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(57) Resumo: Trata-se de um equipamento que possibilitara avaliar o estado de descelularizagédo de 6rgdos para habilita-los
para testes de recelularizagéo, fornecendo o comportamento 6ptico dos processos de descelularizagéo, os dados numéricos de
tenséo, as derivadas dos pontos e os graficos, que possibilitam identificar o momento ideal de retirada do érgao dos reagentes de
perfuséo, correlacionando o material celular residual com a tenséo detectada da luz transmitida; O sensor sera composto por uma
base ajustavel (1), fonte luminosa (2), um fotodiodo (3), plataforma (placa) de prototipagem (4) e também por um software de
programacao (5) formando um sistema de sensoriamento 6ptico para aplicagdo biotecnoldgica que correlacionard o
comportamento 6ptico de érgdos, durante o processo de descelularizagédo, com os testes de verificagdo tradicionais histol6gicos e
espectrométricos, e assim, possibilitando padronizar o processo de descelularizagao utilizando o dispositivo eletrdnico.
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“SENSOR OPTICO APLICADO A DESCELULARIZACAO DE
ORGAOS”
[001] Refere-se a presente patente de invengdo um sensor optico aplicado a
descelularizagiio de orgdos, mais especificamente a um equipamento para auxiliar a
retirada do 6rgdo com dados objetivos, como a intensidade de luz que atravessa o 0rgdo
e seu perfil durante o processo (modelo polinomial), tornando-se umaetapa adicional
aos processos de descelularizagdo, cuja finalidade é dar um carater objetivo 4 tomada de
decisdes, identificando a auséncia de células do 6rgdo através de uma avaliagio optica.
[002] Atualmente, ndo existem dispositivos para esta etapa do processo de
descelularizagdo. Existem equipamentos que apcnas executam a descelularizagdo, mas
ndo identificam a auséncia de células do 6rgdo. Portanto, ndo ha no momento um
equipamento semelhante para desempenhar a fungdo especificada.
[003] Atualmente, ao descelularizar um 6rgéo, identifica-se o momento ideal
para a sua retirada do processo atraves da aparéncia deste 6rgdo e do tempo padronizado
por descelularizagdes prévias. Tais padronizagdes sdo realizadas processando e cortando
o orgdo para quantificagdo de DNA e anélise histolégica (visualizagdo de nucleos e
materiais celulares utilizando corantes especificos). O processamento € corte dos orgdos
inviabilizam-nos de serem utilizados nas etapas subseqiientes de repovoamento celular
com células-tronco. Dessa forma, os orgdos destinados a recelulariza¢do sdo retirados
do processo baseando-se apenas no tempo e no aspecto visual. O tempo é variavel, pois,
o tamanho, o estado fisiologico e a idade do érgdo influenciam na eficiéncia da retirada
das células. Jao aspecto visual € subjetivo.
[004] A demanda de orgdos para transplante supera sobremaneira a
disponibilidade de doadores para essa finalidade. Dados da Associagdo Brasileira de
Transplantes de Orgios (ABTO) tornam essa problematica evidente. Em junho de 2015,
constavam 32.000 pacientes & espera de um transplante € o montante de orgaos
transplantados entre janeiro e junho do mesmo ano alcancou apenas 10.355 orgaos
(Registro Brasileiro de Transplantes — RBT, 2015). Ou seja, o primeiro semestre de
2015 apresentou um déficit de, no minimo, 32.000 orgdos. Além disso, outro aspecto
capaz de agravar ainda mais esse cenario consiste na rejeigdo que os pacientes
transplantados podem desenvolver apos o procedimento, conhecido como a reagdo na
qual o organismo receptor desenvolve uma resposta imunolégica contra as células

presentes no 6rgdo transplantado (Guyette ET AL., 2016).
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[005] Dessa forma, tanto a escassez de Orgdos para transplantes quanto
apossibilidade dc rejeigdo ao transplante impulsionam 0 desenvolvimento de
ferramentas alternativas capazes de dar novas perspectivas a este cenario. Ha, portanto o
surgimento dos 6rgdos bioartificiais e dos arcabougos descelularizados com o proposito
de substituir drgdos ou tecido danificados por doengas ou traumas (Fu ET AL, 2014).
Orgios ou tecidos bioartificiais consistem em estruturas construidas de proteinas ¢
polimeros sintéticos. Ja os arcaboucos descelularizados sdo formados apos a remogao
das células do 6rgdo de um doador através de processos capazes de preservar a matriz
protéica e glicoprotéica que compdem a estrutura dos orgdos (Lu ET AL, 2013). Em
ambos 0s processos a estrutura suportara novas células que devem ser adicionadas
através de procedimentos de Repovoamento Celular. Orgdos menos complexos como
bexigas urinérias, traquéias e corneas ou tecidos como vasos sanguineos € vélvulas
cardiacas tem apresentado bons resultados apés o procedimento em humanos. Os 6rgaos
mais complexos, tais quais 0 coragao (Sanchez ET AL, 2015), figado (Mazza ET AL,
2015) e rins (Abolbashari et al, 2016) encontram-se em fase experimental e tem
apresentado grande potencial de progressdo para estudos clinicos em humanos.

[006] Durante o processo de descelularizag¢ido de um orgdo, que consiste na
retirada de todas as células visando implantar células-tronco para o pleno
funcionamento e transplante, o maior desafio recai sobre a total remogdo das células e
de quaisquer materiais celulares evitando danos a estrutura. Os critérios estabelecidos
para avaliagdo da qualidade da descelularizagdo consistem na quantificagdo do DNA
remanescente, que nio deve exceder 50 ng/mg, €, 0 arcabouco resultante ndo deve
apresentar nucleos, tampouco material nuclear (Crapo, Gilbert, 2011; Londono,
Badylak, 2015). Tais metodologias de avaliagdo requerem procedimentos invasivos que
danificam a estrutura do 6rgdo descelularizado, ndo sendo possivel realiza-las nos
6rgaos destinados ao transplante. Além disso, os testes para confirmagao sdo realizados
apds o processo de descelularizagdo, em um momento definido visualmente pela
transparéncia do 6rgdo e de um tempo médio fixado a partir de padronizagdes prévias.
Entretanto, as dimensdes, a temperatura, a pressdo ou o estado fisiologico inicial do
6rgdo podem influenciar na eficiéncia de remocgdo das células, conseqientemente, 0
tempo de descelularizagdo ¢ alterado e 0 padriio para identificagdo do final do processo
restringe-se ao aspecto visual, o qual € subjetivo. Tal impasse pode ocasionar 0 uso de
orgaos com DNA vestigial e de matriz extracelular desnecessariamente degradada nos

testes subseqiientes, causando a ineficiéncia no desempenho destes, principalmente, na
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etapa de repovoamento celular. Além disso, o DNA vestigial em 6rgdos transplantados
podera desencadear respostas inflamatorias no hospedeiro, comprometendo todo o
processo.

[007] Por conseguinte, tOrnou-se necessario um dispositivo capaz de identificar
a etapa final do processo com maior objetividade e acurécia, que sinalize o momento
ideal para a retirada do ¢rgdo do processo de descelularizagdo, podendo ainda,
desempenhar uma etapa alternativa aos procedimentos invasivos. Portanto, com intuito
de solucionar tais inconvenientes encontrados atualmente no estado da arte, foi
desenvolvido o sensor optico aplicado & descelularizagdo de orgdos, que compreende
em um sistema de sensoriamento optico para aplicagdo biotecnologica correlacionando-
se o comportamento Optico de 6rgdos murinos, ou qualquer outro 6rgdo durante o
processo de descelularizagdo, com os testes de verificagdo tradicionais histologicos e
espectrométricos. E assim, possibilitando padronizar o processo de descelularizagao
utilizando o dispositivo eletronico.

[008] O sensor optico aplicado a descelularizagdo de orgaos permitird avaliar a
composi¢do do orgdo pelo comportamento da luz durante o processo haja vista a
extingdo (absor¢do e espalhamento) e o indice de refracdo da luz, que sdo especificos e
caracteristicos dos componentes opticamente ativos presentes nos tecidos e que podem
ser provenientes da célula ou da matriz extracelular JACQUES, Steven L., 2013).
Essas propriedades da luz transmitida através do 6rgao influenciardo a intensidade da
luz detectada apds atravessar este orgdo, fornecendo informagdes do seu estado de
descelularizag@io. A partir disso ¢ possivel padronizar um componente objetivo para a
retirada do 6rgdo do processo, que compreende o perfil optico € o polindmio que se
encaixa ao modelo.

[009] A seguir serdo citadas algumas das vantagens proporcionadas pela
utilizagdio do sensor 6ptico aplicado & descelularizagio de 6rgdos, tais como:

- Oferece um dado objetivo para auxiliar no momento de retirada do orgdo dos
processos de descelularizacdo;

- N#o € invasiva;

- E ajustével a érgdos de diferentes tamanhos;

-E possivel incorporar diferentes sensores 3 estrutura;

- Possui dimensdes de facil manuseio;

- Evita o descarte de orgdos por descelularizagdes incompletas;
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- Aumenta as chances de sucesso nas etapas de recelularizacéo;

- O 6rgdo continua apto para as etapas subseqlentes, pois ndo danifica a sua estrutura.
[010] O sensor Optico aplicado & descelularizagdo de orgaos podera ser melhor
compreendido através da descri¢do detalhada em consondncia com as seguintes figuras
em anexo, onde:

FIGURA 01 Apresenta um esquema representativo do sensor Optico aplicado a
descelularizagéo de Orgéos.

FIGURA 02 Apresenta uma vista externa da camara escura do sensor Optico aplicado a
descelularizag@o de 6rgdos.

FIGURA 03 Apresenta uma vista internaaproximada da cAmara escura do sensor Optico
aplicado a descelularizagdo de orgaos.

FIGURA 04 Apresenta uma vista interna da camara escura do sensor 6ptico aplicado a
descelularizagdo de 6rgédos.

[011] Em conformidade com as figuras acima explicitadas, observa-se que o
sensor optico aplicado a descelularizagdo de érgdos consiste em um sistema composto
por dois modulos acoplados a uma base ajustavel (1) nos trés eixos (x,y € z) com
possibilidade para alinhamento adequado do 6rgdo a ser descelularizado. Um dos
médulos consiste em uma fonte luminosa (2) de amplo espectro e alto brilho(LED de
luz branca). No lado oposto, encontra-s€ 0 segundo mddulo, o qual € composto por um
fotodiodo (3)(fotodetector) e uma plataforma (placa) de prototipagem (4) eletronica de
hardware livre e de placa Unica conectado ao computador, no qual o software de
programagdo registra, avalia os dados e elabora o grafico simultaneamente.

[012] O software de programagdo (5) convenientemente utilizado,
Matlab(podendo ser utilizado outro, ja que a programagdo foi desenvolvida no
trabalho),registra, avalia os dados e elabora o grafico simultaneamente. No centro o
6rgdo A é fixado e perfundido com os reagentes especificos.

[013] O 6rgo (A) deve ser fixado & agulha presente no centro da estrutura do
equipamento. A agulha estd conectada a uma mangueira utilizada para perfusdo do
6rgido (A) com os reagentes de descelularizacdo. Nas laterais da estrutura central estdo
os botdes de ajuste de altura da base, de proximidade da fonte de luz em relagdo ao
6rgio (A) e de alinhamento dos componentes “detector — orgdo — luz”. Apos o

alinhamento deve ser iniciado o programa para o registro dos valores de tensdo
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detectados pelo fotodiodo (3). O liquido que perfunde o 6rgdo (A) € canalizado para um
receptaculo conectado a um frasco de descarte por uma mangueira.

[014] O gréfico ¢ gerado com base nos valores de tensdo em fungdo do tempo,
ele apresenta um perfil semelhante entre as descelularizagdes ¢ atinge um platd que ¢
utilizado para definir o momento de retirada do orgdo (A). O grafico das derivadas
demonstra um perfil também semelhante entre as diferentes descelularizagdes e auxilia
na determinagio do ponto no qual ha estabilizagdo dos valores de tensdo. Para a retirada
do orgdo (A) € necessario apenas desconecta-lo da agulha de perfusdo. A correlagdo
entre os pontos do platd e a quantidade de células residuais nos érgios foi padronizada
através de uma curva de concentragio de DNA dos o6rgdos retirados em diferentes
pontos. Ou seja, o padrédo-ouro utilizado para correlagdo foi & quantificagdo de DNA.
[015] A Figura 02 apresenta a visualizagdo externa do equipamento
permitindo-se identificar a camara escura, para prevenir alteragdes de sinal provenientes
de perturbagdes externas, conectada a um computador.

[016] Na Figura 03 apresenta a visualizagdo interna do protétipo, na qual pode-
se identificar um 6rgdo (A) em processo de descelularizagdo fixado ao equipamento, a
direita encontra-se a fonte luminosa (2) € & esquerda, o fotodiodo (3) (fotodetector).
Ambos estdo presos a uma base ajustavel (1) nos trés eixos.

[017] Jo na Figura 04 apresenta uma imagem do prototipo que
possibilitaidentificar a placa de prototipagem (4) externamente € a esquerda da camara
escura e o interior da cAmara escura.

[018] Sendo assim, o sensor optico aplicado a descelularizagdo de orgaos, serd
aplicado aos processos de descelularizagdo de orgdos, podendo ser adaptado para
bioreatores ¢ demais equipamentos semelhantes,identificando o momento em que nao
ha mais células (através da intensidade da luz), de forma ndo invasiva, possibilitando a
etapa de recelularizagdo com células-tronco. Os processos de descelularizagdo tém o
objetivo de possibilitar que érgaos normalmente rejeitados para transplante possam ser

transplantados. Além disso, 0 uso de células-tronco tem o propdsito de evitar rejeigdes.
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REIVINDICACOES
I SENSOR OPTICO APLICADO A DESCELULARIZACAO DE ORGAOS
caracterizado por um equipamento que possibilitara avaliar o estado de descelularizagdo
de 6rgdos para habilita-los para testes de recelularizacdo, fornecendo o comportamento
éptico dos processos de descelularizacio, os dados numéricos de tensdo, as derivadas
dos pontos e os graficos, que possibilitam identificar o momento ideal de retirada do
6rgdo dos reagentes de perfusdo; o qual ainda permitira correlacionar material celular
residual com a tensdo detectada da luz transmitida;
5 SENSOR OPTICO APLICADO A DESCELULARIZAGAO DE ORGAOS, de
acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o equipamento consiste de
um sistema composto por dois mddulos acoplados a uma base ajustavel (1) nos trés
eixos (x,y € z) com possibilidade para alinhamento adequado do o¢rgdo a ser
descelularizado; Um dos modulos consiste em uma fonte luminosa (2) de amplo
espectro e alto brilho (LED de luz branca); No lado oposto, encontra-se 0 segundo
modulo, o qual € composto por um fotodiodo (3) (fotodetector) e uma plataforma
(placa) de prototipagem (4) eletronica de hardware livre e de placa unica conectado ao
computador, no qual o software de programagdo (5) registra, avalia 0s dados e elabora o
grafico simultaneamente;
3. SENSOR OPTICO APLICADO A DESCELULARIZACAO DE ORGAOS, de
acordo com a reivindicagdo 1 e 2, caracterizado pelo fato de que o software de
programagdo (5) convenientemente utilizado, Matlab(podendo ser utilizado outro, ja
que a programagdo foi desenvolvida no trabalho), registra, avalia os dados e elabora o
grafico simultaneamente. No centro o orgdo é fixado e perfundido com os reagentes
especificos;
4. SENSOR OPTICO APLICADO A DESCELULARIZACAO DE ORGAOS, de
acordo com a reivindicacdo 1, 2 e 3, caracterizado pelo fato de que a base ajustavel (1)
sera capaz de comportar os modulos € o 6rgdo; a fonte luminosa (2) refere-se a um LED
de luz branca que emiti de sobre o orgio (sendo possivel acoplar outras fonte); O
fotodetector (3) correspondera a um fotodiodo que recebe a luz que atravessa o 6rgdo (¢
possivel acoplar outros detectores); A placa de prototipagem (4), refere-se a uma placa
de prototipagem que sera utilizada para processar € enviar 0s dados recebidos pelo
fotodetector (3) ao computador; por fim, o software de programagdo (5) que sera

desenvolvida uma programagio para criar 0s graficos.
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FIGURA 03
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RESUMO
SENSOR OPTICO APLICADO A DESCELULARIZAGAO DE ORGAOS. Trata-se de
um equipamento que possibilitard avaliar o estado de descelularizagdo de orgdos para
habilita-los para testes de recelularizagdo, fornecendo o comportamento optico dos
processos de descelularizacdo, os dados numéricos de tensdo, as derivadas dos pontos €
os graficos, que possibilitam identificar 0 momento ideal de retirada do orgdo dos
reagentes de perfusdo, correlacionando o material celular residual com a tensdo
detectada da luz transmitida; O sensor sera composto por uma base ajustavel (1), fonte
luminosa (2), um fotodiodo (3), plataforma (placa) de prototipagem (4) e também por
um software de programagdo (5) formando um sistema de sensoriamento Optico para
aplicagdo biotecnologica que correlacionard o comportamento optico de orgios, durante
o processo de descelularizagdo, com os testes de verificagdo tradicionais histolégicos €
espectrométricos, e assim, possibilitando padronizar o processo de descelularizagdo

utilizando o dispositivo eletronico.




