EVENTO ON-LINE

23 A 26 DE NOVEMBRO Lmom}n'ik‘m

BIOCOMPATIBILIDADE IN VIVO DE SCAFFOLD DE PLACENTA DE BOVINOS
EM CAMUNDONGOS

RAFAEL LUAN PERIN '*, VITOR EDUARDO MAMGUE?, ANA LETICIA
RODRIGUES MARQUES? AMANDA KNORST BELLON¢, PATRICIA
ROMAGNOLLIS, GENTIL FERREIRA GONCALVES*

1 INTRODUCAO

A Medicina Regenerativa ndo possui um conceito amplamente aceito, mas geralmente
¢ referida como uma 4rea da ciéncia da satide que utiliza células, fatores de crescimento e os
produtos da Engenharia de Tecidos, que ¢ uma de suas subareas, na reparagdo de estruturas
que tenham sido lesadas (KATARI; PELOSO; ORLANDO, 2014). Juntas, preocupam-se com
o desenvolvimento de técnicas e materiais biocompativeis que permitam a regeneracdo de
tecidos ou oOrgdos que tenham sofrido algum tipo de injuria celular, através de novas
abordagens terapéuticas, que incluem a utilizagdo de scaffolds, fatores de crescimento e
producao de células. O scaffold ¢ a estrutura criada para servir como substrato em substituicao
a matriz extracelular (MEC), sendo capaz de interferir no processo de reparacao celular. Os
termos Medicina Regenerativa e Engenharia de Tecidos podem ser utilizados como sindnimos
em alguns artigos (HOWARD, 2008).

Diversas classes de materiais tém sido pesquisadas e utilizadas no desenvolvimento de
novos biomateriais como metais, ceramicas, polimeros e compositos. Dentre estes, os
polimeros, principalmente os naturais como o colageno, estdo mostrando grandes beneficios.
O colageno ¢ extraido de tecidos animais, ou pode estar na composi¢ao da matriz extracelular
de tecidos conjuntivos descelularizados como xenoenxertos (FERREIRA, 2017).

A placenta bovina ¢ uma estrutura comumente descartada apdés o parto e possui
diversas caracteristicas que a caracterizam como um promissor biomaterial, como a presenga
de fatores angiogénicos, citotroficos, fibras coldgenas tipo I, Il e IV e diversas outras. Assim,

com o presente estudo objetivou-se avaliar os resultados in vivo da matriz de cotilédone fetal
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bovino descelularizada aplicada em camundongos (BOOS; STELLJES; KOHTES, 2003;
PFARRER, 2006).

2 OBJETIVOS
O objetivo geral do presente trabalho foi verificar a biocompatibilidade in vivo de

scaffold de placenta de bovinos em camundongos.

3 METODOLOGIA

Foram utilizados 30 camundongos fémea da linhagem Swiss, obtidos a partir do
Biotério Central da Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitaria (SUHVU).
Os animais foram transferidos a partir do biotério para a sala 404, da SUHVU, em ambiente
com temperatura e horas de luz diaria controlados. A temperatura variou entre 18° C e 22° C
durante todo o periodo, enquanto o periodo de luz foi de 12 horas diarias. Apoés um periodo de
aclimatagdo de 15 dias, os animais foram submetidos a procedimento de implante do
biomaterial (scaffold de placenta bovina) produzido em laboratério parceiro e doado para
realizacdo da pesquisa.

Em ambiente cirtrgico e sob condi¢des estéreis, estando o camundongo em estado de
anestesia, foi realizada incis@o da linha média dorsal, sob o segmento toracico, e implantado
scaffold com 4 mm? na por¢do subcutanea do antimero direito, enquanto no antimero
esquerdo realizou-se apenas a divulsdo do subcutdneo com tesoura cirurgica de ponta romba.
O procedimento foi repetido nos 30 camundongos do experimento, que foram separados em
cinco grupos com seis camundongos cada, para realizacdo da eutanasia, de cada um dos
grupos, nos dias 3, 7, 15, 30 e 60 apds o implante.

Nos dias 3 (3D), 7 (7D), 15 (15D) e 30 (30D), os grupos foram submetidos a eutanasia
por superdosagem anestésica, ¢ o fragmento de pele com subcutineo colhido e fixado em
solucao de formaldeido 4% em tampao fosfato salino. Apos o periodo de fixacdo, as amostras
foram clivadas e processadas em processador histologico. Apds o processamento, foram
incluidas em parafina III, cortadas em sec¢des de 5 micrometros e coradas em hematoxilina e
eosina.

As laminas histoldgicas foram analisadas em microscopio de luz e fotomicrografadas.
A avaliacdo histopatologica para identificagdo dos componentes celulares do tecido obtido foi

realizada com base nos padrdes morfologicos descritos por Junqueira e Carneiro (1995). Os
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escores histoldgicos foram determinados com base nos padrdes internacionais para avaliacao
de efeitos locais apds implante de biomateriais.

As laminas foram avaliadas em magnificacdo de 40X e classificadas entre uma escala
que variou 0 e 4. Para 0, nenhuma célula inflamatdria por campo de grande aumento (40X),
para 1, até 5 células, para 2, entre 5 ¢ 10 células, para 3, infiltrado denso, sem coalescer,
enquanto para 4, infiltrado inflamatdrio coalescente. As classificagcdes respeitam o disposto

nos padrdes internacionais para avaliagao de biocompatibilidade em implantes (ISO, 2007).

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As analises histologicas revelam que ndo ha diferencgas considerdveis entre o processo
inflamatorio observado no grupo teste quando comparado ao grupo controle. A presenga do
scaffold nas amostras analisadas mostrou-se inerte no subcutineo dos camundongos que

participaram do experimento.

Os resultados obtidos por meio da coloragdo dos tecidos em hematoxilina e eosina
revelam a persisténcia do processo inflamatorio, com presenga principalmente de infiltrado
linfocitico nos periodos de tempo 3D, 7D e 15D. Por sua vez, as amostras referentes ao
periodo 30D revelaram alto nivel de infiltracdo por macréfagos e fibroblastos. A evolucao do
processo inflamatorio e a presenca celular nas amostras controle e com implante (Figura 1)
demonstram parte dos resultados. A inflamacao presente nas amostras coletadas nao esta
associada ao biomaterial implantado, mas sim, a sequéncia normal do processo inflamatorio

esperado apds incisdo e divulsdao do subcutaneo dos animais (ANDERSON, 2001).

Figura 1 — Evolucao do infiltrado inflamatorio ao longo dos periodos de estudo

Seccoes coradas em Hematoxilina e Eosina. Evolugdo do infiltrado inflamatério ao longo dos periodos de

tempo do estudo. Barra de escala de 100 um.

Scaffold

Controle

Fonte: elaborada pelo autor (2021).
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Outros estudos avaliando a biocompatibilidade de materiais apresentam resultados
similares. Jung et al. (2020) estudaram a biocompatibilidade de membranas produzidas a
partir de colageno de pericardio bovino e implantados em camundongos. Difere no que diz
respeito a transi¢ao entre resposta inflamatdria aguda e cronica, mais lenta que na presente

pesquisa, e traz por consequéncia uma possivel extensao do processo de cicatrizagao.

5 CONCLUSAO
Sao necessarios mais estudos, e continuar as coloragdes em andamento, bem como a
avaliagdo do ultimo grupo experimental, mas os achados até 0 momento apresentam sinais de

biocompatibilidade do material investigado.
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