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

ANA LETICIA R. MARQUES **, VITOR E. MAMGU*, AMANDA K. BELLON**,
LEONARDO GRUCHOUSKEI >, PATRICIA ROMAGNOLLI **

1 Introducao

A pele atua como agente de protecdo mecanica e de manuten¢do hidroeletrolitica e
termorregulagdo corporal (DUSSOYER; MICHOPOULOU; ROUSSELLE, 2020), sendo
constituida por epiderme e derme (GHETTI ef al., 2018). Como primeira linha de defesa do
organismo, inumeras lesdes e afeccdes podem acometer a pele, muitas representando desafios
clinico-cirargicos pela complexidade dos tratamentos requeridos para sua recuperacdo
(BROUKI MILAN et al., 2020; TAYLOR et al., 2018). A terapia comum para lesdes de pele é
o enxerto, porém, sendo de dificil disponibilidade o tecido autégeno e reconhecida rejei¢ao de
tecido alogeno/xendgeno (PEREZ et al., 2021).

A Medicina Regenerativa, portanto, busca desenvolver materiais que substituam o uso
de enxertos de pele, como os scaffolds (HSIEH et al., 2021), que podem ser obtidos por
descelularizacdo, como ¢ o caso dos de matriz dérmica, livres de material genético que induza
resposta imune no organismo receptor (TAYLOR et al., 2018). Ainda, scaffolds biologicos se
assemelham em forma e estrutura ao tecido a ser substituido, sendo adequados para a adesao,
migragio, proliferagio e diferenciagio celular (PEREZ et al., 2021).

A descelularizacdo pode ser realizada por métodos fisicos, quimicos e/ou enzimaticos,
cuja elei¢do depende de caracteristicas do tecido alvo (PEREZ ef al., 2021). Contudo, para ser
acessivel ao uso terapéutico requer a padronizag¢ao do protocolo adequado (MACAGONOVA
et al., 2021). Desta forma, frente a disponibilidade de doadores de cadéaveres caninos,
objetivou-se otimizar um protocolo para descelularizacio de pele de cdes, avaliando os efeitos
do uso de diferentes solu¢des de lavagem prévia para produgao de scaffolds dérmicos caninos,

e seu potencial para uso em terapias regenerativas.
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2 Objetivos
Padronizar um protocolo de descelularizagdo de pele canina para produgdo de
scaffolds biologicos, com énfase na avaliagdo dos efeitos de NaCl e EDTA anterior a

descelularizacdo sobre a remogao celular.

3 Metodologia

As atividades foram aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
Universidade Federal da Fronteira Sul (UFFS) (N° 7027300719), e realizadas na
Superintendéncia Unidade Hospitalar Veterinaria Universitdria (SUHVU) do Campus
Realeza. As amostras, obtidas de cadaveres de cdes doados a SUHVU, foram coletadas de
areas isentas de lesdes, e submetidas a antissepsia e completa remogao dos pelos. Foi utilizada
pele da regido dorsal do tronco, removida por dissecacdo, em fragmentos de 2 cm?,
organizados em grupos de lavagem G1, G2 e G3 e grupo controle G4, com 10 fragmentos
cada.

A lavagem foi feita por imersdo em solucdes tampao fosfato-salino (PBS) para Gl,
cloreto de sodio (NaCl) para G2 e 4cido etilenodiamino tetracético (EDTA) para G3, sob
agitacdo orbital (135 rpm) e temperatura ambiente, durante 5 minutos. Em seguida, foram
esterilizadas em luz ultravioleta (UV) por 2 horas. As amostras de G1, G2 ¢ G3 foram
descelularizadas usando solu¢do de SDS 1% + ATB 0,5% por 5 dias (D1 a D5), seguido de
solugdo de Triton X-100 1% + ATB 0,5% por 2 dias (D6 e D7). Ao final, as amostras foram
lavadas em PBS + ATB 0,5% por 5 minutos para remocdo de detergente residual e
esterilizadas em luz UV por 2 horas. As solugdes detergentes eram trocadas a cada 12 horas,
todo o processo realizado sob agitagdo orbital (135 rpm) e temperatura ambiente.

Amostras de G1, G2, G3 e G4 foram fixadas em solucdo de paraformaldeido 4%,
desidratadas em dlcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. Foram entdo
seccionadas (4 um), posicionadas em laminas e coradas em hematoxilina e eosina (HE) e
Tricromo de Massom (TM), para andlise da auséncia de nucleos celulares e preservagdo
estrutural da MEC, respectivamente (BARRETO et al., 2018; FEDONIUK et al., 2021). Ao

final, os tecidos foram analisados e microfotogratados em microscopio 6ptico de luz.
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4 Resultados e Discussao

A andlise histoldgica da pele nativa (G4) demonstrou a epiderme formada por tecido
epitelial e estrato cérneo, com derme composta por elementos celulares, fibras colagenas e
elasticas, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas e vasos sanguineos (Figura 1 A e

E).

Figura 1. Histologia da pele canina nativa (A e E) e descelularizada (B-D e F-H). (A) Pele nativa com epiderme
composta por tecido epitelial (seta verde), derme por fibras colagenas (estrela) ¢ anexos como foliculos pilosos,
glandulas e vasos (seta preta); pele descelularizadas, com auséncia de nucleos celulares visiveis e abundante matriz
extracelular, submetidas a lavagem pré-descelularizagdo com NaCl (B e F); com EDTA (C e G); e com PBS (D e H). A -
D: H&E, 50pum; E - H: TM, 50pm.

Constatada normalidade da composicdo e conformagdo, o tecido coletado foi
considerado adequado para o experimento (GHETTI et al., 2018).

O uso de EDTA na descelularizagdao prevé ruptura da adesdo celular e prevencao da
degradagdo da MEC por proteases teciduais (DUSSOYER; MICHOPOULOU; ROUSSELLE,
2020). J& o uso de NaCl anterior a descelularizacdo resultou em ruptura das membranas
celulares nas amostras do G2 e promoc¢ao da lise celular, o que ocorreu nas amostras tratadas
com EDTA e PBS apenas entre D4 ¢ D7. O resultado se semelha ao de Hashemi et al. (2018),
que encontram no NaCl a melhor solucdo para remog¢ao da barreira mecanica representada
pela epiderme, contribuindo para a eficicia da descelularizagdo (MACAGONOVA et al.,
2021). Na histologia foi constatada a auséncia da epiderme, confirmando seu desprendimento
nas amostras descelularizadas (Figura 1 B-D e F-H).

A MEC possui componentes indispensaveis para aplicagdo clinico-cirurgica de
scaffolds, favorecendo migragdo, adesdo e proliferacdo celular, o que permite adequada

regeneracao tecidual apds seu implante in vivo (GHETTI et al., 2018; HSIEH ef al., 2021). O
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protocolo de descelularizacdo desta pesquisa utilizou detergentes empregados em estudos
similares (BARRETO et al., 2018; BROUKI MILAN et al., 2020; TAYLOR et al., 2018). Os
detergentes afetam as membranas celulares e removem restos celulares dos tecidos, sendo
considerados um método acessivel, de simples aplicacdo e eficazes para descelularizagao
(PEREZ et al., 2021). O SDS elimina o material genético e residuos do tecido, mas pode
alterar as proteinas estruturais e de sinalizacdo da MEC se aplicado por longos periodos e
altas concentragdes. O Triton X-100, por sua vez, ¢ considerado insuficiente para a remocao
celular, porém, preserva componentes da MEC e auxilia na remocao de SDS residual
(DUSSOYER; MICHOPOULOU; ROUSSELLE, 2020; MACAGONOVA et al., 2021)

Ap0s a descelularizacdo, foi observado clareamento e diminui¢do da consisténcia das
amostras, em comparacdo a pele nativa (Figura 2). Sdo alteracdes esperadas para tecidos
descelularizados e indicativas da eficiente remog¢ao do conteudo celular (BARRETO et al.,
2018; BROUKI MILAN et al., 2020). A descelularizagdo obteve éxito em G1, G2 e G3, visto
que na MEC descelularizada foi observada tanto a auséncia de nticleos celulares, quanto a

preservacao de suas fibras estruturais (Figura 1 B-D e F-H) (FEDONIUK et al., 2021).

Figura 2. Pele canina nativa (A) e descelularizada (B). Observa-se a significativa
alteragdo na coloragdo entre o tecido nativo (A) e o tecido submetido ao protocolo de
descelularizacdo (B), o que indica a remogdo do contetido celular e da epiderme.

5 Conclusao

O estudo demonstrou que a pele canina possui abundante matriz extracelular,
configurando-se como um modelo experimental viavel para a producao de scaffolds dérmicos.
Além disso, o uso de NaCl anteriormente a sua descelularizacdo diminuiu o tempo de
remocao da epiderme durante a descelularizagdo, favorecendo protocolos mais rapidos, com
menos utilizacdo de reagentes e mais acessiveis, uma vez que o NaCl apresenta baixo custo e

ampla disponibilidade comercial. Em suma, o protocolo de descelularizacdo utilizado ¢ eficaz
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para producdo de scaffolds dérmicos caninos, uma vez que eliminou células e seus conteudos

e preservando as caracteristicas estruturais da matriz extracelular.
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