doencas
Infecciosas Emergentes da Pontificia Universidade Catolica do Parana
(LEID/PUCPR). Os nervos foram medidos com o auxilio de régua em campo
cirdrgico estéril e divididos para os diferentes processamentos. O nervo ulnar
direito, o nervo ulnar esquerdo, o nervo mediano direito e o nervo mediano
esquerdo foram divididos e submetidos a dois processos diferentes de
descelularizacao: Método 1 (M1) e Método 2 (M2). Um segmento fresco de todos
0s nervos captados foi utilizado como controle. (Fig 5 e 6).

—  Analise Histoldgica

Nao processado
| (controle) Analise de DNA
n=24
L MEV

—  Analise Histoldgica
Nervos
periféricos Método 1 . :
Mediano e n= 24 Analise de DNA residual
Ulnar
L MEV
—  Analise Histoldgica
Método 2
— Analise de DNA residual
n=24

— MEV

Figura 5. Fluxograma referente as etapas da pesquisa em relacdo as amostras do estudo.
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Figura 6. Preparo dos nervos. A) mensuracdo do segmento de nervo; B) Manipulag&o do tecido
em fluxo laminar; C) Segmento de nervo para descelularizacéo.

4.4 Descelularizacéao

Para a descelularizac&o, foram utilizados os detergentes Triton X-100 e dodecil
sulfato de sodio (SDS), acido etilenodiamintetracético (EDTA) e o acido
peracético e sonicacdo. M1 descelularizacdo em solucdo com detergentes em
agitacdo e M2 descelularizagcdo em solucdo com detergentes em agitacao e
sonicacao. Apds foi realizada lavagem com agua por 5 dias para assegurar a
remocdo completa dos detergentes. Os diferentes processos estédo
demonstrados na figura 7.

Triton X-100  SDS+EDTA  Triton X-100 SDS+EDTA  Acido peracético  Lavagem

48h 180 min 48h 180 min 180 min 5 dias
A B C D E F G H
§ = - - - - -
@ 80 rpm @ 80 rpm 80 rpm @ 80 rpm @ 80 rpm @
25°C 25°C 25°C 25°C 25°C
| J K L M N (¢] P
=  — - - = —J = — N ——
. ]—[@] —H—[]-[I { = T-
@ 80 rpm 80 rpm + 80 rpm 80 rpm + 80 rpm @
25°C 40kHz 25°C 40kHz 25°C
25°C 25°C

Figura 7. Principais etapas dos diferentes métodos de descelulariza¢do. M1: (A) Nervo fresco;
(B) solucé@o de Triton X-100 por 48h, (C) solucdo de SDS + EDTA por 180 min; (D) solucdo de
Triton X-100 por 48h; (E) solugdo de SDS + EDTA por 180 min; (F) solucdo tampao fosfatada
(PBS) com acido peracético por 180 min; (G) Lavagem com &gua por 5 dias com troca a cada
24 horas; (H) Nervo descelularizado. M2: (1) Nervo fresco; (J) solucdo de Triton X-100 por 48h,
(K) solugéo de SDS + EDTA por 180 minutos + sonicacéo; (L) solugao de Triton X-100 por 48h;
(M) solucéo de SDS + EDTA por 180 minutos + sonicacéo; (N) solugdo tampdo fosfatada (PBS)
com &cido peracético por 180 min; (O) Lavagem com &gua por 5 dias com troca a cada 24 horas;
(P) Nervo descelularizado.
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4.5 Analise Histoldgica

Com o objetivo de comparar o potencial de descelularizacdo dos
protocolos utilizados, amostras de tecido de todos os grupos foram submetidas
a processamento histolégico e analise do DNA residual. Para a realizacdo do
exame anatomopatolégico, as amostras foram fixadas em formol 10%,
emblocadas em parafina e cortadas em micrétomo (4um) para em seguida,
serem coradas com 0,05 IL/mL de 4’,6- diamidino-2-phenylindole (DAPI) para
microscopia de fluorescéncia e Hematoxilina-Eosina (H&E) para microscopia
Otica para andlise de presenca de material nuclear. Para verificar possiveis
alteragbes na matriz extracelular dos tecidos descelularizados, os cortes
histologicos foram corados com Tricrdbmico de Gomori (TG) e Luxol Fast Blue
(LFB) para microscopia oOtica. As preparac0des histologicas foram analisadas em
microscopio optico (Olympus™ BX51, Toquio, Japéo) e digitalizadas no scanner
Axio Scan.Z1 (Carl Zeiss - Oberkochen, Alemanha). O tecido descelularizado foi
comparado ao tecido nao processado (controle), sendo observados 0s aspectos
de disposicéo das células e organizacao das fibras de matriz extracelular (Tab
4).

Tabela 4. Relacdo das coloracfes utilizadas para evidenciar células e elementos da matriz

extracelular dos nervos periféricos.

Coloracéao Componentes Visualizacéo
teciduais
Nucleo Roxo
H&E Tecido conjuntivo
Rosa

Bainha de mielina

Tricromico de Gomori Fibras colagenas Verde
Luxol Fast Blue Bainha de mielina Azul
DAPI Nucleo Fluorescéncia Azul

4.6 Imuno-histoquimica
A identificacdo do S100, um marcador especifico de célula de Schwann, se deu
por meio da técnica de imuno-histoquimica. Foi realizada a desparafinizagdo dos

cortes em estufa a 60°C por 30 minutos seguido por 1 banho de 10 minutos em
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xilol. Os cortes foram reidratados através de banhos sucessivos de 5 minutos em
graduacgdes descendentes de etanol (etanol 100%, etanol 85% e etanol 70%) e
por fim em agua destilada. O bloqueio da peroxidase enddgena foi feito com
solucédo de perdxido de hidrogénio e metanol a 5% Em seguida foi realizada a
recuperagdo antigénica com recuperador Imuno Retriver pH 6/9 em cuba de
banho-maria a 99°C por 25 min. Apoés, as laminas esfriaram a temperatura
ambiente, foram lavadas com agua destilada, secas e o contorno da amostra foi
realizado com caneta hidrofébica para delimitar o corte. Para avaliar a presenca
de células de Schwann foi adicionado o anticorpo primario S100 (Dako, Glostrup,
Hovedstaden, Dinamarca, diluicdo 1:400) e as laminas foram incubadas em
camara Umida entre 2 e 8°C em geladeira, overnight. Para detectar o antigeno
foi utilizado o kit HRP-DAB (Reveal Polyvalent HRP-DAB Detection System,
Spring Bioscience, CA, USA). Foi adicionado o anticorpo de revelacao
complemento por 10 min em temperatura ambiente. Em seguida, as laminas
foram lavadas com tampao TBS tris pH 7.3, secas, foi adicionado o anticorpo de
revelacdo polimero que reage com o0 anticorpo primario e o0 substrato-
cromogénio (DAB) e incubadas por 15 min em temperatura ambiente. A reacao
foi revelada por meio da adicdo do cromégeno DAB (1:1) até a visualizacédo da
cor castanha em seguida foi realizada lavagem com agua destilada. As laminas
foram contracoradas com Hematoxilina de Harris por 5 minutos, posteriormente
lavadas em agua corrente por 5 minutos, desidratadas em graduacdes de alcool

(70%, 85% e 100%) e montadas em resina Histolan® e laminula.

4.7 Histomorfometria

Paréametros como o didametro das fibras, densidade das fibras e a
presenca e/ou auséncia de mielina foram analisados através de seccles
transversais coradas por Tricromico de Gomori. As laminas de cada amostra
analisadas em microscopio optico em aumento de 40x (Olympus™ BX51) e
digitalizadas no scanner Axio Scan.Z1 (Carl Zeiss - Oberkochen, Alemanha).
Posteriormente, uma fibra central de cada amostra de nervo foi escolhida e a
area em p? foi calculada. Adicionalmente, dentro dessa mesma fibra foram
contados os numeros de feixes (com e sem mielina), além da densidade feixes/

n? também ter sido calculada. Ainda, essa mesma fibra central foi dividida em
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guatro quadrantes, onde 15 feixes em cada quadrante foram escolhidos
aleatoriamente para mensuracdo do diametro médio. Os resultados obtidos
foram expressados de acordo com a area total analisada. Os valores registrados
nos nervos pré descelularizacdo foram utilizados para comparacdo com 0s

diferentes métodos.

4.8 Anélise de DNA Residual

Para andlise do DNA residual as amostras de tecido foram liofilizadas,
separadas em amostras de 5mg, foi utilizado o kit de purificagdo de DNA
gendmico PureLink® (Invitrogen, CA — USA), de acordo com as instrucdes do
fabricante, digestao, purificacdo e filtragem. Uma vez purificadas, as aliquotas
de DNA foram quantificadas por leitura de absorbancia no espectrofotémetro
NanoDrop (ND-1000 Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, USA) em um
comprimento de onda na faixa de 260nm. A quantidade de DNA foi expressa em
pg/mg de tecido seco de amostra e o protocolo foi realizado em triplicata técnica.
Para confirmar os resultados, também foi realizada uma eletroforese com as
amostras de DNA extraidas dos nervos descelularizados e ndo processados
(controle). O gel foi composto por 2% de agarose (Sigma-Aldrich) em tampéao
TBE 1x (Tris 89 mM, acido borico mM e EDTA 50 mM) e para a solubilizacéo
completa foi aquecido em forno micro-ondas. O gel foi transferido para a cuba
de eletroforese horizontal e apds a solidificacdo, a cuba foi preenchida com
tampéao TBE 1x. Foi retirado o pente e foi aplicado em cada “slot” 5uL da amostra,
previamente preparada com 1lul de tampao 3uL do marcador GelRed e 5uL da
amostra. Para o controle em um “slot” foi utilizado o marcador molecular de 1kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen). Foi aplicada uma amperagem constante de 100V
por um periodo de 90 minutos. A visualizacdo foi realizada em um

transiluminador UV e o gel foi fotodocumentado.

4.9 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a observacado da estrutura neural apos a remocédo das células do
tecido, fragmentos de aproximadamente 2 mm3 dos nervos foram fixados em
2,0% de glutaraldeido e pos-fixados em tetroxido de 6smio 1%, ambos
preparados em tampao cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2. Em seguida, as

preparacdoes foram desidratadas utilizando solugbes crescentes de etanol e
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submetidas ao método de secagem pelo ponto critico, utilizando COa.
Posteriormente, os tecidos foram montados em suportes metélicos, recobertos
com ouro coloidal para serem analisados em microscopio eletrénico de varredura
(JEOL JSM 6010PLUS-LA).

4.10 Anédlise Estatistica

Para analisar os valores de DNA foi aplicado o teste t de Student para
amostras ndo pareadas atraves do software GraphPad Prism 7 (GraphPad Prism
Software Inc., San Diego, EUA). Valores de p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Todos os valores sdo apresentados como média

+ desvio padrao.
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacdo Histoldgica e Imuno-Histoquimica

A andlise histolégica foi realizada para avaliar a remocdo de material
celular e nuclear e a preservacdo de componentes essenciais da MEC. Nas
amostras de tecido n&o processado (controle) coradas em H&E em corte
longitudinal foi possivel observar a estrutura dos canais com diversos fasciculos
bem definidos, sendo visivel o epineuro, o perineuro e o endoneuro, com a
presenca dos nucleos das células de Schwann (Fig 9). E mais evidente a
presenca do nucleo celular, dos canais e a presenca de bainha de mielina. Nos
cortes transversais foi possivel avaliar a morfologia geral. Nos nervos nao
processados (controle), o padréo regular e cilindrico do endoneuro e o padréo
denso do epineuro puderam ser distinguidos.

Apés a descelularizacdo por ambos os métodos, a estrutura dos
fasciculos permaneceu inalterada, porém os nucleos celulares ndo sao mais
identificados (Fig 8 e 9). O arcabouco colageno é mais visivel na coloracao
Tricrbmico de Gomori que tem maior especificidade ao tecido conjuntivo,
apresentando a sua integridade apés o processo de descelularizagao.

No corte transversal, € visualizado cada canal do endoneuro com residuo
de axoénio e mielina no seu interior (Fig 8). A auséncia de nucleos também é
caracteristica do tecido descelularizado. Ndo ha alteracdo do arcabouco
colageno comparativamente ao tecido nao processado (controle).

Os nucleos das células de Schwann também s&o indetectaveis na
utilizacdo da microscopia de fluorescéncia pela marcacdo com DAPI (Fig 10),
guanto na utilizacao da imuno-histoquimica com S100 quando comparado tecido
nao processado (controle) e descelularizado (Fig 8 e 9).

Foi observada a diminuicdo da bainha de mielina apds o processamento
M1 e M2. Nos cortes transversais do tecido fresco observamos a bainha de
mielina com axénio centralizado. No tecido processado apenas residuos sao
identificados dentro de cada endoneuro. Na utilizacdo de coloracdo especifica
para bainha de mielina (Luxol Fast Blue) é significativo a diminuicdo da
concentragdo de mielina haja vista diminuicdo da intensidade do corante no

tecido descelularizado (Fig 8 e 9).



34

Na avaliacdo histolégica os tecidos descelularizados por M1 e M2
mostraram-se acelulares nas coloracdes de H&E e DAPI (Fig 8 e 9), em
comparacao ao tecido ndo processado (controle), o qual exibiu marcacéo
nuclear positiva em toda a sua extenséo. A avaliagdo da estrutura do arcabougo
de colageno se manteve inalterada apdés o processo de descelularizagéo,
preservando epineuro, perineuro e endoneuro.

A analise da presenca de mielina ap0s os processos de descelularizacéo
foi realizada em cortes transversais através da coloracdo Luxol Fast Blue que
revelou reducdo significativa nos tecidos descelularizados pelos métodos 1 e 2.

A coloracdo imuno-histoquimica para S100, que € um marcador para
células de Schwann, também confirmou a auséncia de células nos tecidos
descelularizados pelos métodos 1 e 2.

Para avaliar melhor o conteudo celular apds a descelularizagédo, foi
realizada a coloracdo com DAPI e os resultados foram semelhantes aos obtidos

com coloragao H&E (Fig 10).
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Flgura8 Anallse hlstologlcae imuno-histoquimica comparatlva de cortes transversals Aumento
de 40x. Marcacao nuclear através da coloracdo de Hematoxilina Eosina mostra a auséncia de
nucleos celulares no tecido descelularizado pelo método M1 (B) e pelo método M2 (C) em
comparacdo ao nervo ndo processado (controle) (A). Marcagdo do coldgeno através da
coloracdo de Tricrbmico de Gomori mostra a manutencdo da matriz extracelular no tecido
descelularizado pelo método M1 (E) e pelo método M2 (F) em comparacdo ao nervo nao
processado (controle) (D). Marcagéo da bainha de mielina através da colora¢@o de Luxol Fast
Blue mostra a reducéo da bainha de mielina no tecido descelularizado pelo método M1 (H) e pelo
método M2 (I) em comparagéo ao nervo ndo processado (controle) (G). Marcacao das células
de Schwann através da imuno-histoquimica para S100 mostra a reducdo celular no tecido
descelularizado pelo método M1 (K) e pelo método M2 (L) em comparagdo ao nervo nao
processado (controle) (J). Fonte: LEID — PUCPR, 2019.
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Figura 9. Analise histologica e imuno-histoquimica comparativa de cortes longitudinais. Aumento
de 40x. Marcacao nuclear através da coloracdo de Hematoxilina Eosina mostra a auséncia de
nucleos celulares no tecido descelularizado pelo método M1 (B) e pelo método M2 (C) em
comparacdo ao nervo ndo processado (controle) (A). Marcagdo do coldgeno através da
coloracdo de Tricrbmico de Gomori mostra a manutencdo da matriz extracelular no tecido
descelularizado pelo método M1 (E) e pelo método M2 (F) em comparacdo ao nervo nao
processado (controle) (D). Marcagéo da bainha de mielina através da coloracdo de Luxol Fast
Blue mostra a reducéo da bainha de mielina no tecido descelularizado pelo método M1 (H) e pelo
método M2 (I) em comparagéo ao nervo ndo processado (controle) (G). Marcacao das células
de Schwann através da imuno-histoquimica para S100 mostra a reducdo celular no tecido
descelularizado pelo método M1 (K) e pelo método M2 (L) em comparagdo ao nervo nao
processado (controle) (J). Fonte: LEID — PUCPR, 2019.
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Figura 10. Marcacéo nuclear de se¢fes transversais através da coloracdo de DAPI. Aumento de
40x. Tecido ndo processado (controle) exibiu marcacéo nuclear positiva em toda a sua extensao
(A). Os tecidos descelularizados pelo método 1 (B) e pelo método 2 (C) apresentaram auséncia
de nucleos celulares. Fonte: o autor, 2019.

5.2 Histomorfometria

A anédlise histomorfométrica avaliamos a densidade do numero de feixes
com mielina por area demarcada (Fig 11). A densidade encontrada no nervo
fresco foi de 0,004941 fibras/um?. Comparativamente com nervo descelularizado
houve uma diminui¢cdo da densidade. No método 1 a densidade observada foi
0,003520 fibras/pm?e método 2 com densidade de 0,003734 fibras/pum>.

Os dados foram analisados por teste t de Student ndo demonstrou
diferenca estatistica entre o nervo fresco e o nervo descelularizado nos métodos
1 e 2 com p=0,094 (Fig 12).
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Figura 11. Esquema demonstrando a mensuracao dos pardmetros dos nervos. A) Escolha da
fibra central e definicdo dos quatro quadrantes. Corte transversal corado por Tricrébmico de
Gomori. B) Mensuragéo do didmetro de 15 feixes aleatdrios por quadrante. C) Mensuragéo da
area total da fibra central, contagem do nimero total de feixes. Fonte: LEID — PUCPR, 2019.
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Figura 12. Andlise da densidade de feixe com mielina por pm? para nervo mediano e ulnar.

5.3 Analise molecular - Quantificagcdo de DNA

O contetdo de DNA das amostras de nervo mediano descelularizado pelo
método 1 foi de 451,02 + 256,54 ng/mg, pelo método 2 foi de 302,23 + 190,40
ng/mg e o controle foi de 1072,72 + 355,75 ng/mg. O conteudo de DNA das
amostras de nervo ulnar descelularizado pelo método 1 foi de 389,17 + 170,70
ng/mg, pelo método 2 foi de 274,51 + 174,84 ng/mg e o controle foi de 873,43
488,08 ng/mg.

Os dados foram analisados por teste t de Student que revelou uma
significante reducdo na quantidade de DNA para 0s nervos medianos
descelularizados pelo método 1 (p = 0,0047) (Fig. 13 A). Em relacdo ao método
2, 0s nervos medianos e ulnares descelularizados apresentaram uma
significante reducdo na quantidade de DNA (p = 0,0019) e (p = 0,007),
respectivamente (Fig. 13 A e B). Além disso, uma eletroforese em gel de agarose
foi feita para confirmar a presenca de DNA nas amostras (Fig 13 C). Assim, foi
possivel observar a presenca de bandas integras de DNA no nervo controle
(fresco) e, em todas as amostras de nervos descelularizados pelo método 1 e 2,

foi possivel observar um rastro de DNA.
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Figura 13. Quantificacdo e observacdo de DNA. Quantificacdo do contetdo de DNA gendmico
para os nervos medianos (A) e ulnares (B) descelularizados pelos métodos 1 e 2 em comparagéo
ao controle. O DNA total € apresentado pela média das amostras em ng/mg + desvio padrdo. Os
valores considerados significativos foram aqueles com p<0,05. Eletroforese de DNA extraido de
amostras de tecido descelularizado em comparac¢do ao tecido ndo processado (controle) (C).

5.4 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrénica de varredura possibilitou a visualizacdo mais
detalhada da superficie dos nervos e 0 monitoramento da conservacgao tecidual
apos descelularizacao. Foi possivel visualizar o afrouxamento das fibras apos a
descelularizacdo. Os nervos tratados pelos métodos 1 e 2 apresentaram a

ultraestrutura bem preservadas e organizadas. (Fig 14)
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Figura 14. Microscopia eletrénica de varredura para o0 nervo ndo processado (controle) e
descelularizado pelo método M1 e pelo método M2. Presenca de tubos endoneurais vazios e
bem preservados no tecido descelularizado pelo método M1 (A) e pelo método M2 (B) em
comparacado ao nervo ndo processado (controle) (area quadrada interna). Fonte: LEID — PUCPR,
2019.
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6. DISCUSSAO

No presente estudo avaliamos a eficacia de dois métodos de
descelularizacdo na remocdo de componentes celulares e na manutencao da
arquitetura da matriz extracelular de nervo periférico humano. Os resultados
demonstraram que a descelularizacdo com a sonicacdo aumentou o potencial
de remocdo de residuos de células e da bainha de mielina em relagdo ao
processo sem sonicacdo. Utilizamos uma metodologia simples de baixo custo
compativel com a realidade existente no nosso meio.

A avaliacdo em microscopia 6tica com coloracdo de H&E demonstrou a
remocdo de nucleos em cortes transversais e se¢fes longitudinais do nervo
descelularizado em ambos os métodos. N&o foi observada diferengca na
avaliagdo por microscopia Otica entre os métodos M1 e M2. Esses resultados
séo semelhantes aos relatados na literatura sobre a descelularizacéo de nervos.
No estudo de Sondell et al. (1998), em que os nervos foram descelularizados
com uma combinacdo de Triton X-100 e desoxicolato de sédio, ndo foram
detectados nucleos de células visiveis na histologia. Em contraste, os nervos do
grupo estudado por Hudson et al. (2004) claramente ndo estavam livres de
células apdés a descelularizacdo com SB-10 e SB-16. Outra metodologia
associando a degradacao quimica e sonicagao descrita por Boriani et al. (2017)
apresentou resultado equivalente com total auséncia de ndcleos na avaliacao
microscopica. Philips et al. (2018) compararam um método de descelularizacéo
com dois outros processos baseados em detergentes, descritos anteriormente
por Sondell et al. (1998) e Hudson et al. (2004) com uma combinac¢éo de Triton
X-100, DNase, RNase e tripsina, o que resultou na remo¢ao bem-sucedida do
material nuclear.

Os resultados da microscopia Otica com coloracdo H&E foram
confirmados pela falta de material nuclear visivel nas seccfes de tecido coradas
com DAPI. No entanto, apesar da maior especificidade em comparacdo com a
coloracédo H&E, a coloracdo com DAPI é pouco usada pelos pesquisadores para
confirmar a auséncia de material celular em nervos descelularizados (Boriani et
al., 2017; Philips et al., 2018).
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Sendo as células de Schwann as mais abundantes em nervos periféricos,
representando cerca de 90% das células em cortes histologicos, buscamos
identifica-las imuno-histoquimicamente. Essas células expressam moléculas
como vimentina, CD56, CD57, CD146, NCAM, GFAP, O4 e p75, mas sao mais
comumente identificados por S-100 (Jessen e Mirsky, 2002; Kingham et al.,
2007; Liu et al., 2015). Corroborando com os dados obtidos por H&E e DAPI, foi
possivel verificar a remocdo da maioria das células, pois os tecidos nao
apresentaram marcacao celular para S100 ap6s a descelularizacao pelos dois
métodos.

A andlise quantitativa do DNA revelou uma reducdo de 56,59% nas
amostras tratadas pelo M1 e de 70,19% nas amostras tratadas pelo M2. Na
comparacao entre os meétodos, o metodo M2 com sonicagdo demonstrou
peguena vantagem na reducéo do DNA embora sem significancia estatistica. No
entanto, nossos resultados de quantificacdo de DNA estavam acima dos
50ng/mg estipulados por Crapo et al. (2011). Os valores obtidos pelas duas
metodologias estdo de acordo com os relatados por Philips et al. (2018), onde o
conteudo de DNA de nervos de rato Winstar tratados com Triton X-100 e
desoxicolato de sodio diminuiu drasticamente de 852,24+302,28 ng/mg para
195,85+53,34 ng/mg. No entanto, estes mesmos autores obtiveram um resultado
mais efetivo ao utilizar Triton X-100 associado as enzimas DNase, RNase e
tripsina, resultando em 35,15+7,11 ng/mg de DNA.

O DNA isolado foi avaliado quanto ao tamanho do fragmento, utilizando
eletroforese em gel de agarose. Nas amostras preparadas utilizando os
protocolos M1 ou M2, todo o DNA residual tinha menos de 100 pb. Gilbert et al.
(2009) avaliaram os residuos de DNA em materiais de arcabouco da MEC
comercialmente disponiveis e encontraram pequenos fragmentos com menos de
300 pb e, portanto, é improvavel que desempenhem um papel significativo na
transmissao da doenca ou em uma resposta de remodelacédo tecidual adversa.

Os resultados demonstraram que os ciclos de sonicacdo aumenta o
potencial de remocao de residuos de DNA, embora o conteddo de DNA néo seja
diferente estatisticamente entre os dois processos (com e sem sonicagao).
Syazwani et al. (2015) relataram que a descelularizagcédo da aorta porcina com
ultrassom em uma frequéncia de 170 kHz em dodecil sulfato de sbédio a 2%

reduziu o tempo de tratamento, causou menos ruptura mecanica a matriz
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extracelular e proporcionou equilibrio entre a preservagédo da integridade da
MEC e a eficiéncia da remocdo do DNA. No entanto, segundo Boriani et al.
(2017) ciclos mais curtos de energia de ultrassom nao foram capazes de
descelularizar o tecido, enquanto ciclos mais longos de energia de ultrassom
tiveram efeitos prejudiciais na integridade da estrutura nervosa. Uma das
possibilidades para ajudar a remover o DNA residual é incrementar a
concentracdo de SDS. Em um estudo realizado por Azhim et al. (2014) o
incremento das concentracdes de SDS, como em 2% em comparagéao com 0,1%,
levou a melhora da penetracdo do detergente SDS de lavagem, o que leva a
descelularizacéo mais eficiente.

Philips et al. (2018) propuseram uma extensdo dos critérios para a
avaliagdo de aloenxertos de nervos periféricos descelularizados. Além dos
critérios ja estabelecidos por Crapo et al. (2011), foi proposto a andlise de
remanescentes citoplasmaticos que também podem contribuir significativamente
para reacdes adversas do hospedeiro. Para os restos citoplasmaticos, o nervo
periférico descelularizado deve ser (1) negativo para imunocoloracdo de S-100
e / ou vimentina, que reconhece células de Schwann e fibroblastos, (2) negativo
para proteinas axonais estruturais como neurofilamento e / ou B-Ill tubulina e (3)
negativo para colorac¢des histoquimicas ou imuno-histoquimicas de mielina tais
como LFB ou proteina basica de mielina.

Londono et al. (2017) ndo consideram a quantificacdo de DNA como
melhor indicador de descelularizacdo tecidual. Diferentes componentes celulares
sdo capazes de causar reacdes imunes adversas que podem levar a eventos
negativos de remodelacdo tecidual. Na literatura encontramos diversos
protocolos de avaliacdo do nervo descelularizado, mas ainda sem um consenso
do protocolo padrdo para analise do tecido nervoso. (Philips et al., 2018).

A perda da integridade estrutural dos nervos ou a interrupcao entre os
componentes, resulta na perda sua flexibilidade e rigidez. Avaliamos os efeitos
da descelularizacdo na MEC por andlise histolégica com coloracdo TG e MEV.
Andlises histologica e de MEV indicaram que a auséncia de ruptura das fibras
de colageno e da MEC dos nervos foi caracterizada pela presenca de tubos
endoneurais vazios e bem preservados. Sridharan et al. (2014) relataram uma

reducéo de 50% no conteudo de colageno no nervo descelularizado em relagéo
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ao ndo-descelularizado, porém concluiram que a analise histologia ndo permite
avaliar a aparéncia, densidade e continuidade de fibras nervosas de colageno.

As andlises histomorfométricas ou quantitativas em cortes histoldgicos do
nervo também permitem avaliar a integridade estrutural do nervo. Transforma a
avaliacdo classica descritiva da histologia em uma informagdo numérica de
possivel analise estatistica (Raimondo et al., 2009). Com relacao
histomorfometria, ndo se observou diferenca estatistica entre o nervo fresco e o
descelularizado, ndo havendo, também, diferenca estatistica entre métodos M1
e M2.

Comparativamente os métodos M1 e M2 foram igualmente eficazes na
descelularizac&o do nervo e manutencao da estrutura neural. Identificamos uma
melhor eficiéncia de M2 sobre M1, entretanto sem significancia estatistica.

Foi avaliado, em particular, o efeito do processamento apenas in vitro,
necessitando testar o aloenxerto in vivo para avaliar o crescimento neural, a
eficacia do aloenxerto na recuperacao funcional do érgéo efetor e a auséncia de
resposta imunogénica ou citotoxicidade.

Reconhecemos como limitacdo do nosso estudo, a avaliacdo de nervo
com comprimento e espessura semelhantes, sendo necessario avaliar diferentes
tamanhos a fim de possibilitar maior variedade de enxerto. E necessario, além
disso, avaliar as propriedades biomecanicas, residuais e biocompatibilidade do
nervo descelularizado.

Os estudos sobre aloenxerto nervoso continuam em evidéncias sem um
consenso sobre a melhor metodologia. Houve uma significativa diminuicdo dos
residuos de DNA com a manutencdo da arquitetura dos canais intraneurais.
Conseguimos resultados, em nervo humano, semelhantes aos que encontramos

na literatura obtidos com nervo em modelo experimental em animais.
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7. CONCLUSAO

Em conjunto, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que ambos os
métodos de descelularizacdo foram eficazes na remocdo de componentes
celulares e na manutencao da arquitetura natural do nervo.

Concluimos que nédo houve diferenca estatistica entre os parametros

analisados para ambos os métodos.
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9. ANEXOS

9.1. TCLE

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA
RESPONSAVEIS POR PARTICIPANTES DOADORES DE TECIDOS
NERVOSOS EM MORTE ENCEFALICA

Meu familiar ou pessoa por quem sou responsavel esta sendo convidada
a participar do estudo DESENVOLVIMENTO E VALIDACAO DE METODO
PARA DECELULARIZAQAO DE NERVO PARA BANCO DE TECIDOS e que
tem como objetivo desenvolver um método de descelularizar o nervo doado para
banco de tecidos. Acreditamos que ela seja importante porque poderemos
desenvolver uma forma de esterilizar nervo doado e assim teremos mais nervos
disponiveis para oferecer para as pessoas com doencas ou lesdo de nervo
periférico.

PARTICIPACAO NO ESTUDO

A participacdo da pessoa por quem sou responsavel sera de permitir que
um nervo seja doado para pesquisa. Esse nervo sera retirado apos a autorizagéo
da doacao dos tecidos para transplante e podera ser usado para pesquisa caso
ndo possa ser doado para outra pessoa.

RISCOS E BENEFICIOS

Através deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido vocé esta
sendo alertado de que, da pesquisa a se realizar, seu curatelado ou assistido,
ndo podera esperar nenhum beneficio, porém estara contribuindo para o
desenvolvimento de um estudo que permitira um aumento na disponibilidade de
nervos para pacientes com doencas ou lesdo de nervo periférico.

Vocé esta sendo alertado também de que, da pesquisa a se realizar, seu
curatelado ou assistido, ndo corre nenhum risco ou desconforto, pois uma vez
gue o estudo sera realizado com tecido nervoso obtido durante o procedimento
de doacdo dos tecidos, sem exposicdo a nenhum tipo de tratamento ou
procedimento adicional, coleta de exames ou exame clinico que possa trazer
alguma injaria fisica, o Unico risco a que sera exposto o seu curatelado ou
assistido nesta pesquisa é a possibilidade da divulgacéo indevida dos seus
dados. No entanto, os pesquisadores comprometem-se a seguir os critérios da
ética, mantendo sigilo dos dados coletados durante todas as etapas do processo.

SIGILO E PRIVACIDADE

Estou ciente de que minha privacidade e do meu familiar ou do
participante que sou responsavel, sera respeitada, ou seja, meu e do participante
gue sou responsavel nome ou qualquer outro dado ou elemento que possa, de
gualquer forma, me identificar ou a de quem eu sou responsavel, sera mantido
em sigilo. Os pesquisadores se responsabilizam pela guarda e confidencialidade
dos dados, bem como a n&o exposicao dos dados de pesquisa.
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AUTONOMIA

E assegurada a assisténcia durante toda pesquisa, bem como me é
garantido o livre acesso a todas as informacdes e esclarecimentos adicionais
sobre o estudo e suas consequéncias, enfim, tudo o que eu queira saber antes,
durante e depois da minha participacdo. Também fui informado de que posso
recusar que o meu familiar ou a pessoa a qual me responsabilizo participe do
estudo, ou retirar meu consentimento a qualquer momento, sem precisar
justificar, e de, por desejar sair da pesquisa, 0 meu familiar ou a pessoa que me
responsabilizo ndo sofrera qualquer prejuizo a assisténcia que esta recebendo.

RESSARCIMENTO E INDENIZACAO

N&o haverd qualquer tipo de despesa decorrente da participacdo na
pesquisa, pois 0 0sso doado serd retirado durante uma cirurgia para retirada dos
tecidos doados.

De igual maneira, caso ocorra algum dano decorrente da participacéo de
seu curatelado ou assistido no estudo, o seu curatelado ou assistido sera
devidamente indenizado, conforme determina a lei.

CONTATO

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sdo FELIPE TUON e
CARLOS MOTOOKA e com eles poderei manter contato pelos telefones (41)
988521893 e (43) 996231145.

O Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos (CEP) é composto
por um grupo de pessoas que estao trabalhando para garantir que seus direitos
como participante de pesquisa sejam respeitados. Ele tem a obrigacao de avaliar
se a pesquisa foi planejada e se esta sendo executada de forma ética. Se vocé
achar que a pesquisa ndo esta sendo realizada da forma como vocé imaginou
ou que esta sendo prejudicado de alguma forma, vocé pode entrar em contato
com o Comité de Etica em Pesquisa da PUCPR (CEP) pelo telefone (41) 3271-
2292 entre segunda e sexta-feira das 08h00 as 17h30 ou pelo e-mail
nep@pucpr.br.

DECLARACAO

Declaro que li e entendi todas as informacgdes presentes neste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido e tive a oportunidade de discutir as
informacdes deste termo. Todas as minhas perguntas foram respondidas e eu
estou satisfeito com as respostas. Entendo que receberei uma via assinada e
datada deste documento e que outra via assinada e datada sera arquivada nos
pelo pesquisador responsavel do estudo.

Enfim, tendo sido orientado quanto ao teor de todo o aqui mencionado e
compreendido a natureza e o objetivo do ja referido estudo, manifesto meu livre
consentimento na participacdo do meu curatelado ou assistido
: estando
totalmente ciente de que ndo ha nenhum valor econdémico, a receber ou a pagar,
por sua participacao.
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Dados do responsavel pelo participante da pesquisa

Nome:
Telefone:
E-mail:
Local, de de
Assinatura do responsavel Assinatura do Pesquisador

pelo participante da pesquisa
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9.3. Outros

A descricdo das concentragbes dos reagentes utilizados nas solugdes foi
omitida, pois este projeto esta em fase de depoésito do pedido de patente ao

Instituto Nacional da Propriedade Industrial (INPI).



