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RESUMO

Atualmente, no ambito da medicina regenerativa diversos estudos tém sido desenvolvidos
buscando mecanismos que possam tratar lesdes, assim como substituir ou regenerar tecidos que
ndo apresentam bom funcionamento. A engenharia de tecidos baseia-se no uso de matriz ou
scaffold que serve como molde de sustentag@o para as células de interesse, de forma que sejam
preservados fatores de crescimento, bem como moléculas de sinalizagdo. A utilizagdo de
scaffolds biologicos tem sido bastante promissora por se tratar de matrizes naturais, no entanto,
ha a possibilidade de reagdo imunogénica e rejei¢do, sendo necessaria a aplicagdo de técnicas
para eliminacdo de células. Deste modo, o objetivo deste estudo foi desenvolver um protocolo
de descelularizacdo que viabilize a aplicagdo de scaffold biologico proveniente de esclera suina
no ambito da medicina regenerativa. Para isso, foram testados cinco diferentes protocolos com
as devidas modifica¢des baseados em um protocolo modelo, visando padronizar um ensaio que
respeitasse as exigéncias determinadas por Crapo, Gilbert e Badylak (2011). Apds a verificagdo
da eficiéncia da descelularizagao, observou-se que os Protocolos A, B e C (Benzonase 1 U/mL,
5 U/mL e 10 U/mL, respectivamente) nao foram eficientes, apresentando contetido de DNA
gendmico acima do preconizado. Avaliando os Protocolos D (DNase/RNase 80 U/mL) e E
(DNase/RNase 8 U/mL, lavagem com agua pos tampao detergente e rotagdes de 100 rpm), a
quantificacdo de DNA extraido apresentou-se de acordo com o limite estabelecido para uma
descelularizagdo eficiente, com auséncia de DNA gendmico residual e histologia compativel
com material descelularizado. No entanto, o Protocolo E foi considerado ideal devido a possivel
eliminagdo de residuos de SDS, tornando o biomaterial menos citotoxico e biocompativel. Este
protocolo foi reprodutivel para o uso com maiores quantidades de amostras, demonstrando ser
eficaz na aplicagdo em escala industrial e ainda pode ser considerado um protocolo rapido e

com importante custo-beneficio.

Palavras-chave: Scaffold. Esclera. Descelulariza¢do. Medicina regenerativa.



ABSTRACT

Currently, in the field of regenerative medicine several studies have been developed seeking
mechanisms that can treat injuries, as well as replace or regenerate tissues that do not show
good functioning. Tissue engineering is based on the use of matrix or scaffold that serves as a
support template for cells of interest so that growth factors as well as signaling molecules are
preserved. The use of biological scaffolds has been very promising because they are natural
matrices, however, there is the possibility of immunogenic reaction and rejection, being
necessary the application of techniques for elimination of cells. Thus, the objective of this study
was to develop a decellularization protocol that allows the application of biological scaffold
from porcine sclera in regenerative medicine. For this, five different protocols were tested with
the appropriate modifications based on a model protocol, aiming to standardize an assay that
respects the requirements determined by Crapo, Gilbert and Badylak (2011). After verification
of the efficiency of the decellularization, it was observed that the Protocols A, B and C
(benzonase 1 U/mL, 5 U/mL and 10 U/mL, respectively) were not efficient, presenting genomic
DNA content higher than recommended. The Protocols D (DNase/RNase 80 U/mL) and E
(DNase/RNase 8 U/mL, washing with water after detergent buffer and rotations of 100 rpm)
presented the quantification of extracted DNA in accordance with the limit for efficient
decellularization, with absence of residual genomic DNA and histology compatible with
decellularized material. However, the E protocol was considered ideal due to the possible
elimination of SDS residues, making the biomaterial less cytotoxic and biocompatible. This
protocol was reproducible for application with larger amounts of samples, proving to be
effective in the application on an industrial scale and can still be considered a fast and cost-

effective protocol.

Keywords: Scaffold. Sclera. Decellularization. Regenerative medicine.
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1 INTRODUCAO

Atualmente, o cenario dos transplantes de oOrgdos apresenta obstaculos, como a
disponibilidade de doadores cada vez menor. Na perspectiva de aprimorar este cenario, a busca
por aplica¢des no campo da medicina regenerativa ¢ cada vez mais frequente. Esta ciéncia busca
oferecer mecanismos para a substitui¢do ou regeneracdo de tecidos e 6rgaos que ja ndo sdo mais
eficazes na sua funcionalidade, assim como no tratamento de lesdes teciduais (GILPIN; YANG,
2017). Estudos demonstram sucesso na renovagdo de tecidos e o6rgdos, como pele, figado,
corac¢do, rim e tecido 6sseo, além da corre¢ao de falhas congénitas (DZOBO et al., 2018).

O desenvolvimento da medicina regenerativa ¢ baseado no uso de matriz ou scaffold
que funcionard como um arcabougo de sustentagdo para células de interesse, fatores de
crescimento, moléculas de sinalizagdo, dentre outros (BARBANTI et al., 2005). Os scaffolds
oferecem propriedades estruturais, bioquimicas e biomecanicas capazes de direcionar e regular
o comportamento celular e o desenvolvimento tecidual (GILPIN; YANG, 2017). As células
utilizadas na engenharia de tecidos podem ser autologas (advindas do proprio individuo),
alogénicas (advindas de outro individuo de mesma espécie) ou xenogénicas (advindas de
individuos de espécie diferente) (ABBAS; LICHTMAN; PILLALI 2012).

Os scaffolds podem ser de origem sintética ou bioldgica. O uso de scaffolds sintéticos
apresentam vantagens devido suas propriedades quimicas e fisicas, que podem ser manipuladas
de acordo com o objetivo proposto e tipo celular a ser conjugado. O polimero acido latico-co-
acido glicolico (PLGA ou Poli) ¢ intensamente aplicado na engenharia de cartilagem e de tecido
6sseo devido a sua rigidez e topografia, que proporcionam boas condi¢des de crescimento e
diferenciagdo celular. Ja os polimeros hidrofilicos, por sua vez, sdo utilizados em tecidos mais
maleédveis devido a capacidade de ajustar-se ao local (FRANCA et al., 2005; GILPIN; YANG,
2017) . Outro exemplo de biomateriais sintéticos sao os metalicos, que tém sido aplicados, por
exemplo, na reconstituigdo 6Ossea de artroplastia total de joelho, procedimento cirargico
realizado quando ndo ha mais a recuperacdo funcional da articulagdo (FERREIRA, 2012).

Os scaffolds biologicos, diferentemente dos sintéticos, sao compostos de Matriz
Extracelular (MEC) natural derivados de tecidos, como tenddes, ligamentos, submucosa do
intestino delgado, bexiga e figado (BADYLAK; GILBERT, 2008; MENG; MODO;
BADYLAK, 2014). Metcalf, Savoie e Kellum (2002) descreveram, com sucesso, xenoenxerto
utilizando tecido de submucosa de intestino delgado para reparo de lesdes de manguito rotador

(grupo de musculos e tenddes que tem como fungdo dar estabilidade ao ombro) humano. Meng,
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Modo e Badylak (2017) também relataram as vantagens do uso de scaffolds bioldgicos no
reparo de lesdes de sistema nervoso central e dura-mater.

Embora o uso de scaffolds sintéticos seja vantajoso por ser de facil manipulagdo, a
manuten¢do da sustentacdo necessdria para as diversas aplicagdes da medicina regenerativa
ainda ¢ um desafio no uso deste tipo de material. Existem relatos de que estes scaffolds ndo sao
suficientes para suportar a fixagao, proliferagcao e diferenciagdo dos varios tipos celulares que
compoem alguns tecidos, como figado, rim, pulmao, coragdo e outros 6rgaos complexos
(BADYLAK, 2002; MENG; MODO; BADYLAK, 2014). Os scaffolds biolégicos, por sua vez,
ao apresentarem matriz extracelular natural, podem manter fatores de crescimento e elementos
estruturais, como elastina, fibronectina e coldgeno, fornecendo ambiente propicio para adesdo,
diferenciagao e proliferacao celular (PARENTEAU-BAREIL; GAUVIN; BERTHOD, 2010).

Com relagao aos transplantes dos scaffolds existem trés tipos, que variam de acordo com
a espécie do doador e a espécie do receptor. Entre individuos da mesma espécie e geneticamente
idénticos ocorre o autoenxerto. No caso de individuos da mesma espécie, no entanto,
geneticamente distinto € feito o transplante do tipo aloenxerto. J4 em individuos de diferentes
espécies ¢ aplicada a técnica de xenoenxertos (ABBAS, 2012).

O transplante entre espécies diferentes (xenoenxerto) pode apresentar resposta mediada
por células, principalmente macréfagos e células NK (natural killer) que ao se aderirem no
tecido transplantado, podem promover a formacao de infiltrado celular, caracterizando quadros
inflamatorios, além da capacidade de ocasionar morte celular (BADYLAK; GILBERT, 2008;
WATIER et al., 1996).

Para reduzir ou anular as chances de reacdo imunogénica, a descelularizagdo ¢ uma
técnica muito utilizada, pois elimina a presenca de possiveis particulas antigénicas
(BADYLAK, 2002). Essa estratégia busca fazer a remog¢ao das células do tecido em questao,
bem como eliminar o material genético ali presente e manter os elementos da matriz
extracelular, preservando as propriedades mecédnicas necessarias a manutencdo da
funcionalidade do scaffold (GILPIN; YANG, 2017). A descelularizagdo envolve certo
rompimento da MEC, no entanto, a sele¢ao de agentes descelularizantes que resultem no menor
dano possivel a matriz extracelular ¢ necessaria. Esses agentes sao escolhidos de acordo com a
natureza do tecido ou oOrgdo, e pode ser realizada a partir de procedimentos quimicos,
enzimaticos, fisicos ou combinativos (GURUSWAMY DAMODARAN; VERMETTE, 2018).

Os procedimentos quimicos envolvem principalmente o uso de agentes alcalinos,
acidos, detergentes ou solucdes hipertonica e hipotonicas. No processo de descelularizagao os

reagentes alcalinos e acidos assumem o papel de dissolverem, lavarem os componentes
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celulares e 4cidos nucleicos, respectivamente. No entanto, vale ressaltar que € necessario
cautela durante o uso destes compostos, de modo a manter um equilibrio entre a
descelularizagdo eficaz e a auséncia de danos a MEC (GURUSWAMY DAMODARAN;
VERMETTE, 2018; KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015). J4 os detergentes podem ser
i0nicos, ndo indicos e zwtterionicos, sendo que estes ultimos sdo determinados por cargas
eletricas. Os detergentes atuam efetivamente na solubilizagdo da membrana celular,
dissociando o acido desoxirribonucleico (DNA) das proteinas, porém podendo ter como
consequéncia a remog¢do e destruicdo de componentes importantes da matriz extracelular
(CHOY et al., 2010; GURUSWAMY DAMODARAN; VERMETTE, 2018; WILSON et al.,
2013). O uso alternado de solucdes hipotonicas e hipertonicas em imersao realizam a lise celular
por efeito osmoético. A solugcdo hipotonica leva ao aumento da hidratacdo celular,
sobrecarregando-a, fazendo com que se rompa, enquanto a solu¢ao hipertonica vai favorecer a
separagdo entre material genético e proteinas (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; KHEIR
etal., 2011; WILSON et al., 2013).

Além disso, estudos demonstram que o uso de procedimentos detergente-enzimaticos
permite a remoc¢do completa de residuos celulares, assim como a degradacdo de acidos
nucleicos de forma mais efetiva e simples (TOTONELLI et al., 2012; ZAMBAITI et al., 2019).
Segundo o trabalho de Zambaiti e colaboradores (2019), para fazer a descelularizagdo de
estomagos de ratos foram necessarias apenas dois ciclos enzimaticos para fazer toda a remog¢ao
e manter os componentes da matriz extracelular como o colageno, fibronectina, laminina e
elastina preservados, porém com redugdo de glicosaminoglicanos. Como agentes enzimaticos
podemos citar: nucleases, tripsina, colagenase lipase etc. (GILPIN; YANG, 2017).

Por fim as técnicas fisicas agem de forma simultdnea aos procedimentos quimicos e
enzimaticos, podendo ser realizadas utilizando o congelamento, pressdo, sonicagdo, assim
como por meio da perfusdo no caso de tecidos vascularizados ou da combinagdo de imersao e
agitacdo em tecidos que possuem pouca ou nenhuma vascularizagdo. Estas técnicas atuam
principalmente na lise e remocgao de celular (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; GEERTS
et al., 2016; GILPIN; YANG, 2017; TOTONELLI et al., 2012; KEANE; SWINEHART;
BADYLAK, 2015).

Associado aos procedimentos citados, alguns estudos demonstram a importancia da
realizacdo de lavagens dos tecidos de forma prolongada para diminuir a citotoxidade devido a
presenga de residuo dos reagentes utilizados na descelularizagio (GURUSWAMY
DAMODARAN; VERMETTE, 2018; HONG et al., 2018; KHEIR et al., 2011).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Totonelli%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22305104
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zambaiti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30443739
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zambaiti%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30443739
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Totonelli%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22305104
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Tendo em vista a importancia do processo de descelularizagdo na obtengao de scaffolds
biologicos aplicaveis com seguranga no ambito da medicina regenerativa, por meio deste estudo
torna-se essencial a padronizacdo de um protocolo eficiente para o tecido escleral suino,
levando em conta as individualidades préoprias do tecido e sua composi¢do. Desta forma, busca-
se incorporar a medicina regenerativa um novo tecido biologico eficazmente descelularizado e

com grande potencial para a aplicacdo na regeneragdo de tecidos em geral.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de descelularizacdo que viabilize a aplicagdo de scaffold

bioldgico proveniente de esclera suina no &mbito da medicina regenerativa.

2.2 Objetivos especificos

v’ Padronizar um protocolo de descelularizagdo de scaffold biologico.
v’ Auvaliar a eficacia do processo de descelularizagdo por meio da quantificagdo e
andlise da integridade do DNA extraido e andlise histoldgica (coloracdo de

hematoxilina eosina - HE) das escleras descelularizadas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencao dos scaffolds biologicos

Amostras de globo ocular de suinos foram coletadas em frigorifico que processa
exclusivamente suinos, no estado de Minas Gerais. Imediatamente apds a coleta, as amostras
foram imersas em solug¢do salina de cloreto de sodio (NaCl 0,9%) e refrigeradas em recipiente
térmico durante o deslocamento ao laboratério. O tempo de transporte até laboratorio e inicio
do processamento foi o mais breve possivel, sempre inferior a 10h. O processamento das
amostras visou retirar componentes oculares adjacentes a esclera, com auxilio de instrumentos
cirirgicos (pingas, bisturis etc.). As escleras extraidas foram higienizadas em adgua corrente para

posterior submissao ao protocolo de descelularizagao.

3.2 Padronizacao do protocolo de descelularizacio

Apo6s o processamento para a extracao do tecido escleral e higienizagao inicial em agua
corrente, as amostras foram submetidas aos protocolos testes descritos no Quadro 1, com as
devidas modificagdes baseadas no protocolo modelo de Kasbekar e colaboradores (2018).

Este protocolo de descelularizagdo fundamentou-se na combinacdo de reagentes
quimicos e enzimaticos. De modo resumido, para induzir a lise celular utilizou-se tampao
hipotonico (TRIS 10 mM, EDTA 0,1%). Em seguida, para eliminacdo dos remanescentes
citoplasmaticos e nucleares utilizou-se tampao detergente (TRIS 10 mM, EDTA 0,1%, SDS
0,1%) e, por fim, para degradagcdo de DNA e 4cido ribonucleico (RNA) residuais, utilizou-se
tampao contendo nuclease (Benzonase 1 U/ml). O tampao isotonico (TRIS/NaCl) foi utilizado
durante as lavagens. As incubagdes foram realizadas sob agitacdo (150 — 200 rpm) e
temperaturas especificas para agdo de cada reagente (Quadro 1).

A partir do protocolo modelo testado, realizou-se principalmente modificacdes nas
concentragdes do tampao contendo nuclease, sendo que no ultimo protocolo (E) foram
realizadas alteragdes mais especificas quanto a rotacdo da incubagdo, além de um passo
adicional de lavagem com agua destilada pds tampao detergente (Quadro 1).

Para a aplicagdo dos Protocolos de A a D foram utilizados fragmentos de escleras e os
procedimentos realizados em tubos conicos de 50ml. Frente aos resultados obtidos nos
Protocolos de A a D, aplicou-se as modificagdes descritas no Protocolo E, sendo este realizado

utilizando 20 escleras inteiras em erlenmeyer de 3 litros (utilizando 1 litro de cada reagente
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citado). Com isto, buscou-se avaliar a reprodutibilidade do processo para tecido integro e em

maior quantidade, visando uma futura aplicagdao do protocolo em larga escala.

Quadro 1: Descri¢cao do protocolo de descelularizagdo modelo e protocolos testes com as
devidas modificagdes realizadas (em negrito)

PROTOCOLO
PROTOCOLOS TESTES
MODELO
Kasbekar et al.
A B C D E
(2018)
1 Lav?g?m Tampao IDEM
Isotonico (TBS) IDEM Kasbekar IDEM IDEM Rotaci 100
TRIS/NaCl Kasbekar et ast :1 a Kasbekar et Kasbekar et al. 0 af_a(:na
20min, 200rpm, 25°C, al. (2018) (ZOlé) al. (2018) (2018) P
por 3 vezes
P -
’ Ll;;ipczltlfln;l;::)n = IDEM IDEM IDEM IDEM
TRIS 10mM, EDTA Kasbekar et Kiib;kar Kasbekar et Kasbekar et al. Rota::'a(:na 100
0,1%, pH=8, 18h, al. (2018) (201é) al. (2018) (2018) P
200 rpm, 4°C
¢ Incubacéio com
3 Inc~uba 40 com IDEM
Tampao Detergente IDEM Kasbekar IDEM IDEM Rotacio a 100
TRIS 10mM, EDTA Kasbekar et ot al Kasbekar et Kasbekar et al. i m
0,1%, SDS 0,1%, 24h, al. (2018) (201é) al. (2018) (2018) P
200rpm, 25°C

4° Lavagem com
agua destilada
por 4h, 100rpm,
. 25°C, com troca
da agua na
metade do tempo

4° Lavagem Tampao

Isotonico (TBS) <
Isotonico (TBS IDEM IDEM IDEM IDEM Rotacdio a 100
TRIS/NaCl Kasbekar
. Kasbekar et Kasbekar et Kasbekar et al. rpm
20min, 200rpm, 25°C, al. (2018) et al. al. (2018) (2018)
por 3 vezes ' (2018) '
5° Incubacio com
Tampio de Nuclease IDEM Benzonase Benzonase DNS?)SE//I:IITR DN;sI?glll\jase
TRIS 50mM, MgCl,, Kasbekar et 5 U/mL 10 U/mL
. . (200 mg/L) (20 mg/L)
Benzonase 1 U/mL, al. (2018) (Sigma- (Sigma- (Sigma-Aldrich) (Sigma-Aldrich)
3h, 150rpm, 37 C Aldrich) Aldrich) g g
. IDEM
6° Lavagem tampio IDEM Kasbekar IDEM IDEM IDEM
PBS/EDTA 0.1% Kasbekar et et al Kasbekar et Kasbekar et al. Kasbekar et al.
2 1. (2018 : 1. (2018 2018 2018
por 2 vezes al. ( ) (2018) al. ( ) ( ) ( )

C: Celsius; EDTA: Acido Etilenodiamino Tetra-Acético; h: horas: mg/L: Miligramas por Litro; min: minutos;
mM: Concentragdo Milimolar; MgCl,: Cloreto de Magnésio; PBS: Tampao Fosfato Salino; rpm: rotagdes por
minuto; SDS:  Dodecil Sulfato de Soédio; TBS: Tampao Fosfato Salino;  TRIS/NaCl:
Tris(hidroximetil)aminometano/Cloreto de S6dio; U/ml: Unidades por Mililitros.

Fonte: Acervo proprio.
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Para avaliagdo e comparagao dos protocolos testados utilizou-se escleras in natura, nao

descelularizada como controle.

3.3 Verificacao da eficiéncia da descelularizacio

De acordo com Crapo, Gilbert e Badylak (2011) ao final do processo de
descelularizagdo, as amostras devem apresentar quantidade inferior a 50 ng de DNA por
miligrama de matriz extracelular (peso seco), além de ndo apresentar DNA integro e material
nuclear visivel quando coradas com 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI), HE. Sendo assim, para
confirmar o sucesso dos protocolos testados, as amostras foram submetidas a extracado,
quantificacdo e andlise da integridade do DNA, assim como avaliacdo histologica para

verificagao de residuos celulares.

3.3.1 Extracgdo, quantificacdo e andlise da integridade do DNA

Ap6s o termino dos protocolos de descelularizagdo o DNA genomico total foi extraido
e quantificado a partir de 25-30 mg de esclera in natura e descelularizadas. As amostras foram
submetidas a extracdo de DNA com auxilio do kit DNeasy® Blood & Tissue (Qiagen).
Resumidamente, os fragmentos foram submetidos a uma incubagdo overnight para digestao do
material a temperatura de 56° C. Posteriormente, seguiu-se o passo a passo de extragao do DNA,
com auxilio de colunas de separagdo de biomoléculas e reagentes especificos. As amostras
foram, em seguida, quantificadas pelo NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 a 260 nm e

submetidas a visualizacdo por eletroforese em gel de agarose 1%.

3.3.2 Andlise histologica

Fragmentos aleatorios das mesmas escleras in natura e descelularizadas que foram
submetidas a extragcdo e quantificagdo de DNA foram fixados em formol 10% por no minimo
48h, para posterior realizacdo da andlise histologica. Para isso, os fragmentos foram
desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70, 80, 90 e 100%), diafanizados em xilol
e embebidos em parafina. Microsecgdes foram transferidas para laminas de vidro e coradas com
hematoxilina-eosina para avaliacdo da presenca de residuos celulares e comprovagdo da

descelularizagdo. As laminas foram visualizadas em microscéopio de luz UV.
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4 RESULTADOS

Apos o recebimento das amostras e processamento do globo ocular (Figura 1), as
escleras extraidas foram higienizadas em 4gua corrente para posterior submissao aos protocolos

de descelularizacao (Figura 2).

Figura 1: Imagens representativas do Globo ocular suino.

A B

A: Olho suino in natura, conforme recebido no Laboratério, ainda com os tecidos naturalmente pertencentes ao
olho suino; B: Corte dos tecidos, com a finalidade de limpar o material deixando somente o tecido escleral.

Fonte: Acervo proprio.

Figura 2: Imagens representativas da esclera limpa, logo antes do processo de descelularizagao.

A B

A: Superficie externa; B: Superficie interna.

Fonte: Acervo proprio.
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A partir da aplicagdo do Protocolo A, que segue rigorosamente o protocolo modelo
proposto, ndo obtivemos sucesso na elimina¢ao do material celular, obtendo quantificagao de
DNA acima do ideal para uma amostra descelularizada. Seguimos entdo com o aumento da
concentragdo de Benzonase (Protocolos B e C), porém ainda sem sucesso, com a concentragao
de DNA em torno de 151,6 e 147,1 ng/mg de esclera, considerado ainda acima do preconizado.
Partindo entdo para uso de DNase/RNase em alta concentracdo (Protocolo D) conseguimos
atender aos critérios de descelularizacao descritos por Crapo e colaboradores (2011), com uma
concentragdo de DNA de 9,6 ng/mg de esclera. Por fim, ajustando a concentracdo de
DNase/RNase, aplicando menores rotacdes e passo extra de lavagem com agua apds uso de
tampdo detergente para escleras integras (Protocolo E), também obtivemos tecidos

eficientemente descelularizados (15,5 ng/mg de esclera) (Tabela 1 e Figura 3).

Tabela 1: Quantificagdo de DNA genomico (ng/ul), relagdes 260/280 e 260/230 de amostras
controle (in natura) e descelularizadas pelos protocolos testes A-E
QUANTIFICACAO NANODROP

TESTES AMOSTRAS (Spectrophotometer ND -1000) [é;ngRaE
[ ] ng/ul A260/280 A260/230
CONTROLE 1 79,8 1,83 1,52 3427
(in natura) 2 100,0 1,87 1,74 ’
Protocolo A 1 (Benzol U/mL) 45,5 1,86 1,78 151,6
Protocolo B 1 (Benzo 5 U/mL) 41,2 2,28 1,91 147,1
Protocolo C 1 (Benzo 10 U/mL) 18,5 1,84 1,53 59,7
1 (DNase/RNase
Protocolo D 2,4 1,87 0,96 9,6
rotocolo 80 U/mL) ’ , ! ,
1 (DNase/RN?se 8 U/mL 42 1,74 0.46
- Agua-Rotacdes)
2 (DNase/RNiise 8 U/mL 3.6 2.02 0,54
- Agua-Rotacdes)
Protocolo E > (D vase/RNase 8 U/mL 6,1 1,63 0,72 15,5
- Agua-Rotacdes)
4 (DNase/RNiise 8 U/mL 3.8 1,65 0.72
- Agua-Rotacdes)
5 (DNase/RNase 8 U/mL 42 6.22 0.27

- Agua-Rotagdes)
ng/mg: Nanogramas por Miligramas; U/ml: Unidades por Mililitros.

Fonte: Equipe do projeto.
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Figura 3: Concentracdo de DNA gendmico total por miligrama de escleras controles (in natura)
e descelularizadas pelos Protocolos A, B, C,D e E

400+

(4% ]
o
o
1

100+

DNAg Total (ng/mg)
X
S
i

0- T T
CONTROLE PROTA PROTB PROTC PROTD PROTE

Fonte: Acervo proprio.

As imagens obtidas ap0s a realizacao da eletroforese em gel de agarose 1% corroboram
os resultados obtidos na quantificagdo do DNA, demonstrando presenga de DNA gndmico nas
amostras controle (Figura 4). Ap6s aplicagdo dos Protocolos A e B, observa-se ainda a presenga
de DNA gendmico, porém com arraste indicando degradacdao. O Protocolo C ndo apresentou
banda correspondente a DNA gendmico, entretanto, ainda observa-se residuos de DNA
degradado (arraste). Ja na utilizacdo dos Protocolos D e E observou-se a auséncia de DNA

gndmico residual ou arraste correspondente a DNA degradado (Figura 4).

Figura 4: Eletroforese em gel de agarose do DNA total extraido das amostras controle (in
natura) e apds os Protocolos de descelularizacao A, B, C, D e E. Utilizou-se o marcador de
peso molecular de 1 kb (M- 1 kb plus DNA Ladder, Invitrogen)

Fonte: Acervo proprio.
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Por meio da andlise histologica (coloragcdo de HE) evidenciou-se que as amostras
controles (in natura) possuem nucleos intactos (pontos roxos) (Figura 5). Na avaliacdo das
imagens referentes aos Protocolos A, B e C nota-se resquicios de nucleos em determinados
pontos, demonstrando que estes protocolos ndo foram eficientes. Por outro lado, na aplicagdo
dos Protocolos D e E nao foi possivel observar presenga de nticleos, demonstrando sucesso na

descelularizacdo do material a partir destes ensaios (Figura 5).

Figura 5: Andlise histologica de esclera suina controle (in natura) e apds aplicagdo dos
Protocolos de descelularizagao A, B, C, D ¢ E. Setas sinalizam residuos nucleares.

Fonte: Acervo proprio.
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5 DISCUSSAO

A padronizacdo de um protocolo de descelularizagdo eficiente ¢ de suma importancia
para a obtencdo de scaffolds biocompativeis e aplicaveis na medicina regenerativa, uma vez
que esta técnica ¢ capaz de eliminar a presenca de possiveis particulas antigénicas (BADYLAK,
2002). No entanto, um protocolo eficaz na eliminagao de células e que seja capaz de manter os
elementos da matriz extracelular, preservando as propriedades mecanicas necessarias a
manuten¢do da funcionalidade do scaffold ainda ¢ um desafio (GILPIN; YANG, 2017). Por
meio deste estudo, foi proposto a descricio de um protocolo de descelularizagdo que
viabilizasse a aplicacdo do scaffold biologico de origem animal em questdo, no dmbito da
medicina regenerativa. Deste modo, foi utilizado o protocolo de Kasbekar et al. (2018) como
modelo, além de algumas modificagdes. Assim, foi possivel obter um protocolo ideal
(Protocolo E) que atendeu de modo eficiente aos critérios de descelularizacdo proposto por
Crapo, Gilbert e Badylak (2011), para um scaffold proveniente de tecido escleral suino.

O processo de descelularizagdo fundamenta-se na aplicagdo de técnicas quimicas,
enzimaticas, fisicas ou uma combinacao destas. O protocolo modelo de Kasbekar et al. (2018)
baseou-se no principio de que o uso de tampdes hipotonicos sao eficazes na lise de células e na
interrupgdo da adesdo destas a MEC. No entanto, uma vez que este processo ainda deixa
resquicios celulares, o uso de tampdes detergentes torna-se crucial na solubilizacdo de
membranas celulares e nucleares, removendo de forma efetiva os restos nucleares e proteinas
citoplasmaticas. Além disso, o uso de tampao contendo nucleases atua como passo final para a
degradagdo de todas as formas de DNA e RNA remanescentes (de cadeia simples, dupla cadeia,
linear e circular), tornando o tecido eficientemente descelularizado (CRAPO; GILBERT;
BADYLAK, 2011; GILPIN; YANG, 2017; KASBEKAR et al., 2018).

Neste estudo, aplicando o Protocolo A, que seguiu fielmente o protocolo de Kasbekar
et al. (2018), ndo se atingiu uma descelularizagdo eficiente. Segundo Gilbert, Sellaro e Badylak
(2006), a eficacia dos protocolos de descelularizagdo nao dependem somente de métodos
quimicos, enzimaticos e fisicos competentes, mas também da origem do tecido e sua
composicao. No protocolo modelo os autores realizaram a descelularizacdo de tecido
conjuntivo bulbar humano, enquanto o proposto neste estudo se trata de tecido escleral suino,
o que em parte pode justificar a descelularizacao ineficiente utilizando o Protocolo A (modelo).

A partir disso, foram realizadas modificagdes no protocolo modelo aumentando a concentracao
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de benzonase (nuclease utilizada no processo) em busca de uma melhor descelularizagao
(Protocolos B e C).

A Benzonase (nuclease de Serratia marcescens) ¢ uma endonuclease promiscua que
ataca e degrada todas as formas de DNA e RNA (cadeia simples, dupla cadeia, linear e circular)
(NESTLE; ROBERTS, 1969). No entanto, nas concentragdes utilizadas nos Protocolos de A a
C ndo foi possivel alcangar o limite de DNA/mg de tecido exigido para uma descelularizagao
eficiente. Sendo assim, observando a auséncia de bons resultados, foi proposto o uso de
nucleases (DNase/RNase) em combinacdo e em alta concentra¢do substituindo a Benzonase.
Segundo o estudo de Philips e colaboradores (2018), o uso de DNase/RNase resultaram na
remoc¢ao bem-sucedida do material nuclear, criando um scaffold promissor para aplicagao na
regeneragao de nervo periférico. Sendo assim, o ensaio de descelularizagcdo contendo incubagao
concomitante de DNase e RNase, atingiu uma quantificagdo de DNA residual de apenas 9,6
ng/mg de tecido escleral, com auséncia de DNA integro pela eletroforese e histologia
compativel com tecido descelularizado (Protocolo D).

A partir do sucesso obtido com o Protocolo D e frente a necessidade da reprodutibilidade
do ensaio em escala industrial (rapidez, simplicidade e baixo custo), foi testado um novo
protocolo (E) utilizando escleras inteiras e em maior quantidade (20 escleras). Sendo assim, a
concentragdo de DNase/Rnase foi reajustada para uma menor concentracdo e uma melhor
economia no processo. Além disso, foi adiconado um passo de lavagem com agua destilada,
para eliminagdo de SDS residual. Para a solubilizagdo de membranas celulares, detergentes
16nicos como o SDS e ndo 16nicos como Triton X-100 sdo bastante utilizados. No entanto, o
SDS tem sido descrito como o mais eficaz na remogao de nucleos, preservando a mecanica dos
tecidos (NAKAYAMA et al., 2010; PRIEDGEN et al., 2011). Por outro lado, estudos relatam
que seus residuos em altas concentragdes podem ser citotoxicos, além de atuarem na redugdo
glicosaminoglicanos (GAG), fatores de crescimento e danificacdo do coldgeno presente em
determinadas matrizes (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; GILPIN; YANG, 2017,
HASSANPOUR et al., 2018; WOODS; GRATZER, 2005). No entanto, Kasebar et al. (2018)
observaram que embora o SDS seja considerado téxico, ndo houve aumento de hidroxiprolina
(aminoacido ndo essencial presente no colageno, sendo abundante na matriz 6ssea) detectavel
apos a descelularizacdo testada em seu estudo, demonstrando auséncia de degradagdo tecidual.
Além disso, existem indicios de que a acdo danosa do SDS sobre os componentes da matriz
extracelular seja tecido-dependente (CARTMELL; DUNN, 2000; COURTMAN et al., 1994;
WILSON et al., 1995).


http://www.saudecomciencia.com/search/label/amino%C3%A1cidos
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Sendo assim, apds aplicado o Protocolo E, foi observado que a lavagem com agua
destilada apds o uso do tampao detergente reduziu consideravelmente a presenca de espumas
que eram observadas ao final dos protocolos inicialmente testados. Acredita-se que essa
lavagem extra para eliminagdo dos residuos do detergente possibilitou ainda a melhor atuagao
do tampao nuclease, o que poderia explicar, em parte, a ineficiéncia da benzonase utilizada nos
protocolos iniciais. A importancia do processo de lavagem dos biomateriais apds o uso de
tampoes detergentes tem sido bastante relatada (GILPIN; YANG, 2017), seja com agua
destilada, como usado no protocolo proposto, ou outros tampdes (ABEDIN et al., 2018;
CEBOTARI et al., 2010; TANG-QUAN et al., 2018).

Somado aos reagentes quimicos e enzimaticos que sdo utilizados nos protocolos de
descelularizagdo, técnicas mecanicas muitas vezes sao também aplicadas, sendo mais usado o
processo de perfusdo, pois facilita a exposi¢do quimica e a remog¢do dos residuos celulares
(CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011). No entanto, a técnica de imersdo ¢ a agitagdo se
encaixaram bem ao biomaterial neste estudo, principalmente na aplicagdo de rotacdes mais
baixas que melhoram a interagdo dos reagentes como o biomaterial e diminuem o impacto entre
as amostras e o frasco durante as agitagdes e incubagdes. A imersdo combinada com a agitagao
¢ utilizada principalmente para pequenos fragmentos e nunca para 6rgdos inteiros, sendo eficaz

para tecidos que ndo possuem rede vascular (GUPTA; MISHRA; DHASMANA, 2017).
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6 CONCLUSAO

Com base nos resultados, obtivemos um protocolo de descelulariza¢do padronizado e
altamente especifico para escleras suinas, tendo em vista os critérios propostos por Crapo,
Gilbert e Badylak (2011) para obtencdo de um scaffold biologico aplicavel na medicina
regenerativa. Seguindo além dos objetivos propostos, este protocolo também atendeu aos
requisitos de reprodutibilidade em larga escala, bem como eficiéncia em duragdo e custo,
quando comparado a outros estudos descritos na literatura, demonstrando que podera ser eficaz
na aplicagdo em escala industrial e ainda pode ser considerado um protocolo rapido (realizado

em poucos dias) e com importante custo beneficio.
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