2

UFFS

UNIVERSIDADE FEDERAL DA FRONTEIRA SUL
CAMPUS REALEZA
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA

VITOR EDUARDO MAMGUE

CARACTERIZACAO DE BIOMATERIAIS A PARTIR DA PADRONIZACAO DE
MODELOS EXPERIMENTAIS DE SCAFFOLDS DERMICOS CANINOS

REALEZA
2022



VITOR EDUARDO MAMGUE

CARACTERIZACAO DE BIOMATERIAIS A PARTIR DA PADRONIZACAO DE
MODELOS EXPERIMENTAIS DE SCAFFOLDS DERMICOS CANINOS

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado ao
Curso de Graduacdo em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS),
como requisito para obtencéo do titulo de Médico
Veterinario

Orientador: Patricia Romagnolli

REALEZA
2022



Mamgué, Vitor Eduardo
Caracterizagio de Biomateriais a Partir da
Padronizagdo de Modelos Experimentais de Scaffeolds
Dérmicos Caninos / Vitor Eduardo Mamgué&. -- 2022.
22 f.

Orientadora: Patricia Romagnolli

Trabalho de Conclusioc de Curso (Graduagdo) -
Universidade Federal da Fronteira Sul, Curso de
Bacharelado em Medicina Veterinaria, Realeza, PR, 2022.

1. Biomateriais. 2. Engenharia de Tecidos. 3.
Medicina Regenerativa. I. Romagnolli, Patricia, orient.
I11. Universidade Federal da Fronteira Sul. III. Titulo.

Elaborada pelo sistema de Geragdo Automatica de Ficha de Identificacio da Obra pela UFFS
com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




VITOR EDUARDO MAMGUE

CARACTERIZACAO DE BIOMATERIAIS A PARTIR DA PADRONIZACAO DE
MODELOS EXPERIMENTAIS DE SCAFFOLDS DERMICOS CANINOS

Trabalho de Conclusédo de Curso apresentado ao
Curso de Graduacdo em Medicina Veterinaria da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS),

como requisito para obtenc¢dao do titulo de Médico
Veterinario

Este trabalho foi defendido e aprovado pela banca em 07/04/2022

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr.2 Patricia Romagnolli — UFFS
Orientadora

Prof. Dr. Gentil Ferreira Gongalves - UFFS
Avaliador

Prof.2 Dr.2 Denise Maria Sousa de Mello - UFFS
Avaliadora



RESUMO

A Medicina Regenerativa consiste em uma area multidisciplinar que tem como objetivo
promover a regeneracdo de tecidos que tenham sofrido injurias. No caso da pele,
guando ocorrem lesdes que provocam perdas extensas de tecido, uma das principais
formas de tratamento é a utilizacdo de enxerto de pele autdlogo, porém nédo é sempre
possivel coletar a pele para esse tratamento. Diante disso, a Engenharia de Tecidos,
subarea da Medicina Regenerativa, comecou a desenvolver diversos métodos para a
producéo de biomateriais, como os scaffolds, que possam substituir a pele nesses
enxertos. Para tanto, esse estudo tem como objetivo avaliar a eficacia de um protocolo
de descelularizacdo da pele de cées para producéo de scaffolds dérmicos caninos. O
protocolo utilizado foi baseado na imerséo de fragmentos de pele canina em diferentes
solucbes para promover a remocdo celular do tecido. Essas amostras foram
separadas em trés grupos e submetidas a processos de lavagem especificos para
cada grupo, que consistiu na sua imersédo em PBS, NaCl ou EDTA. Posteriormente,
realizou-se um protocolo de descelularizagdo comum a todos os grupos. Essa
descelularizacdo baseou-se na imersdo das amostras em SDS 1% e Triton X-100 2%.
Ao final do processo, as amostras foram submetidas a analise histolégica em
Hematoxilina-Eosina para sua avaliagcdo e caracterizacdo. Por meio dessa avaliagcdo
histolégica foi possivel notar a auséncia de ndcleos celulares no tecido. Além disso,
nao foram evidenciadas alteracdes na conformacao das fibras de colageno da matriz
extracelular. Diante disso, pode-se concluir que o protocolo utilizado no presente
estudo promoveu significativa remocdo celular, indicando eficiéncia na

descelularizagcdo sem provocar alteragdes estruturais no tecido.

Palavras-chave: Pele. Matriz extracelular. Biomaterial. Engenharia de tecidos.

Medicina Regenerativa.



ABSTRACT

Regenerative Medicine consists of a multidisciplinary area that aims to promote the
regeneration of tissues that have suffered injuries. In the case of the skin, when lesions
occur that cause extensive tissue loss, one of the main forms of treatment is the use
of an autologous skin graft, but it is not always possible to collect the skin for this
treatment. In view of this, Tissue Engineering, a subarea of Regenerative Medicine,
began to develop several methods for the production of biomaterials, such as
scaffolds, that can replace the skin in these grafts. Therefore, this study aims to
evaluate the effectiveness of a dog skin decellularization protocol for the production of
canine dermal scaffolds. The protocol used was based on the immersion of canine skin
fragments in different solutions to promote cellular tissue removal. These samples
were separated into three groups and subjected to specific washing processes for each
group, which consisted of immersion in PBS, NaCl or EDTA. Subsequently, a
decellularization protocol common to all groups was performed. This decellularization
was based on immersion of the samples in 1% SDS and 2% Triton X-100. At the end
of the process, the samples were submitted to histological analysis in Hematoxylin-
Eosin for evaluation and characterization. Through this histological evaluation, it was
possible to notice the absence of cell nuclei in the tissue. In addition, no changes were
observed in the conformation of collagen fibers in the extracellular matrix. Therefore,
it can be concluded that the protocol used in the present study promoted significant
cell removal, indicating efficiency in decellularization without causing structural

changes in the tissue.

Keywords: Skin; Extracellular matrix; Biomaterial, Tissue engineering; Regenerative

Medicine
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1 INTRODUCAO

A Medicina Regenerativa constitui uma area multidisciplinar que, dentre outros,
emprega a utilizacdo de células, fatores de crescimento e biomateriais com objetivo
de reparar estruturas que, por quaisquer motivos, tenham sofrido injurias. A
Engenharia de Tecidos, subarea da Medicina Regenerativa, desenvolve biomateriais,
como os scaffolds, aplicaveis a regeneracdo ou substituicdo desses tecidos ou 6rgaos
lesionados (HOWARD, 2008; KATARI; PELOSO; ORLANDO, 2014).

Scaffolds, em sua concepc¢éo, séo estruturas produzidas com o intuito de servir
como substrato/arcabouc¢o, em substituicdo a matriz extracelular (MEC) nativa, sendo
capazes de interagir no processo de reparacdo celular local (HOWARD, 2008).
Isoladamente, os scaffolds podem ser aplicados diretamente sobre o local em que
houve uma leséo tecidual, com a finalidade de estimular a reparacéo local (SHAFIEE;
ATALA, 2017).

Na pele, quando ocorrem lesdes graves que ndo se regeneram facilmente,
como feridas muito extensas, profundas e de dificil tratamento, preconiza-se a
cobertura da lesdo para promover sua recuperacdo (SINGER; BOYCE, 2017).
Normalmente, essa cobertura terapéutica é realizada por meio da utilizacdo de
enxertos de pele autélogos, ou seja, provenientes do préprio animal e por conta disso,
nao provocam rejeicdo imunoldgica. Entretanto, esse tratamento € inviavel para
pacientes em que a lesdo resultou em perdas extensas de pele, pois a falta desse
tecido pode causar diversas complicagOes, tais como baixa vascularizagédo tecidual,
diminuicdo da elasticidade e sensibilidade do local, graves contraturas e cicatrizes
(FARROKHI, et al. 2018; STOJIC, et al. 2019).

Diante disso, é indicada a substituicdo de enxertos autélogos por scaffolds, que
além de proporcionar a cobertura da lesdo, ainda permitem o crescimento de uma
nova e funcional camada celular. Tais scaffolds podem ter origem natural e/ou
sintética. Os scaffolds sintéticos podem ser produzidos a partir de diversos polimeros,
enquanto o0s biomateriais naturais sao provenientes de fontes bioldgicas,
frequentemente encontradas na MEC (STOJIC, et al. 2019).

O uso da MEC para producdo de scaffolds naturais, aplicaveis na Medicina
Regenerativa, apresenta vantagens que sobressaem o0 uso desse biomaterial

biologicos, principalmente devido ao fato de dispensarem os desafios tecnologicos
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apresentados pelo processo de producdo dos scaffolds sintéticos na tentativa de
mimetizar as propriedades fisicas e bioquimicas ja apresentadas pelo tecido natural,
como o arranjo estrutural da MEC, porosidade do tecido, composi¢cdo molecular,
propriedades biomecéanicas, biocompatibilidade, entre outras (MOGASANU,
GRUMEZESCU, 2014; De KEMP, et al. 2015; GHOSAL, et al. 2019).

Por jA possuir essas propriedades naturalmente a MEC, apds ser
descelularizada, pode ser aplicada como uma estrutura indutiva, para promover
resposta de remodelacdo especifica para o tecido, pois possui capacidade para
sinalizar e regular a migracéo celular e fornece o suporte fisico adequado necessério
para a diferenciacdo e proliferacdo dessas células, além de estimular a formacéo de
tecido de granulacéo, reepitelizacdo e angiogénese. Dessaforma, a utilizacdo desses
scaffolds derivados da MEC possibilita a reconstrucéo da estrutura fisiolégica da pele,
visando a regeneracao tecidual, sem provocar a ocorréncia de rejeicdo imunoldgica
(BROWN; BADYLAK, 2014; PARK; HWANG; YOON, 2017).

Em consequéncia da crescente relevancia no tratamento de lesbes com os
scaffolds biologicos, diversos métodos de descelularizacdo vem sendo estudados
para a melhor producdo desses biomateriais, com o objetivo de retirar o conteudo
celular da MEC de maneira eficiente e com minimas alteragdes nas atividades
bioldgicas e propriedades biomecanicas dessa matriz (FU et al., 2014). Para tanto, ja
foram desenvolvidos diferentes protocolos de descelularizacdo, incluindo métodos
enzimaticos, fisicos, idnicos e/ou quimicos (BADYLAK et al., 2012; KIM et al., 2017).

A descelularizagdo por métodos enzimaticos faz uso de nucleases e proteases,
provocando a ruptura das ligacGes entre os nucleotideos das células e remoc¢ao do
conteudo celular da MEC. Os métodos quimicos séo realizados por meio da perfuséo
ou imersdo em solu¢cdes quimicas, categorizadas como substancias alcalinas, acidas,
detergentes ibnicos e nao idnicos. Além desses, existe grande variedade de métodos
fisicos disponiveis para realizar a descelularizagcdo, como congelamento, sonicacao e
agitacéo (KIM et al., 2017; PREDEINA; DUKHINOVA; VINOGRADOV, 2020).

Diante disso, é de extrema importancia o desenvolvimento de um protocolo de
descelularizacdo capaz de remover o material celular do tecido, para que o potencial
imunogénico do enxerto seja inativado, a0 passoO que preserve a composicao e
estrutura da MEC para faciltar a adesdo e proliferacdo de novas células e,
consequentemente, o crescimento do novo tecido (GILBERT; SELLARO; BADYLAK,
2006; GARRETA, 2017; BLAUDEZ, 2020; OLGA, 2021).
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 MATERIAL BIOLOGICO E AUTORIZACAO DE PESQUISA

As atividades da pesquisa foram realizadas em diferentes laboratérios
multidisciplinares do Bloco de Anatomia e Patologia Veterinaria da Superintendéncia
Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria (SUHVU) da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), Campus Realeza — PR, incluindo-se o laboratério de engenharia
de tecidos (sala 508), sala de histologia (sala 510) e sala de necropsia (sala 520). As
atividades de pesquisa referentes ao projeto foram iniciadas somente apds a
aprovacdo pela Comissé&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFFS.

As amostras pele para uso nesta pesquisa foram aproveitadas a partir de
cadaveres de caes gque vieram a o6bito (por causas diversas) e foram doados para uso
académico a SUHVU da UFFS, Campus Realeza - PR. Para o presente estudo nédo
houve restricdo quanto a idade, raca ou sexo, porém, foi descartada para uso a pele
de espécimes apresentando afec¢des ou lesfes nas areas definidas para a coleta de
amostras, a fim de que fossem preservadas suas propriedades teciduais, de estrutura

e de arquitetura.

2.2 DESCELULARIZACAO

2.2.1 Coleta e preparacédo de amostras

A coleta das amostras foi realizada por meio da depilacdo dos animais para
remocéao dos foliculos pilosos presentes na derme e posterior dissecacéo da pele da
regido dorsal do tronco de cées, em fragmentos de 2 cm?, para comporem trés grupos
(G1, G2, G3) compostos por 10 fragmentos de pele em cada grupo. Logo apés a
coleta, esses fragmentos foram lavados em agua corrente para remoc¢ao de sujidades
e em seguida as amostras foram submetidas a lavagem segundo protocolo
estabelecido para cada grupo. Ao término da lavagem, os resquicios de epiderme
remanescentes nos fragmentos de pele foram removidos mecanicamente e as

amostras foram tratadas em protocolo comum de descelularizagdo, para a obtencéo
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dos scaffolds. Para efeitos de controle, amostras de pele nativa foram separadas para
comporem um quarto grupo (G4), ndo sendo submetidas a descelularizacéo.

2.2.2 Lavagens

Para as amostras de G1 a lavagem foi realizada com tampéo fosfato-salino
[PBS; 80 g de cloreto de sodio (NaCl), 2 g de cloreto de potassio (KCI), 11,5 g de
fosfato de sodio dibasico (Na2HPO4.7H20) e 2 g de fosfato de potassio monobasico
(KH2PO4) em 1 L de agua ultrapura; pH 7.2], contendo antibiético (ATB 0,5%; 2 mL
de sulfato de amicacina em 13 mL de agua destilada), por trés repeticbes de 15
minutos cada, em temperatura ambiente e agitacéo orbital (135 rpm). Para a lavagem
das amostras de G2 foi utilizada solu¢céo de cloreto de sodio a 100% (supersatura)
(NaCl; 58,44 g de NaCl em 1 L de agua destilada; pH 7,4) com adicdo de ATB 0,5%,
por trés repeticbes de 15 minutos cada e posteriormente uma lavagem em PBS com
ATB 0,5%, por 10 minutos, em temperatura ambiente e agitacdo orbital (135 rpm).
Para a lavagem de G3 foi utilizada solucéo de acido etilenodiamino tetracético (EDTA;
186,12 g de EDTA em 1 L de &gua destilada; pH 8,0) com ATB 0,5%, por trés
repeticbes de 15 minutos cada e posteriormente uma lavagem em PBS com ATB
0,5%, por 10 minutos, em temperatura ambiente e agitacéo orbital (135 rpm).

Ao término da lavagem, as amostras foram submetidas a esterilizacdo por luz
ultravioleta (UV), com a finalidade de reduzir possiveis contaminacfes. Para essa
etapa, as amostras de pele dos trés grupos foram imersas em PBS + ATB 0,5% e
submetidas a irradiacdo com luz UV, em camara de fluxo laminar, por duas horas em

repouso, atemperatura ambiente.

2.2.3 Protocolo de Descelularizacéo

As amostras de pele de G1, G2 e G3 foram imersas em solucdo de dodecil
sulfato de sddio 1% (SDS 1%; 100 g de SDS em 1 L de agua destilada) contendo ATB
0,5%, sob agitacdo orbital (135 rpm) e em temperatura ambiente, por cinco dias.
Foram realizadas duas trocas diarias da solu¢éo, a cada 12 horas. Ao término desta
etapa, as amostras foram imersas em solucdo de Triton X-100 2% (20 mL de Triton
X-100 em 980 mL de &gua destilada) com ATB 0,5%, sob agitacdo orbital (135 rpm)
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e temperatura ambiente, por dois dias, para remocdo do SDS residual e finalizacéo
da descelularizacdo. Foram realizadas duas trocas de solucdo, a cada 12 horas. Em
seguida, realizou-se uma lavagem das amostras em solucéo de PBS + ATB 0,5%, por
10 minutos, em temperatura ambiente e agitacdo orbital (135 rpm), para remocdao de
detergentes residuais.

Apoés a descelularizacdo, realizou-se a segunda etapa de esterilizacdo (final)
das amostras, que foram novamente submetidas a imersédo em PBS + ATB 0,5% e
submetidas a irradiagdo com luz UV por duas horas em repouso, a temperatura

ambiente.

2.3 VALIDACAO DOS SCAFFOLDS

Apébs a descelularizacdo, os scaffolds foram submetidos a andlise histologica
para observacdo de sua estrutura e composicdo, e ainda para sua validacdo como
biomaterial acelular. O critério utilizado no trabalho para validacédo da descelularizagcao
foi a auséncia de nudcleos celulares visiveis presentes no tecido. Essa avaliagcdo
histologica foi realizada por meio da coloragcdo em Hematoxilina-Eosina (HE).

A preparacdo das amostras para histologia incluiu sua fixacdo em
parafolmaldeido 4% (PFA 4%), por 72 horas, seguida de desidratacdo em etanol
(50%, 70%, 80%, 90%, 100% e 100%, 50 minutos cada), e diafaniza¢géo em xilol, por
1 hora, em duas repeticbes. Em seguida, as amostras foram incluidas em parafina
histologica (I), por 12 horas em estufa a 55 - 60° C. Ao término deste periodo, foram
reincluidas em parafina (ll), por mais 2 horas em estufa, para entdo serem incluidas
em blocos de parafina (lll). Os cortes histolégicos (5 pym) foram confeccionados em
micrétomo, e aderidos a laminas de vidro, para posterior coloracdo especifica e
visualizacdo/documentacao fotografica em microscopia de luz.

Para avaliacdo histologica dos scaffolds foi empregada a técnica de coloragao
em Hematoxilina-Eosina (HE) para visualizacdo de nudcleos e avaliacdo estrutural
geral da MEC.

Para coloracdo em HE, os tecidos aderidos as laminas foram diafanizados em
xilol por 5 minutos, em duas repeticbes. Em seguida, hidratados em concentracfes
decrescentes de etanol (100%, 100%, 95%, 70%, 5 minutos cada), corados em

Hematoxilina por 5 minutos e lavados em &agua corrente por 10 minutos.
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Posteriormente, as amostras foram contra-coradas em Eosina por 15 segundos,
lavados em agua corrente, e desidratados em etanol 95% e 100% um banho e 100%
por 2 minutos. Para finalizar, as laminas foram diafanizadas em xilol por 5 minutos e
laminulas foram aplicadas sobre as laminas para posterior analise em microscopia

oOptica de luz.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Macroscopicamente pode-se notar algumas mudancas na conformacao
morfolégica das amostras apds o processo de descelularizacdo, destacando-se leve
diminuicdo em sua consisténcia quando comparada com as amostras de pele nativa,
além de mudancas em sua coloragcdo, tornando-se mais claras e esbranquicadas
(Figura 1). Essas alteracdes séo esperadas apds a remocao do conteudo celular da
pele. Segundo Martins (2019), essas mudancas no tecido podem ocorrer devido a
desnaturacdo de algumas proteinas da MEC. Resultados semelhantes foram
relatados apds diversos protocolos de descelularizacdo (JANK et al, 2017; MARTINS,
2019; INCI, 2021).
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Figura 1l - Imagens fotograficas de fragmentos de pele canina nativa (A e B) e fragmentos
submetidos a descelularizacao (C e D) com solucao de SDS 1% + ATB 0,5% por cinco dias e
solucao de Triton X-100 2% + ATB 0,5% por dois dias, sob agitagéo orbital a 135 rpm e em
temperatura ambiente, com poste posterior lavagem em solucédo de PBS+ ATB 0,5%, para
remocao de detergentes residuais. Epiderme nativa (A) e descelularizada (C). Derme nativa
(B) e descelularizada (D).

A avaliacdo histologica é de extrema importancia para analisar a efetividade do
processo de descelularizacdo da pele, permitindo a avaliacdo da composicdo e
arquitetura ultraestrutural do tecido. Na andlise histol6gica da pele nativa, referente ao
grupo controle, ndo foram observadas alteragdes morfoldgicas na sua conformacéo
estrutural. Nota-se a presenca da epiderme, composta principalmente por
ceratinocitos, bem como a presenca de filamentos de ceratina que compdem o estrato
cérneo, camada mais externa da epiderme (Figura 2). Abaixo dela encontra-se a
derme, composta por tecido conjuntivo na forma de fibras de colageno, onde estéo
localizados seus elementos celulares, em especial os fibroblastos, macrofagos e
mastoécitos. Na porcdo dérmica também estdo presentes os apéndices epidérmicos
como foliculos pilosos, glandulas sebéaceas, glandulas sudoriparas, além da presenca

dos vasos sanguineos (Figura 3) (SOUZA et al, 2009).
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Figura 2 - Fotomicrografias de seccdes histologicas (5 um) de pele canina nativa, coradas em
HE. A, Presenca de filamentos de ceratina (setas) ha camada mais externa da epiderme
(estrato cérneo), e de ceratinécitos ao longo de toda a epiderme (setas pontilhadas).
Magnificacdo: 4Xe 10X, respectivamente.
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Figura 3 - Fotomicrografia de uma secc¢éo histologica (5 um) de pele canina nativa, corada em
HE. EP, Epiderme. DE, Derme. Na derme, presenca de fibroblastos entremeados as fibras
colagenas da matriz extracelular (setas), além de foliculos pilosos (FP), glandulas sebaceas
(GS) e vasos sanguineos (V). Magnificacéo: 4X.

Ao comparar a histologia da pele in natura com o tecido descelularizado,
evidenciam-se alteracdes teciduais provocadas pelo processo. Nao é possivel
observar a presenca da epiderme, visto que apOs as lavagens parte dela se

desprendeu do restante do tecido e seus resquicios remanescentes foram removidos
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mecanicamente, antes do inicio do processamento. A eliminacdo da epiderme anterior
ao processo é de grande importancia para melhorar a eficacia da descelularizagéo,
uma vez que aepiderme pode atuar como barreira mecanica, dificultando a passagem
dos reagentes para o tecido (CHEN, et. al. 2004; VENTURA, et al. 2019). A andlise
histolégica das amostras indicou eficiéncia na descelularizagdo, uma vez que ndo é
possivel a visibilizagcdo de nucleos celulares no tecido, indicando a remogéo das
células apos o processo (MARTINS, 2019). Além disso, também é possivel perceber
a manutencdo na conformacdo das fibras de colageno da MEC, sugerindo a

preservacdo de componentes estruturais da MEC (Figura 4).

Figura 4 - Fotomicrografia de seccdes histoldgicas (5 um) de pele canina nativa (A e B) e
descelularizadas (C e D), coradas em HE. Auséncia de nucleos celulares, com preservacao
da estrutura da matriz extracelular.

O protocolo utilizado no presente trabalho baseou-se na utilizagao de diferentes
reagentes, principalmente detergentes idnicos e ndo idnicos, para obter a remocgéo
celular da pele de caes. E amplamente relatado que a utilizac&o de detergentes para
descelularizagédo tecidual causa menores alteracbes na composicdo da MEC em
comparacdo com protocolos que utilizam métodos enzimaticos, sendo um método
mais seguro para a preservacdo da MEC, porém ainda eficiente para promover
remocdao celular (MILAN, et al. 2019; INCI, 2021).
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Para arealizacéo das lavagens, foram empregadas diferentes técnicas, com a
finalidade de averiguar se a inclusdo de NaCl e/ou EDTA anterior a descelularizacéo
produz efeitos positivos sobre a remocéo celular, quando comparado ao uso inGcuo
do PBS nesta fase. Entretanto, a avaliagcdo histolégica ndo evidenciou diferencas
significativas entre a descelularizacdo dos trés grupos.

A escolha dos reagentes utilizados nessas lavagens foi baseada em solugdes
gue poderiam auxiliar na remocgéo celular do processo. A utilizagdo de NaCl, como
solucéo hipertbnica pode causar a ruptura das membranas celulares ao induzir o
chogue osmotico e promover a lise celular (MCCRARY, et al. 2020). Além disso, é
relatado que solucdes hipertbnicas podem dissociar o DNA das proteinas (GUPTA,
MISHRA, 2017). Quanto ao EDTA, sua utilizacdo como agente quelante permite o
sequestro de ions metdlicos divalentes do sitio de ligacdo da célula, promovendo a
quebra dessa adeséo celular (CHAKRABORTY; ROY; GHOSH, 2020; BRANCATO,
et al. 2020).

Entre os diversos agentes que podem ser aplicados na descelularizagéo, 0s
surfactantes estdo entre os mais utilizados, provocando alteragbes na membrana
fosfolipidica e, consequentemente, provocando a destruicdo celular (CUI;, CHAI; YU,
2019; BRANCATO, et al. 2020). O SDS, caracterizado como um detergente ibnico,
tem sua utilizacdo amplamente relatada por diversos autores, sendo um dos agentes
guimicos mais empregados em processos de descelularizacdo para diferentes tipos
de tecido (GUPTA; MISHRA, 2017; CUI; CHAI;, YU, 2019, FEDONIUK, et al. 2021).

Foi provado que esse surfactante apresenta grande efetividade na eliminag&o
do material genético e residuos celulares dos tecidos, entretanto também é relatado
gue a utilizacdo de altas concentracfes de SDS pode danificar as proteinas estruturais
e de sinalizacao presentes na MEC. Esse efeito deletério sobre a estrutura da matriz
ocorre devido a capacidade do SDS em romper as interacfes entre proteinas
(MCCRARY, et al. 2020), mecanismo responsavel por quebrar as ligacbes entre as
proteinas citoplasmaticas e as membranas celulares para promover a remocao dos
residuos celulares apds a destruicdo das células, entretanto essa caracteristica acaba
afetando outras proteinas presentes na MEC (CHAKRABORTY; ROY; GHOSH,
2020). Portanto se faz necesséria a escolha cuidadosa da concentragdo de SDS
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utiizada, visando a obtencdo da remocdo celular adequada sem inviabilizar
estruturalmente o scaffold (CUI; CHAI, YU, 2019).

Apés a utilizacdo de SDS, optou-se por utilizar o Triton X-100 para dar
continuidade a remocéao celular, além de também auxiliar na remocéao de SDS residual
presente nas amostras. O Triton X-100 € um detergente n&o-idnico, também sendo
um dos agentes mais utilizados na descelularizagdo de diversos tecidos (FARROKHI,
et al. 2018). Detergentes ndo ibnicos séo capazes de romper as ligaces entre lipidios
e as ligacdes entre lipidios e proteinas, mantendo as ligacdes entre proteinas intactas
e preservando a composicdo estrutural da MEC (GUPTA; MISHRA, 2017;
CHAKRABORTY; ROY; GHOSH, 2020).

Outra vantagem se sua utilizac&o € sua capacidade de auxiliar na remocgao de
outros agentes utilizados anteriormente no processo, especialmente o SDS
(CHAKRABORTY; ROY; GHOSH, 2020). Apesar de relatado por diversos autores que
o Triton X-100 provoca menos danos estruturais a matriz extracelular, os resultados
encontrados em literatura ainda ndo chegam a um consenso, visto que diferentes
estudos podem apresentar resultados variados com relacao a efetividade de remocéo
celular e seus efeitos na MEC. Deve-se considerar que essas diferencas encontradas
podem ser explicadas por diversos fatores que diferem entre os protocolos como o
tecido a ser descelularizado, a concentracéo utilizada do agente, tempo de incubacgao

e outras substancias também utilizadas no processo (FARROKHI, et al. 2018).

Diante disso, ao considerar a implantacdo de scaffolds, como biomateriais para
regeneracdo tecidual, deve-se ressaltar a importancia de um protocolo de
descelularizacdo adequado, que permita a completa remoc¢ao das células do tecido,
pois a permanéncia desses residuos celulares no tecido pode resultar em uma
resposta inflamatoéria exacerbada e consequente rejeicdo imunolédgica do transplante
(JANK, et al. 2017). Com relacdo a importancia da preservacdo da conformacao
estrutural e composicao da MEC, é ressaltado que os componentes presentes nessa
matriz, como proteinas e fatores de crescimento, realizam sinalizac6es moleculares
para migracdo, adesdo e proliferacdo celular, além de agirem como modulares do
comportamento celular. Portanto, a permanéncia desses componentes no tecido é
importante para que esses biomateriais possam ser utilizados em cultivos celulares in
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vitro, além de permitirem adequada proliferacdo celular e regeneracao tecidual apés
seu implante in vivo (VENTURA, et al. 2019).

4 CONCLUSAO

Constatou-se, por meio de andlise histologica, que o protocolo utilizado
promoveu significativa remoc&o celular do tecido, sem evidenciar consideraveis
alteracdes estruturais consideraveis na matriz extracelular. Dessa forma, os
resultados obtidos até o momento apresentaram-se promissores. Diante disso, novas
andlises laboratoriais, como a quantificacdo do DNA presente nas amostras e
avaliacdo de sua biocompatibilidade, devem ser realizadas para que se possa validar
os scaffolds produzidos como biomateriais acelulares e permitir sua posterior

utilizacdo em demais estudos in vitro e in vivo.
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