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RESUMO

Devido a grande demanda pelo desenvolvimento e validacdo de materiais para uso em
engenharia tecidual e medicina regenerativa, o presente estudo visou verificar a aplicabilidade
de um novo tecido escleral suino descelularizado, como implante subcutaneo. A esclera ¢ um
tecido conjuntivo ocular importante na sustentagdo e prote¢do de outros tecidos oculares,
composto, principalmente, de &4gua, coldgeno, elastina, proteoglicanos, glicoproteinas e
fibroblastos. O biomaterial foi caracterizado de acordo com sua estrutura e composi¢ao
principal ap6s o desenvolvimento de um protocolo de descelularizagdo com intuito de remover
componentes celulares, possibilitando implantagdo xenogénica. Extracdo de DNA e andlise
histologica foram utilizadas para acessar a eficiéncia do processo de descelularizacao, enquanto
a microscopia eletronica de varredura e quantificagdo de hidroxiprolina foram usadas para
verificar a estrutura morfoldgica e principal composi¢do do tecido, indicando quantidade de
colageno consideravel. Além disso, fragmentos da matriz extracelular descelularizada
resultante do protocolo foram implantados em ratos para avaliagao de resposta inflamatoria e
comportamento do implante. Os resultados apresentaram presenca de inflamagao, importante
para a cicatrizacdo e neoformacao de tecido, bem como fibroblastos e vasos sanguineos no sitio
do implante, sugerindo provavel integra¢do e remodelamento do tecido. Deste modo, a matriz
extracelular decelularizada descrita neste trabalho exibe potencial uso como biomaterial para

os campos de engenharia tecidual e medicina regenerativa.

Palavras-chave: esclera; biomaterial; descelularizacdo; colageno; xenogénico; transplante



ABSTRACT

With the growing demand to develop and evaluate materials for regenerative medicine
and tissue engineering, the present study aimed to verify the applicability of a new porcine
decellularized scleral tissue as a subcutaneous implant. The sclera is an essential connective
ocular tissue, which plays a key role in supporting the eye structure, as well as protecting nearby
ocular tissues. Its main composition is of water, collagen, elastin, proteoglicans, glycoproteins
and fibroblasts. The biomaterial was characterized by its structure and main composition, along
with a decellularization protocol in order to remove cellular content and allow xenogeneic
implantation. DNA extraction and histology proved the efficacy of the decellularization
process. Scanning electron microscopy and hydroxyproline assay were used to assess the
morphological structure and main composition of the tissue, indicating great collagen content.
Furthermore, decellularized extracellular matrix sections were implanted in rats to evaluate the
inflammatory response and behavior of the implant. Results showed presence of inflammation,
playing a key role in cicatrization as well as formation of a new tissue, along with the
development of fibroblastic and angionenic activities, suggesting tissue remodeling and
integration. This way, the decellularized extracellular matrix may have potential to be

considered as a biomaterial for tissue engineering and regenerative medicine fields.

Keywords: sclera; biomaterial; decellularization; collagen; xenogeneic; transplant



1. INTRODUCAO

Diversos estudos reportam o uso de diferentes materiais no campo da medicina
regenerativa, buscando e avaliando sua aplicacdo na engenharia de tecidos para reparo e
transplante de tecidos e/ou orgdos (HU et al., 2020; MANCINI & PENSABENE, 2019; TAN
etal., 2019; VASHISTH & BELLARE, 2018). E importante que o material selecionado atenda
alguns requerimentos, como propriedades quimicas e mecanicas (compatibilidade molecular,
alta porosidade, forca mecanica adequada), bem como a biocompatibilidade (GILPIN; YANG,
2017; XU etal., 2019; JI et al., 2019; KAZIMIERCZAK et al., 2019; TAN et al., 2019; YANG
et al., 2019). Esses, podem ser classificados como materiais naturais (polimeros e de matriz

extracelular) ou sintéticos (metais, ceramicas ¢ polimeros) (RATNER, 2004).

Os biomateriais naturais podem ser polimeros, derivados de proteinas e polissacarideos,
que apresentam propriedades biodegradaveis e de biocompatibilidade, além de outras
caracteristicas que possibilitam mimetizar propriedades de matriz extracelular (XIA et al, 2018;
ABDULGHANI & MITCHELL, 2019). Dentre os polimeros de proteinas, sdo conhecidos
colageno, fibrina, gelatina e seda (LEE et al., 2009), enquanto aos polimeros de polissacarideos,
acido hialurdnico, alginato e quitosano (DINJASKI & KAPLAN, 2016; SHEIKH et al., 2015).
Os materiais naturais de matriz extracelular sdo derivados de tecidos descelularizados, nos quais
as caracteristicas intrinsecas do tecido de origem sdo mantidas, retendo caracteristicas Unicas
de micro e macroestrutura, além da composi¢ao da matriz extracelular previamente secretada

pelas células removidas (ABDULGHANI & MITCHELL, 2019; TAYLOR et al., 2018).

J4 os biomateriais sintéticos sdo fabricados com o intuito de produzir estruturas com
propriedades mecanicas e fisicas sofisticadas, como porosidade e rigidez, alcangando
caracteristicas simultaneas que nem sempre sdo encontradas em materiais naturais (IQBAL et
al., 2018; ABDULGHANI & MITCHELL, 2019). Dentre os biomateriais sintéticos, encontra-
se as ceramicas, como as de hidroxiapatita; metédlicos, como os compostos de titdnio; e
polimeros, como poliésteres e polietilenoglicol (CAMERON & SHAVER, 2011; DIEZ-
PASCUAL & DIEZ-VICENTE, 2016; ABDULGHANI & MITCHELL, 2019).

O uso e selecao de biomateriais para estudos de bioengenharia envolve entender as
vantagens e desvantagens, de acordo com a aplicagdo desejada. Deste modo, apesar de os
biomateriais naturais apresentarem caracteristicas que favorecem seu uso, como
biocompatibilidade e biosinalizadores, estes podem exibir dificuldades quanto a resisténcia a

modificagdes fisicas e estruturais, além de baixa forca mecanica quando comparados aos
8



materiais sintéticos, de forma geral. Da mesma forma, biomateriais sintéticos podem apresentar
restricdes quanto a capacidade de favorecer adesdo celular e presenca de sinalizadores
biologicos, dificultando a integracdao destes em casos de transplante, uma vez que limitam o

processo de recelularizacao (XU et al., 2019).

Por muito tempo, pesquisadores buscaram estabelecer biomateriais compativeis
semelhantes ao tecido de origem (BASU et al., 2019; DIOMEDE et al., 2018; VASHISTH &
BELLARE, 2018; ZAMBON et al., 2018). Diferente de transplantes autélogos, o uso de
biomateriais alogénicos e xenogénicos requer o emprego de técnicas que atendam a remogao
de material celular e outras moléculas imunogénicas, como o lipopolissacarideo, no intuito de
evitar condi¢cdes imunologicas adversas, como resposta inflamatoria exacerbada e rejeicao
(CRAPO et al., 2011; DAS et al., 2019; DETTIN et al., 2018; LI et al., 2019; MACLEOD et
al., 2005; STAHL et al., 2018). Deste modo, a descelularizagdo ¢ considerada um processo
fundamental para o preparo de biomateriais nestas condigdes, fornecendo a remog¢ao de
conteudo celular enquanto busca manter caracteristicas e propriedades da matriz extracelular

(DETTIN et al., 2018; KASBEKAR et al., 2018; STAHL et al., 2018; ZAMBON et al., 2018).

Em vista disso, os materiais selecionados que atendem os requisitos de
biocompatibilidade e biodegradagdo, atuando como arcabougos constituidos de matriz para a
migracdo e crescimento de células sdo denominados scaffolds. Sao estes que fornecem
sustentacdo mecanica e permitem o trafego de nutrientes e moléculas essenciais para a

caracterizacao de determinado tecido (ABDULGHANI & MITCHELL, 2019).

Virias investigacOes trazem a caracterizagdo e uso de biomateriais ricos em colageno
para fins de bioengenharia, como em tecidos cardiovasculares (WATANABE et al., 2010) e
oculares (KASBEKAR et al., 2018; ZHANG et al., 2007). Dentre os tecidos oculares, a esclera
possui propriedades relevantes para uso em medicina regenerativa, uma vez que ¢ um material

tanto rigido quanto maleavel devido a presenga de coladgeno e elastina (BOOTE et al., 2019).

A esclera ¢ um tecido conjuntivo resiliente e estruturalmente complexo que representa
cerca de 85% da tlinica externa do globo ocular, responsavel por desempenhar diversas funcdes
essenciais para a visdo. Dentre estas, sua principal atividade ¢ de oferecer substrato estavel e
firme para a retina, além de proteger estruturas internas do olho que sdo mais vulneraveis a
fatores mecanicos. Outra caracteristica importante ¢ sua opacidade, que previne transmissao de

luz excessiva, capaz de degradar a imagem da retina (BOOTE et al., 2019).



O tecido escleral ¢ formado pela capsula de Tenon, episclera, estroma, esclera
perilimbal, espordo escleral, malha trabecular, regido peripapilar e lamina cribrosa. A capsula
de Tenon ¢ uma camada compacta de feixes de colageno associados a fibras de elastina
localizada paralelamente a superficie da esclera. Atua como um sistema de polia na
transferéncia de for¢a de musculos oculares a esclera durante movimentagao dos olhos (ROTH
et al., 2002; BOOTE et al., 2019). A episclera, regido situada abaixo da capsula de Tenon, ¢
uma camada densa e fina de tecido conectivo composto, principalmente, de feixes de colageno,
fibras elasticas, melanodcitos e macrofagos (WATSON & YOUNG, 2004; BOOTE et al., 2019).
O estroma, por sua vez, representa a principal camada do tecido escleral, sendo responséavel
pelas principais fun¢des biomecanicas do tecido. Esta camada ¢ predominantemente formada

por matriz extracelular rica em colageno (BOOTE et al., 2019).

A regido perilimbal e o espordo escleral encontram-se em regides mais profundas do
estroma escleral, atuando no auxilio da manutencao do contorno da cérnea ocular em locais de
estresse mecanico (BOOTE et al., 2009). J4 a malha trabecular ¢ conhecida por apresentar
grandes quantidades de elastina, fundamental para garantir resisténcia a tensdo da esclera e de
tecidos vizinhos (MARSHALL, 1995; UMIHIRA et al., 1994; BOOTE et al., 2019;
BACHMANN et al., 2006). As regides peripapilar e lamina cribrosa correspondem a camadas
superficiais de tecido conectivo mais proximas do nervo Optico, representando regido

biomecanica de interesse para casos de glaucoma (DOWNS 2015; BOOTE et al., 2019).

Com relacdo a sua composicao, o tecido escleral € considerado um scaffold de fibras de
colageno conjugado a matriz interfibrilar hidratada de proteoglicanos, glicoproteinas, elastina
e fibroblastos, sendo o coldgeno do tipo I o mais abundante (em peso seco) (BOOTE et al.,
2019). Tal constituicdo possibilita a atuacdo do tecido em garantir resisténcia a impactos

mecanicos e suporte aos tecidos oculares.

O estudo de Costa (2009) mostrou biocompatibilidade no uso de esclera de coelho
autologa como enxerto em defeito 6sseo na orbita ocular. Baseado nas possibilidades existentes
no uso de tecidos xenogénicos, além de considerar melhores condigdes de fornecimento para
transplantes, este estudo visou desenvolver um biomaterial derivado de esclera suina
descelularizada e caracterizd-lo quanto a sua estrutura e composic¢do principal, por meio de
microscopia eletronica de varredura e quantificacdo de colageno com ensaio de hidroxiprolina.

Além disso, este material foi implantado subcutaneamente em ratos para avaliar seu

10



comportamento, indicando se pesquisas derivadas deste trabalho com o tecido apresentado

poderiam ser uteis para os campos de engenharia de tecidos e medicina regenerativa.

11



2. JUSTIFICATIVA

De acordo com a literatura, hd grande relevancia para estudos relacionados ao
desenvolvimento de materiais que possam fornecer alternativas para tratamentos e aplicagdes
em engenharia tecidual e medicina regenerativa. Além da dificuldade encontrada nas filas de
transplantes de 6rgaos, existe uma grande demanda em estudos que viabilizem a regeneragdo

e/ou substitui¢ao de tecidos e 6rgaos.

Deste modo, faz-se necessario a elaboracdo de estudos que permitam desenvolver e
avaliar materiais que apresentem compatibilidade com o paciente, ainda que de diferentes
fontes, uma vez que had processos que viabilizam a remog¢do de elementos que possam
desencadear reacdes inflamatérias exacerbadas e/ou rejeicdo, como a descelularizagdo. Esta
técnica pode ser realizada de diversas formas, seja por alteragdes fisicas, quimicas e/ou

enzimaticas.

Atualmente, encontram-se trabalhos que buscam avaliar melhorias nas aplicacdes de
bioengenharia, mais especificamente, no reparo ¢ substitui¢do de tecidos e 6rgios. Baseado
nestes estudos, acredita-se que o aprofundamento e desenvolvimento de materiais, como o
proposto neste estudo, bem como sua caracterizagdo e validacdo de comportamento in vivo seja
fundamental. Além de apresentar conteudo consideravel de colageno, fator que pode indicar o
uso em diferentes aplicacoes, o tecido escleral suino ¢ de obtencao acessivel e geralmente

descartado, corroborando a busca por alternativas aos transplantes ainda hoje realizados.

12



3. OBJETIVOS

O presente estudo visou desenvolver uma matriz extracelular descelularizada obtida a
partir de tecido escleral suino, bem como caracterizar sua estrutura e composi¢ao, e avaliar seu

comportamento em relagao a inducao de resposta inflamatéria em modelo murinho.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Otimizar escalonamento de protocolo de descelularizacdo detergente-enzimatico
para as escleras suinas;

e Validar o processo de descelularizagdo desenvolvido;

e (Caracterizar a matriz extracelular descelularizada obtida de esclera suina quanto a
morfologia e composicao;

e Analisar comportamento da matriz extracelular descelularizada obtida de esclera

suina enquanto implante subcutaneo em ratos.

13



4. MATERIAIS E METODOS
4.1. PREPARO DA MATRIZ EXTRACELULAR DESCELULARIZADA

Amostras de globo ocular de suinos (n = 100) foram obtidas de frigorifico que processa
material exclusivamente suino, em Minas Gerais. Imediatamente ap6s obtencdo, os olhos foram
mantidos em solucdo salina (NaCl 0,9%) refrigerada em recipiente térmico e processados em

intervalo de tempo inferior a 10 horas.

O processamento inicial consistiu na retirada de tecidos oculares adjacentes a esclera
com auxilio de instrumentos cirurgicos (pingas, bisturis, tesouras). Uma vez isoladas, as
escleras foram higienizadas com solu¢ao de TBS (Tris tamponado com solugao salina) e agua

corrente para, em seguida, serem submetidas ao protocolo de descelularizagao.

O protocolo de descelularizagdo utilizado baseou-se em ensaio detergente-enzimatico
otimizado para o tecido escleral, cujo uso esta em processo de submissao de patente e ndo pode
ser discutido no momento. Brevemente, 100 amostras de escleras suinas inteiras processadas
foram incubadas com solugao salina em um biorreator (Biostat B, Biotech International), sob
agitacdo continua. Em seguida foi realizada a lise de células com uso de tampao hipotonico
overnight, também sob agitacdo continua. Posteriormente, as amostras foram lavadas e
incubadas com tampao de nucleases, no intuito de remover acidos nucleicos residuais. Logo
apods, as amostras foram novamente lavadas e esterilizadas com solu¢do de antibidtico e
antimicotico. Para verificar a eficiéncia do protocolo de descelularizacao e possiveis residuos

nucleicos, as amostras foram submetidas a andlise histologica e quantificagdo de DNA.

4.2. ANALISE HISTOLOGICA

As amostras foram fixadas em paraformaldeido 10%, desidratadas em crescentes
concentragdes de etanol e incluidas em parafina. Uma vez formados os blocos de parafina,
sec¢oes de 5 um foram cortadas com micrétomo para confeccdo das ldminas e incubadas em
estufa a 60°C, por 24 horas. Posteriormente, os cortes foram desparafinizados em xilol e
rehidratados em d4lcoois de concentracdoes decresentes e, por fim, agua corrente. Apds
hidratacdo, as laminas foram submetidas a coloragdo com hematoxilina e eosina (HE).
Finalmente, as 1aminas foram montadas com laminulas em glicerina e analisadas e fotografadas

com microscopio de luz (EVOS FL Cell Imaging System, AMG Invitrogen).
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Foram preparadas laminas de diferentes regides para representar a totalidade do tecido,
tanto in natura como descelularizado. O tecido in natura foi utilizado como controle para

validar as alteracdes observadas apds o processo de descelularizagao.

4.3. QUANTIFICACAO E AVALIACAO DA INTEGRIDADE DE DNA

A extragdo de DNA foi executada utilizando kit comercial (DNAeasy Blood and Tissue
Kit, Qiagen), sendo as amostras previamente cortadas, pesadas e processadas de acordo com o
protocolo do fabricante. Brevemente, 25 mg de tecido escleral suino, in natura (n = 4) e
descelularizado (n = 13), foram processados, fragmentados e acrescidos de 300 puL de buffer
ATL, 20 pL de proteinase K e 20 uL de DTT 1M em microtubo. Logo ap6s, o microtubo foi
vortexado e mantido em forno para incubacao overnight, a 56°C. Posteriormente, o microtubo
foi novamente vortexado e acrescido de 300 pL de buffer AL e 300 pL de élcool etilico, e
vortexado mais uma vez. Em seguida, a solu¢ao formada foi pipetada, alocada para uma coluna
de extragdo e submetida a centrifugag¢ao a 8000 rpm, por um minuto. O liquido que ultrapassou
a coluna foi descartado e a coluna foi acrescido 500 pL de buffer AWI, submetidos a
centrifugacdo a 8000 rpm, por um minuto. Novamente, o liquido que atravessou a coluna foi
descartado e a coluna foi adicionado 500 uL de buffer AW2, submetidos a centrifugacdo a
14000 rpm, por 3 minutos. Finalmente, o liquido que ultrapassou a coluna foi desprezado e a
coluna foi colocada em novo microtubo, nos quais foi adicionado 100 pL de buffer AE,
incubados por 1 minuto e, entdo, centrifugados a 8000 rpm, por um minuto, para obter a eluicao
do DNA. O DNA extraido foi quantificado utilizando espectrofotdometro (NanoDrop ND-1000)

observando as trés principais absorbancias: 230, 260 e 280 nm.

Para avaliar a integridade do DNA foi realizado eletroforese em gel de agarose 1%, para
amostras in natura (n = 4) e descelularizadas (n = 13). Deste modo, 10 pl de cada amostra de
DNA extraido foi preparado com a adicdo de 5 pl de azul de bromofenol e 3 pl de corante
GelRed 1:1000 (Biotium). As amostras preparadas e o marcador de peso molecular (1 Kb Plus
DNA Ladder, Invitrogen) foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%, a 80 volts

por 1 hora. A visualizagao dos resultados foi realizada em luz ultravioleta e fotografados.
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4.4. ANALISE POR MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

Fragmentos do tecido in natura e descelularizado (0,6 x 0,6 cm) foram lavados em PBS
(tampao fosfato) 0,1M e posteriormente fixados em solucdo fixadora de Karnovsky
(glutaraldeido 2,5% e paraformaldeido 20%, em propor¢do 1:1, tamponados com cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,4) por 1 hora. Em seguida, a solu¢do fixadora foi removida e as amostras
foram submetidas a desidratagdo progressiva em solugdes com concentracdes crescentes de
alcool etilico (50%, 70%, 90%, 95% e 100%, intervalos de 1 hora). Apds a desidratacdo, as
amostras foram secas e armazenadas, até recebimento de 3 ciclos de cobertura de ouro-paladio
em metalizador. A analise das amostras preparadas foi realizada, em triplicata e em diversas

magnificag¢des, no microscopio Zeiss EVO MA10, utilizando exposigdes de 5 a 15 kV.

As eletromicrografias obtidas foram utilizadas para avaliacdo da estrutura geral do

tecido e para confirmagao da auséncia de células dentro do biomaterial.

4.5. QUANTIFICACAO DE COLAGENO TOTAL (ENSAIO DE
HIDROXIPROLINA)

A quantificagcdo de colageno foi realizada pelo ensaio de hidroxiprolina. Brevemente,
amostras descelularizadas do tecido (n = 9) contendo 10 mg foram homogeneizadas em 100 pL
de 4gua deionizada e, posteriormente, diluidas a 1:1 com HCI] 12M e incubadas por 3 horas, a
120° C. Em seguida, a solu¢do obtida foi homogeneizada com vortex e centrifugada a 10.000 x

g por 3 minutos para coleta do contetido soluvel.

Desde contetido obtido, 10 pL foram adicionados em pogos de uma placa de 96 pogos,
assim como 10 pL da curva padrao e, posteriormente, secados em forno até completa
evaporacao. Em seguida, 100 pL de solucao de Cloramina T (Sigma) foram adicionados aos
pocos contendo amostras e curva padrao e, entdo, a placa foi submetida a incubagao por 5 horas,

a25°C.

Uma vez finalizada a etapa com a solu¢do de Cloramina T, 100 pL de reagente de
Ehrlich (Sigma) foram adicionados aos pogos e incubados por 90 minutos, a 60° C. A leitura
da reacao colorimétrica foi realizada em espectrofotdmetro com absorbancia de 560 nm. A
quantidade de coldgeno total por mg do peso seco de amostra foi calculada utilizando a razao

hidroxiprolina/colageno, que corresponde a 1:13,5.
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4.6. IMPLANTACAO SUBCUTANEA

O experimento com implantes subcutineos foi aprovado pelo Comité de Etica da
Universidade Federal de Uberlandia, sob nimero CEUA 106/17. Dez ratos machos (Rattus
norvegicus) pesando 300 g foram anestesiados por inalagao de isoflurano e receberam injecao
intraperitoneal contendo analgésico para prevenir dor apds o processo cirurgico. Os animais

permaneceram sob anestesia com isoflurano durante todo o procedimento.

ApoOs anestesia, foram realizadas tricotomia para retirada dos pelos da regido dorsal,
antissepsia e incisao longitudinal para implantacdo de fragmento de esclera descelularizada (0,5
x 0,5 x 0,2 cm). Duas incisdes foram realizadas, por rato, com lamina de bisturi n° 15 e,
subsequentemente, os tecidos foram divulsionados, com auxilio de tesoura de ponta romba. Em
uma das incisdes, o biomaterial foi inserido ¢ na outra, nao houve introducao de nenhum
material, para ser utilizada como controle. Posteriormente, o local de incisdo foi suturado e a
eutandsia dos animais realizada 5 e 15 dias, ap6s a cirurgia. Deste modo, dentre os dez ratos
utilizados, 5 foram eutanasiados 5 dias apos da cirurgia, enquanto os outros, 15 dias apds a

cirurgia.

4.7. ANALISE DA INFLAMACAO

Uma vez eutanasiados, foi realizada a coleta da regido circundante do implante
subcutaneo para analise histologica. O material coletado foi fixado e as laminas histologicas

preparadas, conforme item 4.2.

Para verificar a resposta inflamatéria resultante do procedimento de implantacdo
subcutaneo, a andlise foi executada por quatro avaliadores independentes. Os campos
selecionados para analise foram determinados considerando o local de incisdo e/ou presenca
das bordas do implante e infiltrado inflamatério. Deste modo, os campos foram avaliados de
acordo com a intensidade de inflamagdo, bem como a presenca de fibroblastos, vasos
sanguineos e células gigantes multinucleadas. Para cada parametro foi atribuido um score de 0
a 4, representado na Tabela 1. Esta tabela baseou-se no estudo de Macleod e colaboradores

(2005).

A avaliagdo da intensidade de inflamacao foi verificada nos tempos de 5 e 15 dias apds

a cirurgia. A avaliacdo quanto aos fibroblastos, vasos sanguineos e células gigantes

17



multinucleadas foi realizada de acordo com a presencga destes na regido circundante do implante

ou dentro deste.

4.8. ANALISE ESTATISTICA

Os dados dos scores histométricos foram analisados com GraphPad Prism versao 7.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) e expressos em média + desvio padrdo. Para as
comparagoes das diferencas entre os scores foi utilizado teste ¢ de Student ndo pareado para
analise de intensidade de inflamag¢do e one-way ANOVA para presenca de fibroblastos, vasos
sanguineos e células gigantes multinucleadas. As diferengas foram consideradas

estatisticamente significantes para P < 0,05.
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5. RESULTADOS

O objetivo deste trabalho foi de associar um novo protocolo de descelularizagdo
desenvolvido e adaptado para o tecido em questdo com a avaliagdo das principais caracteristicas
deste, como conteudo de colageno e organizagao estrutural. Além disso, foi verificado se este
material, uma vez descelularizado, apresentaria potencial para induzir resposta inflamatéria

enquanto implante em animais imunocompetentes.

Apos a descelularizacdo, o tecido foi processado e corado em HE para analise
histologica (Figura 1). Na regido interna do tecido in natura foi observada a presenga de células
e seus respectivos nucleos (Figura 1A). Diferentemente, o tecido descelularizado apresentou-
se ausente de nucleos celulares, confirmando que o protocolo desenvolvido foi efetivo para
remocao de contetido celular (Figura 1B). Além da remocdo de conteudo celular, o processo
possibilitou manter a presenca de fibras de colageno, apesar de o arranjo destas apresentar-se

mais espacado no tecido descelularizado quando comparado ao in natura.

Para verificar a eficiéncia do protocolo de descelularizagdo, foram analisadas a
quantificagdo e a integridade do DNA presente nas amostras ndo-descelularizadas e
descelularizadas, pela medida de absorbancia em espectrofotdmetro e por eletroforese em gel
de agarose, respectivamente. Os resultados para quantificacio de DNA de amostras
descelularizadas apresentaram valores inferiores a 50 ng/mg de tecido. Além disso, o perfil
eletroforético das amostras descelularizadas apresentou auséncia de DNA intacto (Figura 2B),
diferentemente das amostras ndo descelularizadas, cujas bandas de DNA gendomico estdo

evidentes (Figura 2A).

Outro parametro analisado foi a estrutura tridimensional do tecido, bem como a presenga
de fibras de coladgeno e cé€lulas, com auxilio da microscopia eletronica de varredura (Figura 3 e
4). De acordo com as eletromicrografias, percebeu-se que o tecido in natura apresenta um
arranjo mais compacto das fibras de coldgeno (Figura 3A), além de conter células localizadas
entre as fibras (Figura 3B). Distintivamente, o tecido descelularizado apresentou auséncia de
células e disposicao de fibras mais irregular, observando-se mais lacunas do que o tecido nao-

descelularizado (Figuras 4A e 4B).

Com relagao ao conteudo de colageno presente no tecido descelularizado, foi executado

ensaio de quantificacdo de hidroxiprolina, que apresentou concentracdo média de colageno de
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270,6 mg/esclera, resultado que corresponde a 736 pg de colageno por mg de tecido,

aproximadamente (Tabela 4).

Para avaliar a resposta inflamatoria resultante do processo de implantagdo do tecido
descelularizado, campos de laminas histoldgicas foram selecionados e ranqueados de acordo
com o grau de intensidade de inflamagao e presenga de fibroblastos, vasos sanguineos e células
gigantes multinucleadas. De acordo com a andlise, notou-se que o grupo controle eutanasiado
5 dias apos o procedimento cirirgico apresentou resposta inflamatoria, independente da
presenca do implante (Figura 5). Nao foi possivel avaliar o grupo controle eutanasiado 15 dias
apos cirurgia, uma vez que o tecido havia cicatrizado e ndo era possivel delimitar a regido de
incisdo e divulsdo do tecido. Além da presenca de infiltrado inflamatdrio, ambos grupos de 5
(Figuras 6 ¢ 7) e 15 (Figuras 8 e 9) dias contendo implante apresentaram aumento na quantidade
de fibroblastos, vasos sanguineos e células gigante multinucleadas. De acordo com a imagem
representativa do grupo de implante 5 dias pds-cirurgia, percebe-se maior numero de células
inflamatorias, fibroblastos e vasos sanguineos, principalmente na area que circunda o implante,
além de apresentar uma pequena migragao de células para dentro do implante (Figura 7). J4 no
grupo de implante 15 dias pos-cirurgia, a presenga destes elementos nao se restringiu ao entorno
e superficies do implante, observando-se migragdo interna em maior escala. Ainda neste grupo,
verificou-se que as bordas do implante ndo estdo mais bem delimitadas, indicando degradagao

do material e, possivelmente, remodelamento e integracao do tecido (Figura 9).

Baseado nos scores obtidos, notou-se diferenga significativa na intensidade da
inflamacao, sendo maior no grupo de implante 5 dias pos-cirurgia quando comparado ao seu
respectivo controle (** P = 0,0027) (Figura 10A). Com relag¢do a presenca de fibroblastos,
observou-se diferenca significativa entre os grupos implantados de 5 e 15 dias, sendo maior no
grupo de 15 dias (*** P = 0,0006) (Figura 10B). Ja em comparacdo a presenga de vasos
sanguineos, ndo houve diferenca significativa entre os grupos implantados, mas constatou-se
diferenca significativa entre o grupo de implante 5 dias e seu respectivo controle (* P = 0,028)
(Figura 10C). Quanto a presenca de células gigantes multinucleadas, ndo houve diferencga
significativa nos grupos implantados, nem entre si nem quando comparados ao controle (Figura

10D).
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6. DISCUSSAO

Uma quantidade consideravel de biomateriais vem sendo empregados em diferentes
estudos, como no intuito de desenvolver reparo ou substituicao de tecidos e 6rgaos (ALBERTI
& XU, 2016; DHAYANTI et al., 2019; FRANCIS et al., 2019; LEVINSON et al., 2019; ZOU et
al., 2019). E fundamental que o desenvolvimento destes biomateriais possa melhorar as
condi¢des e fornecer mais alternativas para o campo da medicina regenerativa, considerando a
necessidade por substituicdo de tecidos e/ou oOrgdos, além da emergéncia e dificuldade
observadas nas filas de transplante. Deste modo, o processamento destes biomateriais deve
garantir que estes irdo manter as caracteristicas pelas quais foram selecionados, atingindo o
objetivo quando transplantado no paciente, além de confirmar a compatibilidade, para que seu

uso ndo provoque respostas imunologicas adversas, toxicidade ou rejeigao.

Muitos estudos mencionam que o uso de biomateriais de origem alogénica ou
xenogénica requerem descelulariza¢do, no intuito de remover contetudo celular, evitando assim
o risco de rejeicdo e atividade imunogénica, como producdo de citocinas pro-inflamatérias e
remodelamento prejudicial (BARRETO et al., 2019; BROWE et al., 2019; DAS et al., 2019;
HE et al., 2019; KASBEKAR et al., 2018; SAFARI et al., 2019; SHIN et al., 2018; YAO et al.,
2019). De acordo com Crapo, Gilbert e Badylak (2011), é importante que o processo de
descelularizacdo garanta um produto final com quantidades de DNA inferiores a 50 ng/mg de
tecido para evitar rejei¢cdo. Além disso, considerando que os biomateriais sdo geralmente
selecionados de acordo com as propriedades apresentadas, espera-se que a descelularizagdao nao
afete a preservacdo dos componentes nao-celulares e propriedades intrinsecas do tecido,

possibilitando manter as caracteristicas da matriz extracelular nativa.

Os dados advindos da analise histoldgica e eletromicrografias da microscopia - de
varredura mostraram, de modo generalizado, que a estrutura da matriz extracelular foi
preservada, apesar de haver um maior espacamento entre as fibras de coldgeno nas amostras
descelularizadas, fato que pode estar relacionado com o uso de tampao hipotdnico durante o
processamento, além do espaco que antes era ocupado por c€lulas, que apds a descelularizagao
foram removidas, deixando lacunas na disposi¢ao das fibras. A ocorréncia da formagao destas
lacunas pode favorecer a migragdo e adesdo de novas células, fator importante em transplantes,
pois possibilita rescelularizagdo da matriz extracelular e, consequentemente, o remodelamento

e integracao desta (FREEMAN et al., 2019; MURPHY et al., 2019). Além da organizagao do
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tecido, esses resultados mostraram a auséncia de células nas amostras descelularizadas

analisadas, reafirmando os dados da extragdo e quantificagdo de DNA.

O uso de biomateriais com quantidades consideraveis de colageno ¢ amplamente
estudado e aplicado na bioengenharia ¢ medicina regenerativa, uma vez que esta proteina
representa um dos principais constituintes da matriz extracelular, fornecendo for¢ca mecanica
(DAS et al., 2019), além de executar papel importante em diferentes mecanismos bioquimicos,
como diferenciacdo condrogénica (CHEN et al., 2005), manutencdo da viabilidade celular e
regulacao do perfil fenotipico de células (HANSEN; WILHELM; FASSETT, 2005; WANG et
al., 2016). O ensaio de quantificacdo de hidroxiprolina apresentou que o tecido escleral
apresenta quantidade consideravel de coldgeno apos a descelularizacdo, equivalente a 73,6%
da composicdo do tecido descelularizado. Deste modo, a esclera descelularizada pode ser
considerada um biomaterial promissor, uma vez que possui concentragdo consideravel de um

componente essencial da matriz extracelular.

Os resultados discutidos acima, tanto referente a estrutura quanto a composi¢ao do
tecido indicam que a esclera descelularizada possa ser adequada para analises posteriores que
a considerem como candidata para substituicdo de tecidos. Assim, buscou-se analisar o
comportamento do tecido descelularizado enquanto implante subcutdneo em um modelo
murino e avaliar a atividade inflamatoria induzida pela incisdo do processo cirirgico e/ou
presenca do implante. Nao foram detectadas evidéncias notaveis de respostas adversas que
pudessem desencadear rejeicdo, mas foi detectado processo inflamatorio que € uma resposta
natural a implantagao/lesdo tecidual (MACLEOD et al., 2005). Com relagdo a intensidade do
infiltrado inflamatdrio observado entre o grupo implantado de 5 dias e seu respectivo controle,
apesar de apresentar diferenca significativa, deve ser considerado que parte da resposta
inflamatéria observada foi provavelmente induzida pela lesdo realizada durante o processo
cirtirgico. Outros estudos com scaffolds também apresentam resposta inflamatoria, de forma
semelhante (ALBERTI & XU, 2016; GARCIA-HONDUVILLA et al., 2018; MACLEOD et
al., 2005).

Além da presenca de células inflamatdrias, foi observado um nimero consideravel de
fibroblastos e vasos sanguineos, ndo apenas no entorno do implante, mas também na regido
interna deste. Alguns estudos apontam a alocag¢ao e migragao de fibroblastos em conjunto com
angiogénese em experimentos com implantes subcutdneos (GARCIA-HONDUVILLA et al.,
2018; KORZINSKAS et al., 2018; MACLEOD et al., 2005), o que confirma os achados deste
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trabalho. Estes resultados podem indicar que houve remodelamento do tecido induzido pelo
hospedeiro, viabilizando a integracdo ao tecido. Além disso, a presenga de fibroblastos
apresentou-se maior no grupo implantado de 15 dias, indicando que a migragao de fibroblastos
e, consequentemente, sua acdo no remodelamento do implante € um mecanismo progressivo. A
angiogénese ¢, também, fundamental, pois auxilia no processo de integragdo do implante, uma
vez que os vasos sanguineos oferecem nutrientes essenciais para a manutencao das células,
possibilitando a migragdo de células e a recelularizagio do implante (GARCIA-
HONDUVILLA et al., 2018). Deste modo, o grupo implantado de 5 dias apresentou maior
nimero de vasos quando comparado ao controle, corroborando com a importancia da

angiogénese para o mecanismo de remodelamento tecidual.

A integracdao de um biomaterial ocorre quando o organismo detecta um corpo estranho,
desencadeando um processo de degradagdo, que leva a formagao de um novo tecido. Isto ocorre
quando diversas células migram pelos poros do material e iniciam a produ¢do de nova matriz
extracelular (GARCIA-HONDUVILLA et al., 2018). Este trabalho apresentou, nio apenas a
migragdo de fibroblastos, mas também a degradagdo das bordas do implante, o que implica na

degradagdo do material e, possivelmente, sua integragao ao organismo.

A recelularizacido do material descelularizado por fibroblastos, poderia indicar
neoformacao de tecido, uma vez que estas células sdo responsaveis pela sintese e deposicao de
diversos componentes de matriz extracelular, além de atuar diretamente em processos de
cicatrizagdo, mantendo a integridade do tecido conjuntivo e induzindo angiogénese
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2004). Além disso, este tipo celular esta sujeito a mudangas
provocadas por fatores mecanicos em determinadas situagdes fisiologicas, possibilitando que
atuem no rearranjo de fibras colagenas, como em casos de formacao de tecido de granulagdo.
Dentre os componentes sintetizados pelos fibroblastos, encontra-se coldgeno, elastina,

glicosaminoglicanos, proteases e fibronectina (PAGNANO et al., 2008).

A presenca de células gigantes multinucleadas, principalmente no grupo implantado de
15 dias poderia ser considerada uma situacao adversa, uma vez que estas células podem causar
lesdes e/ou reagir com o implante, provocando a formacao de catabolicos toxicos (MACLEOD
et al., 2005), mas de acordo com o score observou-se que a presenca destas foi ocasional.
Embora sejam associadas a casos prejudiciais, os estudos de Garcia-Honduvilla e colegas
(2018), Hernandez-Pando e colegas (2000), Ghanaati e colegas (2010), e McNally e colegas

(2005) apresentaram que as células gigantes multinucleadas estdo envolvidas em reagdes com
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corpos estranhos, exibindo atividade fagocitica e de produ¢ao de citocinas, fato que possibilita
interagdes célula-célula e célula-matriz e ajuda na degradacdo, integragdo ao tecido e/ou

isolamento do material.

Os resultados obtidos, em conjunto, indicam que a esclera suina descelularizada poderia
ser considerada um biomaterial para uso nos campos de engenharia tecidual e medicina

regenerativa, em diversos cenarios.
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7. CONCLUSAO
A sintese da andlise dos dados deste trabalho permitiu concluir que:

e O processo de descelularizagdo desenvolvido e otimizado pelo grupo de trabalho
alcancou os objetivos esperados, levando a remog¢do de componentes celulares do
tecido, resultando em um biomaterial composto de matriz extracelular descelularizada,
rico em colageno;

e A estrutura morfologica do tecido escleral é compasta, principalmente por redes de
fibras colagenas as quais podem mudar a conformagao espacial, uma vez submetido ao
processamento de descelularizagao;

e Aparentemente, o biomaterial descelularizado quando submetido a implantacao
subcutanea em ratos ndo induziu quadro inflamatoério exacerbado ou rejeicao;

e A presenca do biomaterial descelularizado no organismo de ratos induziu proliferagdo
e migracdo de fibroblastos, bem como induziu angiogénese na regido do implante
subcutaneo;

e A matriz extracelular descelularizada derivada de esclera suina pode ser considerada
um biomaterial promissor para diversas aplicagdes em engenharia de tecidos e medicina

regenerativa, com relagcdo a substituicao e/ou reparo de tecidos.
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8. TABELAS E FIGURAS

Score Avaliacao
0 Ausente
1 Raro e fraco
Ocasional e
2
atenuado
3 Frequente e
focado
4 Frequente e

intenso (difuso)

Tabela 1. Score histométrico para avaliacdo dos parametros observados (intensidade de inflamagao, presenca de
fibroblastos, vasos sanguineos e células gigantes multinucleadas) baseado no trabalho de Macleod e colaboradores
(2005).

Quantificacio de
Amostras DNA (ng/mg de A260/280 A260/230
tecido)
1 319.2 1.83 1.52
2 366.3 1.87 1.74
3 83.0 1.83 1.09
4 120.6 1.84 0.85

Tabela 2. Quantificagdo do DNA extraido de amostras ndo-decelularizadas e razdes Az60/280 € A260/230-
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Quantificaciio de
Amostras DNA (ng/mg de A260/280 A260/230
tecido)
1 18.6 2.67 0.46
2 25.6 1.75 0.83
3 27.1 1.69 1.15
4 28.7 1.78 1.39
5 26.0 2.07 0.46
6 21.9 2.10 1.59
7 17.0 2.53 1.47
8 14.1 2.48 1.17
9 19.3 1.86 1.82
10 332 1.61 0.84
11 15.3 2.36 1.82
12 23.1 1.68 0.96
13 14.3 1.74 0.86

Tabela 3. Quantificagdo do DNA extraido de amostras decelularizadas e razdes Axeo/280 € Az60/230.
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Quantificacio de
Amostra coliageno (ug/mg
de tecido)
1 631
2 705
3 780
4 747
5 862
6 763
7 488
8 818
9 832
Média 736

Tabela 4. Representagdo da média de quantificagdo de colageno de amostras decelularizadas obtidas pelo ensaio
de hidroxiprolina.
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Figura 1. Imagens representativas de cortes histologicos de esclera suina corados com HE. A. Tecido nativo (ndo-
descelularizado). B. Tecido descelularizado (matriz extracelular descelularizada).

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13

Figura 2. Gel de agarose 1% obtido de eletroforese com extratos de DNA de amostras de esclera suina. A.
Eletroforese de extratos de DNA de amostras ndo-descelularizadas (1-4), mostrando DNA gendmico integro. B.
Eletroforese de extratos de DNA de amostras descelularizadas (1-13), mostrando DNA degradado. M: 1 Kb Plus
DNA Ladder, Invitrogen.
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Figura 3. Imagens representativas de eletromicrografia da estrutura morfoldgica do tecido escleral suino nativo
(ndo-descelularizado). A. Visdo superficial do tecido (magnificacdo x500). B. Rede de fibras de colageno, seta
vermelha indicando presenga de célula (magnificagdo x2900).

Figura 4. Imagens representativas de eletromicrografia da estrutura morfoloégica do tecido escleral suino
descelularizado. A. Rede de fibras de colageno, em menor aumento (magnificacdo x923). B. Rede de fibras de
colageno, em aumento superior, sem presenga de células (magnificagdo x5520).
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Figura 5. Imagem representativa de corte histologico corado em HE da regido de divulsdo dos tecidos em rato.
Grupo controle, ausente de implante.

Figura 6. Imagens representativas de corte histologico corado em HE da regido inser¢do do implante subcutaneo
em rato. O inserto em preto evidencia a selegdo de um dos campos analisados para verificagdo dos scores,
mostrando a area de contato entre infiltrado inflamatdrio e biomaterial. Grupo implantado e eutanasiado 5 dias
pos-cirurgia.
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Figura 7. Imagem representativa de campo selecionado para avaliacdo de scores de corte histologico corado em
HE da regido inser¢do do implante subcutaneo em rato. Observa-se o implante a direita, sendo que as pontas de
setas em verde representam fibroblastos que adentraram o interior do biomaterial e o circulo pontilhado em
amarelo representa um vaso sanguineo. Grupo implantado e eutanasiado 5 dias pds-cirurgia.
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Figura 8. Imagens representativas de corte histologico corado em HE da regido inser¢do do implante subcutineo
em rato. O inserto em preto evidencia a sele¢do de um dos campos analisados para verificagdo dos scores,
mostrando a area de contato entre infiltrado inflamatério e biomaterial. Grupo implantado e eutanasiado 15 dias
pos-cirurgia.
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Figura 9. Imagem representativa de campo selecionado para avaliagdo de scores de corte histologico corado em
HE da regifo inser¢do do implante subcutidneo em rato. Observa-se o implante a esquerda, sendo que as pontas de
setas em verde representam fibroblastos que adentraram o interior do biomaterial; os circulos pontilhados em
amarelo representam vasos sanguineos e os retangulos pontilhados em vermelho, células gigantes multinucleadas.
Grupo implantado e eutanasiado 15 dias pos-cirurgia.
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Figura 10. Graficos representativos das médias dos scores obtidos referentes aos parametros inflamatorios
analisados. A. Intensidade da inflamagdo observada entre o grupo implantado eutanasiado 5 dias apds cirurgia e
seu respectivo controle (** P = 0,0027). B. Presenca de fibroblastos observada entre os grupos implantados ¢ o
controle (*** P = 0,0006). C. Presenca de vasos sanguineos observada entre os grupos implantados e o controle
(* P=0,028). D. Presenca de células gigantes multinucleadas observada entre os grupos implantados e o controle.
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10. ANEXOS

— Comissdo de Etica na Utilizagho de Animais — it =il
CEUN

@ | Universidade Federal de Uberlandia ( ‘

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “Avaliacdo ultraestrutural e
biomecanica do reparo cariilaginoso de defeitos induzidos e
otimizados pelo uso de células tronco derivadas de tecido adiposo
em scaffolds de esclera animal”, protocolo n® 106/17, sob a
responsabilidade de Luiz Ricardo Goulart Filho — que envolve a
producéo, manutencdo e/ou utilizacdo de animais pertencentes ao
filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa cientifica —
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e
com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
COMISSAO DE ETICA NA UTILIZACAO DE ANIMAIS (CEUA) da
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA, em reunido 13 de
abril de 2018.

(We cerify that the project entitied “Avaliacdo ulirasstrutural e biomecanica do reparo
cartilaginoso de defeitos induzidos e otimizados pelo uso de células tronco derivadas de tecido
adiposo em scaffolds de esclera animal”, protocol 106/17, under the responsibility of Elisa Sant'
Luiz Ricardo Goulart Filho - involving the production, maintenance and/or use of animals
belonging to the phylum Chordata, subphylum Veriebrata, for purposes of scientific research - is
in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of Cctober 8th, 2008, of Decree n® 6.859 of
July 15th, 2009, and the rules issued by the National Council for Control of Animal
Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS COMMISSION ON ANIMAL USE
(CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in meeting of April 13th, 2017).

Wigéncia do Projeto Inicio:25/04/2018 Témino: 15/05/2021

Espécie f Linhagem / Grupos Taxondmicos Ratius norvegicus (rato Wistar)

Numero de animais 75

Peso / Idade 300 g/M10 semanas

Sexo Machos

Origem [/ Local Centro de Bioterismo e Experimentagdo
Animal da UFU

Local onde sera mantido o animal Centro de Bioterismo da Universidade
Federal de Uberldndia

Uberlandia, 18 de abril de 2018.
i)

Prof. Dr. Lucio Vilela Carneiro Girdo
Coordenador da CEUA/UFU
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— Comisséo de Etica na Utilizagao de Animais — Uthtzo46c de Aninssa
CEUS

CERTIFICADO

Certificamos que o projeto intitulado “AvaliacAo ultra-estrutural do reparo 6sseo
de defeitos induzidos e otimizados pelo uso de scaffold colagenoso associado
a sinvastatina”, protocolo n® 068/19, sob a responsabilidade de Luiz Ricardo
Goulart Filhe — que envolve a produgdo, manutencdo efou utilizacdo de
animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata, para fins de pesquisa
cientifica — encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de
outubro de 2008, do Decreto n® 6899, de 15 de julho de 2009, e com as
normas editadas pelo Conselho MNacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela COMISSAO DE ETICA NA
UTILIZACAQ DE ANIMAIS (CEUA) da UNIVERSIDADE FEDERAL DE
UBERLANDIA, em reunido 13 de Dezembro de 2019.

(We certify that the project entitled “Avaliacio ultra-estrutural do reparo dsseo de defeitos
induzidos e otimizados pelo uso de scaffold colagenoso associado a sinvastating”, protocol
068/19, under the responsibility of Luiz Ricardo Goulart Filho - involving the production,
maintenance andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata,
for purposes of scientific research - is in accordance with the provisions of Law n® 11.794, of
October 8th, 2008, of Decres n® 6.899 of July 15th, 2009, and the rules issued by the National
Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA) and it was approved for ETHICS
COMMISSION ON ANIMAL USE (CEUA) from FEDERAL UNIVERSITY OF UBERLANDIA, in
meeting of December 13th, 2019).

Vigéncia do Projeto Inicio: 15/01/2020  Término: 15/01/2022

Espécie / Linhagem / Grupos Taxondmicos Rattus norvegicus (rato Wistar)

Numero de animais 159

Peso / ldade 300 g/ 10-12 semanas

Sexo Machos

Crigem / Local Rede de Biotérios de Roedores da UFU —
REBIR-UFU

Local onde serdo mantidos os animais Rede de Biotérios de Roedores da UFU —
REBIR-UFU

Uberlandia, 16 de dezembro de 2019.

— .

-

Prof. Dr: ilela Carneiro Girao
UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
Comiss3o de Etica na Utilizacio de Animais JUFU
Cocrdenador da CEUA
Portaria N2 1234 DE 01 DE OUTUBRO DE 2019
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