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RESUMO
Nayara dos Santos Souza

Queimaduras sdo uma grande agressdao no organismo que prejudicam a manutencdo das
caracteristicas funcionais da pele e o tratamento, na rede publica, é realizado por meio da
utilizacdo do antimicrobiano topico sulfadiazina de prata a 1%, até a completa reparacdo da
lesdo. Recentemente, tecidos bioldgicos de origem animal tais como, pele de porco, pericardio
bovino e pele de rd sdo comumente utilizados como curativos bioldgicos nas lesbes por
gueimadura. Nesse contexto, visando o desenvolvimento de tratamentos que superem
limitacGes financeiras e pensando em tratamentos mais eficazes, o estudo busca avaliar a
eficiéncia dos processos de descelularizagdo com a utilizagdo SDS 1% e o Triton X-100 e
determinar a integridade do tecido pela dosagem de colageno. A eficécia da descelularizacao
da pele de tilapia foi avaliada por meio da extracdo do DNA seguido por quantificacdo e
eletroforese em gel de agarose e marcacao nuclear com 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI). A
matriz, apos descelularizagdo, foi avaliada pela dosagem de coldgeno. Assim, o processo de
descelularizacdo tecidual alcancou reducdo de 95,1% do protocolo 1 e 84,29% do protocolo 2
da quantidade de DNA das amostras. Nucleos celulares ndo foram visiveis na coloracdo de
DAPI, e foi observado a auséncia de bandas de DNA no gel de agarose. O conteddo do
colageno ndo apresentou grandes alteracdes estatisticas quando comparado ao tecido in
natura, com a descelularizacdo. Entretanto foi observado que o SDS 1% foi mais eficaz na
descelularizacdo em comparacdo ao Triton X-100. Em conjunto esses resultados prévios
indicam que o protocolo desenvolvido utilizando apenas o SDS 1%, se apresenta como um
meio para a descelularizacdo da pele de tilapia, com potencial aplicacdo na regeneracdo de

pele acometidas por queimaduras.

Palavras-chave: Queimaduras, Pele de Til&pia, Descelulariza¢do, Engenharia de Tecidos.
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ABSTRACT

Nayara dos Santos Souza

Burns are a major aggression in the body that impair the maintenance of the functional
characteristics of the skin and the treatment, in the public network, is performed by using the
topical antimicrobial silver sulfadiazine 1% until complete repair of the lesion. Recently,
biological tissues of animal origin such as pig skin, bovine pericardium and frog skin are
commonly used as biological dressings in burn injuries. In this context, aiming at the
development of treatments that overcome financial limitations and thinking about more
effective treatments, the study seeks to evaluate the efficiency of decellularization processes
using SDS 1% and Triton X-100 and to determine the integrity of the tissue by collagen
dosage. The efficiency of decellularization of tilapia skin was evaluated by DNA extraction
followed by quantification and electrophoresis in agarose gel and nuclear labeling with 4',6-
diamino-2-phenylindol (DAPI). The matrix, after decellularization, was evaluated by collagen
dosage. Thus, the process of tissue decellularization achieved 95.1% of protocol 1 and
84.29% of protocol 2 reduction in the amount of DNA in the samples. Cell nuclei were not
visible in the DAPI staining, and the absence of DNA bands was observed in the agarose gel.
The collagen content did not show major statistical changes when compared to fresh tissue
with decellularization. However it was observed that SDS 1% was more effective in
decellularization compared to Triton X-100. Taken together, these previous results indicate
that the protocol developed using only 1% SDS, presents itself as a means for the
decellularization of tilapia skin, with potential application in the regeneration of skin affected

by burns.

Keywords: Burns, Tilapia Skin, Decellularization, Tissue Engineering.
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1 INTRODUCAO

A queimadura é uma grande agressdo no organismo, caracterizada por uma lesdo
devido a algum trauma de origem térmica que é visto desde pequenas bolhas até o estrago
total da pele (queimaduras de terceiro grau) (LIMA-JUNIOR e cols, 2008).

Segundo Miranda e cols (2020), a lesdo provocada pela queimadura é classificada
de acordo com a sua profundidade, sendo de primeiro grau, quando apenas a epiderme for
atingida, tendo como sintomas eritema e dor; de segundo grau, quando atinge a epiderme e
parte da derme, provoca a formacao de flictenas (bolhas); e por fim, de terceiro grau, quando
envolve todas as camadas da pele, apresentando-se esbranquicada ou negra, pouco dolorosa
e seca. Para o tratamento, € valido considerar ndo apenas a profundidade da lesdo, mas
também a sua fase evolutiva (WHITNEY, 2005). As queimaduras de primeiro grau,
dependendo da extensao, geralmente evoluem rapidamente, regenerando-se em até cinco dias,
sendo indicado apenas uso de creme hidratante local.

No Brasil, entre 2008 e 2017, foram registradas mais de 170 mil hospitalizacdes e a
incidéncia mostrou tendéncia a diminuicdo (p=0,002). As criangas de 0 a 9 anos tiveram a
maior incidéncia anual (1,32 a 1,87 a cada 10.000 habitantes). A taxa de hospitalizacéo
acumulada foi de 8,94 por 10.000 habitantes, a média de permanéncia foi de 8 dias e o
percentual de mortalidade hospitalar foi de 3,5%. (SBQ, 2019; CITRON e cols, 2018).

De acordo com o Sistema Unico de Satde (SUS), a cada ano no Brasil, um milho de
pessoas sofrem queimaduras e o gasto foi de 55 milhdes anualmente para o tratamento destes
pacientes (MIRANDA. B.J.M, 2018).

Em nosso pais, na rede publica, o tratamento convencional com curativos se da: nas
qgueimaduras de segundo grau, mediante banho diario com clorexidina a 2% e o curativo €
feito com o antimicrobiano topico sulfadiazina de prata a 1%, até a completa reparacdo da
lesdo (2° grau superficial em torno de 12 dias e profundo entre 21 e 25 dias); nas lesdes de
terceiro grau, é realizado o desbridamento do tecido necrético em vérias etapas, feito o
curativo com sulfadiazina de prata a 1%, até a preparacdo do leito da ferida para a enxertia
(ALVES et.al, 2015). Ja na rede privada, em nosso pais, este cenario se diferencia e,
dependendo do tipo de convénio ou das condi¢bes financeiras do paciente, sdo usados
curativos biossintéticos e peles artificiais, todos importados e de elevado custo (ALVES e
cols, 2015).
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Tecidos bioldgicos de origem animal tais como, pele de porco, pericardio bovino e
pele de rd sdo comumente utilizados como curativos bioldgicos nas lesbes por queimadura. A
pele da tilapia do Nilo, por sua vez, vem surgindo como um possivel subproduto, com
aplicabilidade clinica de novos biomateriais utilizaveis para a bioengenharia (LIMA VERDE
e cols, 2021).

Tendo em vista, que estudos histologicos da pele da tilapia demonstraram uma
epiderme revestida por um epitélio pavimentoso estratificado, seguido de extensas camadas
de colageno, ela tem sido um método de tratamento eficaz para queimados (LIMA VERDE e
cols, 2021).

Em trabalhos recentes (MIRANDA; BRANDT, 2019) foi observado que a utilizagéo
da pele de tilapia para o tratamento de queimadura vem sendo utilizada com protocolo de
descontaminacdo rudimentar, pensando em quais reacdes imunolégicas o paciente podera
apresentar com a aplicagdo direta do material sem uma etapa prévia de descelularizacéo, o
presente trabalho explora as propriedades da pele de tilapia descelularizada como potencial

método de aplicacdo na regeneracdo de pele humana acometida por queimadura.

2 REVISAO LITERARIA

2.1 PELE

A pele é um 6rgao complexo composto por diversos tecidos, tipos celulares e estruturas
especializadas. Constitui 0 corpo humano pelo meio externo, exercendo fungdes cruciais para
a vida, como termorregulacdo, vigilancia imunoldgica, sensibilidade e prote¢do do individuo
contra agressdes externas, de natureza quimica, fisica ou bioldgica, e contra a perda de agua e
de proteinas para o exterior.

E considerado o maior 6rgdo do corpo humano e representa 15% do peso corporeo, com
variagdes estruturais ao longo de sua extensdo. E composta por trés camadas interligadas: a

epiderme, mais externa; a derme, intermediaria; e a hipoderme (BLANK.I.H, 1952).
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Figura 1 — Epiderme.

4 Gordura

} subcutanea

Fonte: SCP Cestari (2018).

A epiderme é a camada superficial, formada por tecido epitelial pluriestratificado
pavimentoso, avascular e apresenta células com funcbes variadas como os melandcitos, que
sdo células responsaveis pela producdo de melanina, o pigmento da pele. A camada celular
mais profunda desse epitélio é denominada germinativa, cujas células passam por continuas
divisbes mitoticas, produzindo novas células para substituicdo das superficiais, que morrem
constantemente (TORTORA, 2002).

Peixes e anfibios aquéaticos apresentam glandulas mucosas na epiderme. Nos
invertebrados, a epiderme é uniestratificada, possui uma Unica camada de células, ao contrario
dos vertebrados, que, especialmente os terrestres, possuem as células mais superficiais mortas,
devido a total impregnacdo da proteina queratina, substancia impermeavel que confere
protecdo ao animal, principalmente contra desidratacdo (TORTORA, 2002).

De forma mais aprofundada, a epiderme possui 5 camadas, sendo elas a camada basal
com a presenca de células cubdides que sdo responsaveis pela renovacao do tecido. A segunda
camada € a espinhosa com células ligeiramente achatadas que se expandem atraves dos
desmossomos, especializacdo da membrana celular que permite a juncdo das células. Em
continuidade, a camada granulosa apresenta células poligonais como ndcleo central que
secretam corpos lamelares, substancia fosfolipidica associada a glicosaminoglicanos (GAGS),
que conferem a impermeabilidade do tecido. A préxima € a camada lucida com células
achatadas que apresentam no seu interior filamentos de queratina. Por fim, a camada cornea,

superficial com células achatadas, mortas, sem nucleo e sem organelas. A membrana celular é
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bem espessa e o citoplasma cheio de queratina, células essas que sdo removidas no processo
de descamacdo natural da pele (GARTNER; HIATT, 2007; SAMPAIO; RIVITTI, 2007;
JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

Figura 2 - Camadas da epiderme

Células PELE ANTIGA

— T MOrtas
— preenchidas
Estrato Cérneo com
—_

queratina,
descamando

Estrato Lucido -

Estrato Granuloso
Granulos Lamelares

Estrato Espinhoso Queratindcitos
— - —

Estrato Basal |
Célula de Merke

Melanécitos

Terminacao nervosa
Derme

PELE NOVA

Fonte: Histologia Interativa UNIFAL-MG, 2022. Disponivel < https://www.unifal-

mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/>. Acesso em:14/09/2022.

A derme é a camada situada logo abaixo da epiderme, formada por denso tecido
fibroelastico de tecido conectivo em meio a uma substancia fundamental, que serve de suporte
para extensas redes vasculares e nervosas, e anexos cutaneos que derivam da epiderme
(GARTNER; HIATT, 2007; SAMPAIO; RIVITTI, 2007).

Os principais componentes da derme incluem o colageno (70 a 80%) para resisténcia, a
elastina (1 a 3%) para elasticidade e os proteoglicanos, que constituem a substancia amorfa,
tecido sem orientacdo definida, em torno das fibras colagenas e elasticas (GARTNER;
HIATT, 2007; SAMPAIQO; RIVITTI, 2007).

A derme contém populagdo mista de ceélulas, incluindo fibroblastos, fibrdcitos,
macrofagos teciduais, melandfagos, mastécitos e leucdcitos sanguineos (como neutrofilos,
eosinofilos, linfécitos, mondcitos e plasmdcitos).

A derme divide-se em papilar, camada mais externa, e reticular, camada mais interna. A
derme papilar é mais delgada, altamente vascularizada, constituida de tecido conjuntivo

frouxo e é formada por feixes delicados de fibras colagenas (principalmente do tipo IlI) e


https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/
https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/
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elasticas. A derme reticular compfe a maior parte da espessura da derme é constituida de
fibras coldgenas (principalmente do tipo I) entrelagadas, além de fibras elésticas que estéo
dispostas paralelamente a superficie da pele. (PARKER, 2003; RIVITTI, 2007).

O sistema elastico, que permeia as fibras coldgenas das dermes papilar e reticular, é
responsavel pela elasticidade cutédnea, ou seja, capacidade da pele de retornar a posicdo
original quando submetida ao estiramento (PARKER, 2003; RIVITTI, 2007).

Figura 3 - Derme

- » »
e S S “ - -

Fonte: Histologia Interativa UNIFAL-MG, 2022. Disponivel < https://www.unifal-

mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/>. Acesso em:14/09/2022.

Por fim, a hipoderme considerada um 6rgdo enddcrino, camada responsavel pelo
deslizamento da pele sobre estruturas na qual se apoia, € constituida por adip6citos e possui
fungdes como armazenamento de reserva energética, protecdo contra choques, formagéo de
uma manta térmica e de modelar o corpo (RIVITTI, 2007).


https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/
https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/
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Figura 4 — Corte histologico da hipoderme

Fonte: Histologia Interativa UNIFAL-MG, 2022. Disponivel < https://www.unifal-

mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/>. Acesso em:14/09/2022.

2.1.1 Pele Humana:

A pele humana é um 6rgdo importante no quesito sobrevivéncia humana pensado, em
um adulto, aproximadamente 4 kg , recebe aproximadamente 1/3 da circulacdo sanguinea do
corpo, possui a espessura de apenas alguns milimetros sendo 2,97 + 0,28 mm, a pele separa a
rede de circulacdo sanguinea e os demais 6rgaos do corpo do ambiente externo, ajudando a
manter a temperatura corporal, e outras fungdes variadas, tais como a foto protegéo, e barreira
fisica contra choques mecénicos. Alem disso, a pele humana é uma grande protagonista da
resposta imune, auxiliando na imunidade inata e adaptativa, por intermédio das células
dendriticas e macrofagos residentes que tém como fungdo a apresentacdo de antigenos e
fagocitar patdgenos (GRATIERI e cols, 2008).

A pele humana apresenta-se constituida por uma porcdo epitelial de origem
ectodermica, conhecida como epiderme, e uma porcao conjuntiva de origem mesodérmica, a
derme. Abaixo em continuidade com a derme esta a hipoderme, que apenas serve de suporte e

unido com os 6rgaos subjacentes (GRATIERI e cols, 2008).


https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/
https://www.unifal-mg.edu.br/histologiainterativa/pele-e-anexos/
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Existem mecanismos que permitem que este tecido regule o préprio crescimento e
diferenciacdo através da interacdo com as citocinas liberadas por linfécitos T CD4, que
dependendo do perfil inflamatério ou anti-inflamatorio, orientam as modificacfes na
espessura da pele. A desregulagdo nos mecanismos de tolerancia imune em relacdo as
estruturas da pele promove uma resposta de defesa destrutiva do préprio tecido. Isto ocorre
principalmente em patologias como a dermatite atdpica e a psoriase (ARMSTRONG ; READ,
2020; HANEL e cols, 2013; SHWAYDER; AKLAND, 2005).

Feridas causadas por quedas, queimaduras, radiacdo e procedimentos cirdrgicos,
causam rupturas na continuidade do tecido e o avanco da idade, sdo fatores que prejudicam a
manutencdo das caracteristicas funcionais da pele. (BOATENG, 2008).

2.1.2 Pele de tilapia:

Originaria da Africa Oriental da bacia do Nilo, a Tilapia do Nilo conhecida
cientificamente Oreochromis sp, pertence a familia Cichild, de origem africana e sua
distribuicdo geografica se da em regiBes tropicais e subtropicais do mundo. Segundo a Food
and Agriculture Organization of the United Nations, 2010 (FAO), o peixe, por ter
caracteristicas favoraveis ao cultivo, foi introduzido em outras areas do planeta na década de
1960, e no Brasil em 1971 (LIMA-JUNIOR et. al, 2017). No Brasil, essa espécie ¢ mais
abundante no Estado do Ceara (nordeste brasileiro), cultivado em pisciculturas presentes no
rio Castanhdo (ALVES, 2018).

Figura 5 - Oreochromis sp.
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Fonte: Fao, 2010.
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Segundo Rodrigues de Souza e cols (1997), histologicamente, a pele da tilapia do Nilo
demonstrou ser constituida por duas camadas teciduais, a epiderme e a derme. De acordo com
Lagler e cols (1978) epiderme da pele de tilapia é constituida por células epiteliais
pavimentosas estratificada pouco espessa, dispostas em camadas que contém células
produtoras de muco e de pigmentos e a derme é formada por uma espessa camada de tecido
conjuntivo. Na tilapia, separando-se a epiderme da derme, existe uma membrana basal bem
distinta e espessa que pode variar entre as espécies de peixes de acordo com Dourado e cols
(1996).

Figura 6 — Corte histologico de Oreochromis sp. Mostrando a epiderme (e) com células
mucosas (cm) e células basais (b); membrana basal (mb); derme superficial (ds) com

melandcitos (m). Coloracdo HE. Objetiva 40 x.

.

Fonte: Rodrigues de Souza e cols ,1997.

A derme superficial é formada por um tecido conjuntivo e a derme profunda, um tecido
conjuntivo denso, espesso e rico em fibras colagenas. Além disso, a pele da tilapia apresenta
uma caracteristica propria: na derme, as camadas de fibras coladgenas se sobrepdem,
ocorrendo uma “amarracdo” entre elas, formando feixes de fibras muito longos e bem

orientados conferindo uma elevada resisténcia ao tecido.
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Figura 7 — Corte histoldgico de Oreochromis sp. Mostrando a derme profunda (dp),
apresentando as fibras colagenas transversais (ft), fibras coldgenas finas e separadas (ff) e

Fonte: Rodrigues de Souza e cols ,1997.

De acordo com a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (Embrapa), a producéo
de tildpia representa 45,4% da producéo total de peixes no Brasil, 0 que equivale a 68 mil
toneladas. A producdo cresceu 223% entre 2005 e 2015, evidenciando a fartura da matéria
prima (de OLIVEIRA e cols, 2007).

A pele desse animal foi escolhida para a conducdo do estudo de novos cicatrizantes
para queimaduras, porque tem uma resisténcia caracteristica e ser riquissima em colageno
(LIMA-JUNIOR e cols, 2017), além do facil acesso a esta matéria-prima que se da, como
citado acima, devido a sua producéo que é farta por todo territorio brasileiro. E considerado
também, um subproduto de descarte e cerca de 1% é empregado em artesanato (LIMA-

JUNIOR e cols, 2017). A sua resisténcia e sensibilidade para a confeccdo de acessorios
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despertou nos pesquisadores a possibilidade de sua utilizagdo como substituta da pele humana
no tratamento de pacientes queimados (FRANCO e cols, 2013).

Ademais, estudos com a pele do animal afirmaram que a pele da tilapia é promissora
como material curativo bioldgico, visto que possui disponibilidade relativamente alta, boa
qualidade, baixo custo e apresentava muitas semelhangas com a pele humana, bastante
maleédvel e resistente a tracdo (ALVES e cols, 2015). Além disso, a imunogenicidade do
colageno é extremamente baixa. Por essa razdo a pele da tilapia € considerada uma boa
alternativa para a substituicdo da producdo de coladgeno, normalmente realizada a partir de

subprodutos de origem bovina ou suina (DUAN e cols., 2009).

2.2 MATRIZ EXTRACELULAR

A MEC é composta por componentes ndo celulares que se organizam em uma rede
altamente organizada e presente em todos os 6rgaos e tecidos. Sua funcdo vai desde ser um
suporte fisico a uma estrutura dindmica que fornece sinais a células adjacentes determinando
suas func¢des, abrangendo a diferenciacdo, migracao e proliferacéo celular. (THEOCHARIS e
cols, 2016). A MEC ¢é considerada uma estrutura ndo estatica que é constantemente
remodelada devido ao fato de que as interacBes que as proteinas presentes nela, com 0s
receptores de superficie celular e iniciam vias de transducdo de sinais (LATIF e cols, 2005).

Sua composicdo é basicamente agua, proteinas e polissacarideos, porém a proporcao e
distribuicdo de tais elementos pode variar muito entre um tecido e outro e até mesmo dentro
de um mesmo tecido, sendo dessa maneira uma estrutura altamente heterogénea. E justamente
essa heterogeneidade de moléculas a responsavel pelas propriedades fisicas e bioquimicas de
um orgdo, de forma que a matriz cria especificidades de resisténcia, elasticidade e tracdo de
um tecido (FRANTZ e cols, 2010).

2.2.1 Colageno

O colageno é considerado uma proteina de valor alto uma vez que possui fungdo
estrutural e sua abundancia no tecido animal (representa cerca de 20-30% do total de
proteinas corporais) (SAMPAIO; RIVITTI, 2007; SHANMUGAM; SHANMUGAM, 2017
ZEUGOLIS; RAGHUNATH, 2011). Dentre os tecidos animais utilizados, se destaca a pele
do peixe devido a sua alta disponibilidade, alto rendimento e baixo risco de transmissao de
doengas (SHANMUGAM; SHANMUGAM, 2017)
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O colageno é formado pela polimerizacdo de tropocolageno (unidades moleculares
alongadas) consistindo em 3 subunidades dispostas em triplice hélice (JUNQUEIRA,;
CARNEIRO, 2013). Essa estrutura permite a rigidez, elasticidade e forca de tensdes variaveis.
Todos os aminoacidos dessa proteina possuem uma sequéncia repetitiva denominada a [Gly-
X-Y] n, sendo 0 X comumente ocupado pela prolina (Pro) e 0 Y ocupado pela hidroxiprolina
(Hyp) (ZEUGOLIS; RAGHNATH, 2011)

O colageno do tipo | € o biopolimero mais abundante no corpo de mamiferos e por
isso, é vastamente utilizado na &rea da engenharia de tecidos. E encontrado em pele, 0ssos,
tenddes, ligamentos, féscias, dente e cornea em forma de fibrilas, fibras e feixes. J& o
coladgeno do tipo Il é encontrado em tecido fetais, estroma de 6rgdos e glandulas, 6rgaos
linféides e hematopoiéticos em forma de fibras reticulares. (SAMPAIO; RIVITTI, 2007;
GARTNER; HIATT, 2007; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004; CHUNG; UITTO, 2010).

Biopolimeros produzidos a partir do coldgeno vem sendo utilizado na produgdo de
materiais com aplicagdes biomédicas com células atraves de dominios especificos de
reconhecimento (PIRES, BIERHALZ; MORAES, 2015). E o principal componente da matriz
extracelular, orientando e estimulando a formacdo tecidual. Ainda, somam-se a abundancia,
biocompatibilidade, estabilidade, alta porosidade, facilidade de combinagdo com outros
materiais, processamento facil, baixa antigenicidade e capacidade de absorcdo no corpo,
tornando essa proteina preferida para a producdo de biomateriais de diferentes formas e
aplicacdes (PATI, D. A, 2010).

Colagenos isolados ou associados a outros compostos podem constituir matéria-prima
para a producdo de suturas, agentes hemostaticos, substituicdo e/ou regeneracdo tecidual de
vasos, 0ssos, cartilagens, pele, sangue, traqueia e es6fago. Cirurgia plastica de labios e pele,
além de oxigenador de membrana, contraceptivos, matrizes biodegradaveis, implantes,
bandagem da cdrnea e lentes de contato (FERREIRA, G. C, 2012).

2.3 ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos ¢é a area da biotecnologia que busca desenvolver/manipular
moléculas, células, tecidos, ou orgdos para a producéo de tecidos em laboratério (DALEY e
cols, 2008). Um dos pontos principais que deve ser ressaltado inclui o tipo de célula e de
substrato que sera usado para “criar o tecido artificial”. Muitas estratégias utilizam arcaboucos

bioldgicos com a MEC preservada, a fim de facilitar a organizacao e diferenciacao das células
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ali cultivadas para finalmente formar tecidos tridimensionais funcionais (DALEY e cols,
2008).

O requisito primordial para um material ser utilizado para fins de engenharia de
tecidos é a biocompatibilidade e a biofuncionalidade do material (KANANI e cols, 2010).

Pode-se definir biofuncionalidade como a capacidade de um dispositivo funcionar com
resposta apropriada do hospedeiro em uma aplicacdo especifica. Esta definigcdo relaciona a
biofuncionalidade a um conjunto de propriedades que da a determinado dispositivo a
capacidade de realizar uma funcdo semelhante a daquela do material que estad sendo
substituido (BOSCHI, 1996). J& a biocompatibilidade, desempenha um papel de extrema
importancia, uma vez que € 0 que garante que 0s materiais sdo seguros para uso dentro do
corpo humano e nos fluidos endégenos (VANDEVORD e cols, 2002).

LesBes neste Orgdo, tais como queimaduras sdo extremamente recorrentes, segundo
Miranda et. Al (2018), cerca de 1 milhdo de pessoas no Brasil sofrem queimaduras a cada
ano. E, segundo estudos, o curativo ideal para essas lesdes € aquele que é de facil obtencéo,
boa flexibilidade e aderéncia, resisténcia ao estiramento, facil manipulacdo, capacidade de
suprimir a dor, baixo custo, seja de armazenamento simples e, que previna as perdas
hidroeletroliticas, a contaminacdo bacteriana, favoreca a epitelizagdo das queimaduras e
propicie formacdo do adequado tecido de granulacgéo, para os casos de enxertia.

Pensando nisso, varios materiais foram sugeridos como coberturas bioldgicas para a
ferida de queimadura, tais como porco pericardio e pele, peritoneal bovino e amnidtico
membrana e outros (ALVES e cols, 2015). Entretanto, recentemente, a pele de tilapia também
foi sugerida como um possivel material biolégico, uma vez que ela possui uma semelhanga
histoldgica, coldgena e mecénica com a pele humana e outros materiais bioldgicos (FRANCO
e cols, 2013).

Para ser utilizado na area biomédica, nas cirurgias reconstrutivas o material deve ser
biocompativel, definido como material que ndo produza reacdo adversa e deve ter a
habilidade de desencadear em um organismo resposta apropriada para uma aplicacdo
especifica (VANDEVORD e cols, 2002).

Para garantir a biocompatibilidade do material e produzir menor efeito adverso ao
tecido biologico sdo utilizadas técnicas como a descelularizacdo, que consiste em
procedimentos fisicos-quimicos e enzimaticos que tentam remover completamente 0s
componentes celulares do material (RIBEIRO e cols, 2009) no almejo de desenvolver

biomateriais com menor antigenicidade.
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2.3.1 Descelularizacao

A descelularizacdo é considerada importante devido a potencial resposta imune
adversa provocada por epitopos da membrana celular, DNA alogénico ou xenogénico e
moléculas associadas a padr6es moleculares associados a patdgenos (PAMP) (GILBERT e
cols, 2009). No entanto, critérios quantitativos da descelularizagcdo ndo haviam sido descritos
até que, em 2011, Crapo e cols sugeriram que para um tecido ser considerado descelularizado
ele deveria seguir 0s seguintes pontos: possuir quantidade de DNA de dupla fita menor que 50
ng por mg de peso seco de tecido; ter fragmentos de DNA menores que 200 pares de bases; e
auséncia de material nuclear visivel nas coloracfes de DAPI ou H&E.

A descelularizacao é uma técnica da engenharia de tecidos que consiste na remogéo do
material celular e nuclear, preservando a composicdo, atividade biologica e integridade
mecénica da MEC remanescente (GILBERT e cols, 2006; CRAPO e cols, 2011).

O uso da MEC derivada de tecidos descelularizados € cada vez mais frequente nas
estratégias da medicina regenerativa e engenharia de tecidos. Segundo estudos de CRAPO e
cols, 2011, foi demonstrado que a MEC possui influéncia na mitogénese e quimiotaxia
celular, diferenciacdo e respostas de remodelamento tecidual. Porém, evidéncias indicam que
o material celular residual tem uma influéncia negativa sobre a vantagem criada pelos
scaffolds no processo de remodelacdo no in vivo. Portanto, os métodos de processamento do
tecido, incluindo a descelularizacdo, sdo determinantes criticos para o sucesso do experimento
(CRAPO e cols, 2011).

Entre os métodos mais comumente utilizados estdo os detergentes ionicos, que sdo
detergentes bastante fortes e capazes de romper a membrana celular completamente. Dodecil
Sulfato de Sddio (SDS) e Triton X-100 estdo entre 0s mais usados nos protocolos de
descelularizacdo, visto que dissolvem eficientemente as membranas e lipidios da célula
(KEANE e cols, 2015).
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2.3.2 Detergentes

Os detergentes sdo classificados em detergentes idnicos, ndo idnicos, zwitterionic e
sais acidos. Os detergentes ibnicos, podem ser carregados negativamente (anidnicos) e
positivamente (catiénicos). Por exemplo, o SDS, que contém a carga negativa grupo sulfato, é
um detergente anidnico enquanto Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), é um detergente
catibnico. Além disso, os detergentes i6nicos ou contém uma cadeia de hidrocarbonetos,
como em SDS e CTAB, ou uma estrutura esteroidal rigida mais complicada como no
deoxicolato de sodio (BAIRI, 1997; ZHANG e cols, 2021).

Os detergentes ndo idnicos contém grupos de cabecas hidrofilicas ndo carregadas, e
em geral, os detergentes ndo idnicos tais como Triton X-100 e Polioxetileno dodecil éter, sdo
mais adequados para quebrar interacdes lipidio-lipideos e lipoproteinas do que as interacfes
proteina-proteina. Assim, sdo considerados ndo desnaturantes e sdo amplamente utilizados no
isolamento de membranas proteinas na sua forma biologicamente ativa (ZHANG e cols,
2021).

Os detergentes Zwitterionic como por exemplo o 3-propano sulfonato e o N-6xido de
dimetil-dodecilamina, sdo Unicos na medida em que oferecem as propriedades combinadas de
detergentes idnicos e ndo idnicos. E, por isso, sdo mais eficientes em quebrar as interagdes
proteina-proteina. (BAIRI, 1997).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi elaborar o protocolo de descelularizacdo da pele de
tildpia (Oreochromis sp) para a possivel aplicacdo na medicina regenerativa e para o
tratamento de queimaduras.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver protocolo de descelularizacao;

b) Avaliar a eficiéncia do protocolo;

c) Avaliar através de dosagens bioquimicas a MEC da pele de tilapia.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL

Para 0 seguinte estudo, a pele de tilapia utilizada (Figura 4) foi obtida no restaurante
Pesqueiro Pantanal, Bicas/ MG como produto de descarte. E a mesma pele foi cortada em 2 x

2 cm.

Figura - 8 Pele in natura de tilapia (Oreochromis sp).

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

3.2 PROCESSO DE DESCELULARIZACAO

As amostras foram separadas em 3 garrafas T25 de cultivo de células que foram
descartadas posteriormente, contendo aproximadamente 2g de cada tecido. Duas delas foram
destinadas aos protocolos 1 e 2 e a terceira para 0. Foi estabelecido uma proporgéo de 25 mL
de solugéo para cada 1g de tecido.

Os fragmentos de pele foram colocados em solugdo em EDTA 0,1% (p/v) e Tris-HCI
10mM sendo agitado no shaker. Logo apés foi preparado uma solucdo contendo SDS 1%

(p/v) e Tris- HCI 10mM que foi colocada na garrafa ap6s o descarte da solugdo anterior, o
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EDTA, e deixada overnight no shaker na rotacdo mais baixa do aparelho. No dia 2, a pele foi
lavada com PBS 1X em 3 repeti¢fes de 10 min no shaker e logo apds, foi adicionada ao PBS
1X com antibidtico (estreptomicina) 2% (v/v) e deixada overnight no shaker. No dia 3 o
material foi seco em papel toalha, pesado e congelado a 4°C.

O protocolo 2, consistia em deixar o contetdo da garrafa 2 por 2 horas em solugéo de
EDTA 0,1% (p/v) e Tris-HCI 10mM sob agitacdo no shaker. Os fragmentos de pele foram
adicionados ao SDS 1% (p/v) e Tris- HCI 10mM que, em seguida, foram colocados na garrafa
e deixada overnight no shaker durante esse tempo. No dia 2, a pele foi lavada com PBS 1X
em 3 repeticdes de 10 min no shaker e logo apds, foi adicionada a uma solugdo de Triton X-
100 (v/v) overnight e shaker. No dia 3, foi lavada com PBS 1X em 3 repetigdes de 10 min no
shaker e logo apos, foi adicionada ao PBS 1X com antibidtico 2% (v/v) e deixada overnight

no shaker. No dia 4 o material foi seco em papel toalha, pesado e congelado a 4°C (Figura 4).

Figura 9- Pele de tilapia descelularizada

Fonte: Elaborada pela autora (2022)

3.3 EXTRACAO DE DNA

Para conferir se 0 material foi descelularizado é necessario fazer a extracio do Acido
desoxirribonucleico (DNA) para verificar a eficiéncia da descelularizacdo e verificar se ha
DNA remanescente ap0s a tentativa de remogéo das celulas, para isso o material congelado
foi liofilizado por 24 horas, ou seja, toda dgua do material foi retirada, pesada novamente e
triturada no miniprocessador. O material foi pesado e foi constatado os seguintes pesos
(Quadro 1):
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Quadro 1 - Massa dos fragmentos de pele de tilapia durante os protocolos de descelularizacéo.

DESCELULARIZACAO Massa Massa Massa
inicial (g) descelularizado (g) * | liofilizado (g)
Controle nl** | 3,0566 NA*** 0,9226
n2 2,021 NA 0,5594
n3 2,01 NA 0,6772
Protocolo 1 nl 2 4,6747 0,6541
n2 2,06 2,72 0,4749
n3 (2,01 2,259 0,603
Protocolo 2 nl |2 3,932 0,5738
n2 2,1 2,41 0,5
n3 |[2,08 2,657 0,6335

* massa descelularizada é a massa do material logo apds submetido aos protocolos.
**n é o nUmero da repeti¢do
*** NA ndo existe a massa descelularizada do controle porque ele foi apenas pesado e congelado e retirado

apenas no momento da liofilizag&o.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Para a extracdo do DNA, em aproximadamente 50,0 mg (peso seco) de cada grupo
experimental (n=3) foram adicionados 700,0 puL de solugdo de lise [Tris-HCI 10mM (p/v),
EDTA 0,1M (p/v) e SDS 0,1% (p/v), pH 8,0] e trés beads de ceramica em cada eppendorf. As
amostras foram submetidas a maceracdo em Tissue Lyser Il (Qiagen) com 4 ciclos de
frequéncia 30/s cada. Em seguida, foram adicionados 20 pL. de proteinase K (10,0 mg/mL;
Thermo Fisher Scientific) e as amostras foram incubadas em banho-maria a 55°C overnight.
Para a remocdo das proteinas, foi adicionado 1,0 volume de solugdo de
fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (Alphatec) (25:24:1) (m/m/m), seguido de centrifugacéo
(Thermo Scientific Megafuge 16R, EUA) a 12.000 x G por dez minutos. Na fase aquosa foi
adicionado 0,5 volume de acetato de aménio (Vetec) 7,5M (p/v) e 2,0 volumes de etanol
absoluto (Nox Lab solutions) gelado e incubado a -20°C overnight. No dia seguinte, as

amostras foram centrifugadas a 12.000 x G por 15 minutos. Em seguida, o pellet de DNA foi
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lavado com 700 puL de etanol 70% (v/v) gelado e centrifugado a 1700 x G por 2 minutos (essa
etapa foi feita duas vezes). O sobrenadante foi descartado e o pellet de DNA foi seco a
temperatura ambiente por no maximo 10 minutos. O pellet de DNA foi ressuspendido em 100
uL de tampao TE (Tris HCL 10mM e EDTA 1mM, pH 8,0).

A qualidade do DNA foi avaliada por eletroforese em gel de agarose (Sigma) 1% (p/v)
em tampdo tris-borato-EDTA (TBE) 1x utilizando o marcador de massa lambda (100 pb;
Invitrogen). A eletroforese foi realizada em corrente constante de 80 mA por
aproximadamente 50 minutos. A quantidade do DNA foi avaliada por espectrofotometria com

0 uso do NanoDrop 2000 (Thermo Scientific, EUA) no comprimento de onda de 260/280nm.

3.4 ANALISE DE COLAGENO

A quantidade de colageno presente em cada grupo experimental (n=3) foi determinada
por andlise de hidroxiprolina segundo Osago e cols. (2018) modificado, onde 10 mg de
amostra (peso seco) foi hidrolisado em 1 mL de HCI 9N (v/v) a 100°C por 15 horas para
liberacdo de hidroxiprolina. Posteriormente, em 10 pL de amostra hidrolisada foram
adicionados 200 pL de solugdo de cloroamina T [cloroamina T (Neon) 1,4% (p/v),
isopropanol 10% (v/v) e acetato de s6dio (Proquimio) 0,5M (p/v)] e deixados a temperatura
ambiente por 25 minutos. Em seguida, foram adicionados 200 pL de reagente de Ehrlich [p-
DAB 1M (p/v) em isopropanol 70% (v/v) e acido perclorico (Merck) 20% (v/v)] e incubado a
65°C por 20 minutos. A absorbancia foi lida no espectrofotémetro a 550 nm e o conteudo de
colageno foi calculado sabendo que hidroxiprolina corresponde a 14,3% (VISWANATH et
al., 2016). Uma curva padrdo foi construida usando concentragdes conhecidas de

hidroxiprolina (Sigma) de 0 — 10 pg/mL.

3.5 MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

As peles de tilapia foram congeladas em freezer a -20°C e seccionadas a 4 pm usando
criostato (Lupetec, Brasil), em meio Tissue Tek freezing (Leica). Em seguida, o tecido foi
marcado com DAPI (Thermo Fisher Scientific), intercalante de DNA, e visualizado em
microscopio de fluorescéncia (Olympus BX 51). As imagens foram adquiridas com o

programa Olympus CellSens 2011.
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados sdo apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). Os dados
de DNA dos grupos experimentais foram analisados por analise de variancia (ANOVA) e as
comparagOes entre 0s grupos experimentais foram feitas utilizando o teste de Tukey post hoc.
Os dados de coldgeno dos grupos experimentais foram analisados por Teste t-Student ndo-
pareado. As diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Todas as analises

foram realizadas com o programa GraphPad Prism 8.0 (GraphPad software, Inc).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 QUANTIFICACAO DE DNA

Com o objetivo de avaliar e confirmar este processo de descelularizacdo na pele de
tildpia, a quantidade remanescente de DNA nas amostras foi mensurada, e tal etapa, é de
extrema importancia, pois como ja demonstrado por Zheng e cols (2005), a permanéncia de
nucleos ou fragmentos de DNA no tecido descelularizado € um dos fatores que pode gerar
reacbes pro-inflamatdrias in vitro e in vivo. Reagdes inflamatdrias estas que podem ser
causadas pela forte tendéncia do DNA em se manter aderido a MEC (GILBERT e cols, 2006;
ZHENG e cols, 2005). Sendo assim, a certificacdo da descelularizacdo tecidual busca evitar
reacGes imunogénicas nos pacientes com tais tecidos implantados e também no cultivo com
outras linhagens celulares. (REF)

Um tecido é considerado descelularizado, segundo Crapo e cols (2011), quando
apresentar menos de 50 ng de DNA por mg de tecido seco, fragmentos de DNA menores de
200 pb visualizados em gel de agarose e auséncia de nucleo em cortes histoldgicos com
coloragdo H&E ou DAPI. Sendo assim, foi possivel observar pela quantificagdo do DNA
(Figura 5), eletroforese (Figura 6) e coloragdo (Figura 7) que o processo de descelularizacéo
promoveu reducdo significativa na quantidade de DNA das amostras, se comparadas ao tecido
nativo (Quadro 2). O contetdo de DNA mensurado nas amostras de tecido descelularizado e

tecido nativo estdo apresentados no QUADRO 2.

Quadro 2 - Quantificacdo do contetdo de DNA

Amostra | Repeticdo | Massa descelularizado | DNA Nanodrop DNA (ng/mg
(9) * (ng/uL) tecido)
Controle | nl** NA*** 1066,6 643,88
n2 NA 609,9 337,63
n3 NA 662,7 446,54
Protocolo | nl 4,6747 56,5 36,95
1
n2 2,72 51,9 34,00
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n3 2,259 10,6 6,36
Protocolo | nl 3,932 87,8 50,37
2

n2 2,41 71,3 33,95

n3 2,657 181,4 110,49

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Foi observado a diminuicio de DNA ( Figura 11) no tecido descelularizado,
entretanto, observou-se que as amostras que foram tratadas pelo protocolo 1 apresentaram
uma maior descelularizacdo em vista das que foram submetidas ao protocolo 2, sendo as
médias de reducéo: protocolo 1: 95,1% e protocolo 2: 84,29%. Além disso, foi observado que
0 material apresenta um bom rendimento e ndo houve perda da amostra durante o processo de

descelularizacao.

Figura 10 — Rendimento. Dados expressos como média £ EPM. n=3.
150+
100

50+

Rendimento (%)

Fonte: Elaborado pela autora (2022)
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Segundo Baiari (1997) e Zhang e cols (2022), o SDS € um detergente que desempenha
um papel critico no processo de descelularizagdo. Quanto mais alta concentracdo de SDS
resulta em menor contetdo de DNA, além disso a concentracdo de SDS leva a mais retencédo
de colageno e menor desnaturacdo de proteinas da MEC (ZHANG e cols, 2022). No entanto,
devido a interrupcdo de interaces proteina-proteina, os detergentes idnicos tém um impacto
nocivo sobre as estruturas da matriz extracelular e aos componentes bioativos. Além disso,
SDS é dificil de remover devido as suas fortes interacbes com as proteinas da matriz, que
podem consequentemente induzir a citotoxicidade a recelularizacdo das células. Zhang e cols
(2022), afirma que o Triton X-100 € um detergente ndo i6nico que contém anéis aromatico e
por isso proporciona um tratamento mais suave para solubilizar as membranas celulares e
dissociar o DNA das proteinas, quebrando as interacfes de lipidio-lipidio, proteina-lipidio,
DNA-proteina, mas deixando as interacdes proteina-proteina conservadas (ZHANG e cols,
2022). Por causa da incapacidade de desnaturar proteinas, os detergentes ndo iénicos podem
limpar o contetdo celular sem danificar a estrutura e orientagdo do colageno (ZHANG e cols,
2022). Entretanto, por serem detergentes ndo i6nicos mais suaves, sdo insuficientes para
remover nucleicos, DNA e a estrutura e orientacdo do colageno (ZHANG e cols, 2022). Por
conseguinte, estes detergentes necessitam sempre da assisténcia de outras solugbes ou
tratamentos fisicos para assegurar a remocdo completa dos componentes celulares. Se
comparado a outros detergentes, o0 SDS detém o maior rendimento na remocdo de restos
nucleares e proteinas do citoesqueleto, como a vimentina. Porém, o detergente tende a
danificar a estrutura nativa do tecido e causar uma diminui¢do na concentracdo de GAGs e
perda de integridade do coladgeno. No entanto, ndo parece que o SDS remova colageno do
tecido (GILBERT e cols, 2006). O Triton X-100 tem sido comumente usado em pesquisas,
entretanto apesar de sua eficicia, no presente trabalho o SDS foi o mais eficaz na
descelularizacdo. E baseado em Baiari (1997) detergentes como Triton X-100 absorvem em a
regido ultravioleta. Podem interferir com a monitorizacdo espectrofotométrica de proteinas a
280 nm. Baseado nessa informacdo, especulou-se nesse trabalho que o mesmo ocorreu de
acordo com os dados apurados. Por essa razéo, no presente trabalho nao foi dado continuidade

ao protocolo 2.
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Figura 11 — Quantificacdo de DNA dos grupos experimentais. Dados expressos como média +
EPM. n=3, **p < 0,05.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022)

A eletroforese em gel de agarose foi realizada para confirmar a presenca e a qualidade
de DNA nas amostras, como mostrado na Figura 6. Foi possivel observar a auséncia de
bandas de DNA em todas as amostras de tecido descelularizado. Assim, podemos afirmar que

o0 processo de descelularizacdo utilizando solugdo de SDS 1% foi eficaz para a pele de tilapia.



38

Figura 12 — Eletroforese de DNA. Eletroforese em gel de agarose 1% para DNA em tampao
TBE 1x, extraidos das amostras de pele de tilapia descelularizadas em comparacéo ao tecido
nativo. P: marcador de massa lambda; NT; grupo controle; PP1: grupo descelularizado do
protocolo 1.
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Fonte: Elaborada pela autora (2022).

Os tecidos mostraram-se descelularizados na coloragdo de DAPI (Figura 7), em
comparacédo ao tecido nativo, o qual exibiu marcacao nuclear positiva em toda a sua extenséo.
A auséncia de marcagdo dos nucleos celulares nas marcagdes histologicas é explicada pelo
fato do corante DAPI se ligar apenas ao DNA integro, ou seja, de dupla-fita.
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Figura 13- Microscopia de fluorescéncia dos grupos experimentais. Grupo in natura: A e B.

Grupo descelularizado protocolo 1: C e D. Barra de escala 50 pm e 25 pum.

Fonte: Elaborada pela autora (2022).

A utilizacdo das peles de tilapia para tratamento de queimadura é recente, por isso a
descelularizacdo ¢ de grande importancia. Keane e cols (2012) questionaram a ideia do
potencial papel do DNA como gatilho da resposta imune através da avaliacdo das
consequéncias de uma descelularizacdo ineficiente na resposta imune do hospedeiro. Seus
dados sugeriram que tanto a descelularizacéo ideal proposta por Crapo e cols (2011) quanto
outra de menor eficécia tiveram papéis similares no remodelamento imune in vitro e in vivo.

Os curativos bioldgicos devem prevenir as perdas hidroeletroliticas, evitando a
contaminagdo bacteriana e promovendo a epitelizacdo nas queimaduras de segundo grau
superficial e profundo e propiciando a formacdo de adequado tecido de granulacdo, para
enxertia, nas lesdes de terceiro grau (MIRANDA, 2018).
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E, segundo Lima-Junior e cols (2017), a pele da tilapia foi superior devido a sua
capacidade de obstruir a ferida, minimizando o processo inflamatério prejudicial e a formacéo
de crostas. Foi observado ainda reacfes inflamatorias de intensidade leve a moderada nas
feridas recobertas pelas peles de tilapia, diferentemente da intensa resposta aguda observada
nos grupos controle, interferindo positivamente no processo de cicatrizacdo, confirmando o

beneficio de sua utilizacdo a partir da descelularizacao.

4.2 ANALISE DO COLAGENO

O colageno, como componente primario da MEC, possui um papel importante na
manutencdo da sua integridade bioldgica e estrutural. Esta molécula tem uma estrutura tripla
hélice (CEN e cols, 2008), com mais do que 29 tipos diferentes descritos na literatura. O
colageno tipo | (COL-I) é, em sua maioria normalmente encontrado em humanos no 0sso,
pele, dentes, fibrocartilagem, e tend@es e tem a capacidade Unica de formar fibrilas altamente
resistentes (G'OMES-GUILL'EN e cols, 2011). A composi¢do quimica e estrutura de este
componente de MEC permite numerosas aplicacdes, especificamente na bioengenharia.

A COL-I tem sido utilizada em numerosas aplicacdes, tais como o fornecimento de
medicamentos, substitutos de pele, sutura, e substratos de engenharia de tecidos (TANG,;
SAITO, 2015).

Espera-se que um bom arcabouco biolégico mantenha a sua MEC descelularizada
preservada, com conteudo de fibras elasticas e colagenas comparavel com o tecido nativo.
Para avaliar tais parametros, a medicdo do COL-I foi realizada por meio de dosagem da
hidroxiprolina e quantificacdo por espectrofotometria, ap6s a descelularizagéo.

Apbs o tratamento foi observado que o contetdo do COL-I foi preservado quando
comparado ao tecido in natura (FIGURA 4.4).

Embora pareca logico que a descelularizagdo, por definicdo, afete a estrutura e
composicdo da MEC, a intencdo do processo é a preservacao das propriedades mecénicas e

biolégicas da MEC o quanto for possivel.
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Figura 14- Quantificacdo de colageno dos grupos experimentais. Dados expressos como
média + EPM.
n=3.
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5 CONCLUSAO

Para pacientes com feridas cronicas extensas e pacientes queimados, seria ideal 0 uso
dos aloenxertos, que sdo peles doadas de pacientes vivos ou ja& falecidos (ROWAN et al.,
2015). Entretanto, a disponibilidade de pele humana é insuficiente para atender a demanda
destes pacientes (ALVES et al., 2015; LIMA-JUNIOR et al., 2017). Devido a isso, a melhor
alternativa seria o desenvolvimento de novos tratamentos que substituem a necessidade do
uso da pele humana, sendo mais econdmicos e disponiveis (HERMANS et al., 2014).

A metodologia consiste em reagentes de facil obtencdo, simples de executar, exige
menos tempo e é possivel escalonar para uma producao industrial em larga escala a partir dos
calculos de rendimento realizado.

Materiais inovadores sdo necessarios para se obter resultados superiores em terapia
celular e Engenharia de tecidos. Assim, este trabalho avaliou um protocolo de
descelularizacao da pele de tilapia para a possivel utilizacdo eficaz do material, e o protocolo
desenvolvido neste trabalho para a descelularizacdo apresentou um excelente rendimento,
além da avaliacdo da integridade do coldgeno submetido a esse processo com fim de
aplicacdo para tratamento de queimaduras.

A quantificacdo de DNA revelou que o processo de descelularizagdo promoveu
reducdo do protocolo 1 de 95,1% e do protocolo 2 84,29% da quantidade de DNA das
amostras e houve auséncia de nucleos na coloracdo DAPI.

Em suma, os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o material descelularizado
com solucdo de SDS 1% pode ser considerado como um biomaterial promissor para o
tratamento de queimados. O tecido mostrou-se com gquantidade reduzida de material genético
e sem perda significativa de quantidade de colageno. Apesar do estudo atual considerar
apenas 0 uso da pele de tilapia para queimados, o arcabouco também tem potencial para
utilizagdo em outros procedimentos biomédicos, como cirurgias, tratamentos de cicatrizagéo
de ferimentos de diabéticos e entre outros.

Novos estudos sdo necessarios para que futuramente possa ser utilizado clinicamente
como hidrogeéis, pomadas e curativos. Estudos esses como a avaliagdo da citotoxicidade,
biocompatibilidade com células humanas e posteriormente realizar estudos in vivo, nos quais
o remodelamento imune e o potencial de calcificagdo possam ser analisados com a

implantacdo do enxerto da pele de tilapia descelularizada.
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