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RESUMO

Lesbes na musculatura esquelética podem ocorrer devido desordens genéticas ou
trauma. Em lesdes menos extensas nas quais vasos sanguineos ou tecido conectivo
ndo sdo atingidos o musculo consegue se regenerar sem intervencdo medica.
Contudo, lesdes envolvendo porcbes maiores do tecido a regeneragcdo nao
consegue ser completa sem intervencdo. Desse modo, a engenharia tecidual
aparece como uma alternativa para a regeneracdo completa do tecido. Dentre os
biomateriais empregados na regeneragdo muscular, as matrizes extracelulares
descelularizadas figuram como as classes de biomateriais mais empregadas.
Contudo até o presente momento ndo foi desenvolvido uma metodologia de
descelularizacdo de tecido esquelético que preserve a arquitetura do tecido e sua
composicdo quimica com uma taxa adequada de remoc¢do de células. Desta forma,
o presente trabalho almeja produzir um biomaterial composto da matriz extracelular
de musculo esquelético de rato Wistar descelularizada. Para tanto, muasculo
esquelético de ratos Wistar machos foram extraidos e submetidos a lavagens
sucessivas com soro fisioldgico estéril. Posteriormente, o0s musculos foram
congelados e fatiados, sendo entdo novamente lavado com soro fisiolégico e
submetido a irradiagcdo com luz UV por 20 min em cada face do material. Apds a
irradiacdo, O tecido foi entdo digerido em uma solucéo de tripsina 0,05% contendo
0,2% de EDTA pH 7,6 por 2h a 37°C. Em seguida o tecido sofreu banhos, sob
refrigeracdo, em solucdo de SDS 1% (p/v) por 4 a 5 dias com trocas diarias da
solucéo. Finalmente o material foi submetido a um banho em agua destilada por dois
dias finalizando assim a descelularizacdo. Apds o procedimento foi obtido um
biomaterial com aparéncia translucida e com uma concentracdo de DNA de 0,005 *
0,002 ng de DNA por mg enquanto o controle ndo descelularizado apresentou uma
concentracéo de 0,800 + 0,107 ng de DNA por mg de tecido. Além disso, a analise
em microscopia de fluorescéncia comprovou a inexisténcia de estruturas nucleares e
a preservacdo da arquitetura do tecido apds a descelularizacdo. A presente
metodologia representa um avango nos protocolos de descelularizagdo, pois foi
obtido um nivel de descelularizacdo 10 vezes menor que o preconizado na literatura
como ideal além permitir um patamar bem superior de descelularizagcdo mantendo a

estrutura tridimensional do tecido em comparacao a trabalhos similares.
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ABSTRACT

Injuries in skeletal muscle can occur genetic disorders or trauma. In less extensive
injuries in which blood vessels or connective tissue are not affected muscle can
regenerate without medical intervention. However, injuries involving major portions of
the tissue regeneration can be complete without intervention. Thus, tissue
engineering is an alternative to the complete tissue regeneration. Among the
biomaterials used in muscle regeneration, the decellularized extracellular matrices
appear as the most used biomaterials classes. However until now it has not
developed a methodology of skeletal tissue decellularization that preserves the tissue
architecture and chemical composition with an appropriate rate of removal of cells.
Thus, the present study aims to produce a biomaterial composed of the extracellular
matrix decellularized skeletal muscle of Wistar rats. To this end, the skeletal muscle
of male Wistar rats were extracted and subjected to repeated washings with sterile
saline. Subsequently, the muscles were frozen and sliced, and then washed again
with saline and subjected to irradiation with UV light for 20 min on each face of the
material. After irradiation, the tissue was then digested in a 0.05% trypsin solution
containing 0.2% EDTA pH 7.6 for 2h at 37 ° C. Then the tissue baths experienced
under refrigeration, in 1% SDS solution (w / v) for 4 to 5 days with daily exchanges of
solution. Finally the material was subjected to a bath in distilled water for two days
thus finishing the decellularization. After the procedure was obtained a biomaterial
with a translucent appearance and a DNA concentration of 0.005 + 0.002 ng per mg
of DNA while the control had not decellularized a concentration of 0.800 £ 0.107 ng
DNA per mg of tissue. Furthermore, fluorescence microscopy analysis confirmed the
absence of nuclear facilities and the maintenance of tissue architecture after
decellularization. This methodology represents an advance in decellularization
protocols because it was obtained a level of decellularization 10 times lower than that
recommended in the literature as ideal addition allow much higher level of
decellularization keeping the three-dimensional structure of the tissue compared to

similar works

Keywords: Biomaterials, Skeletal muscle. Decellularization.
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1 INTRODUCAO

A engenharia tecidual pode ser definida como a junc¢do dos conhecimentos da
engenharia e das ciéncias dos materiais com a ciéncia da vida e saude (CORREIA
et al.,, 2014) com o intuito de desenvolver substitutos funcionais para restaurar,
reparar ou substituir tecidos e 6rgdos danificados (CHUA, TAN e AN, 2013).
Atualmente, a estratégia considerada como padréo ouro para a regeneracao tecidual
consiste no transplante de tecido autélogo ou alogénico para a area danificada.
Contudo, essa abordagem possui uso limitado devido ao risco de falha relacionado a
rejeicdo do enxerto por reagdes imunoldgica bem como falha de sua integracdo com
o tecido do paciente (PORZIONATO et al., 2012), sem mencionar o elevado custo e
invasividade do processo.

Outra abordagem comumente empregada consiste no uso de materiais
exdgenos que servem como arcabouco (do inglés, scaffolds) no qual células
humanas ou animais podem ser cultivadas (SCHELLER, KREBSBACH E KOHN,
2009). Esse arcabouco fornece um substrato tridimensional (3D) no qual as células
podem se fixar, proliferar, diferenciar e produzir uma nova Matriz Extracelular (ME)
(STOCK e VACANTI, 2001; SCHELLER, KREBSBACH e KOHN, 2009; LE et al.,
2013). Desse modo, o scaffold age como um analogo da ME (SCHELLER,
KREBSBACH E KOHN, 2009) e deve ser constituido por materiais que sejam: (1)
biocompativeis; (2) biodegradaveis, (3) permitam difusdo apropriada de substancias
pela estrutura; (4) possuam estabilidade mecéanica ou estrutural; e (5) possuir
semelhancas ao tecido que pretende substituir (ROSSI, POZZOBON e DECOPPI,
2010; LE et al., 2013; KASOJU et al., 2014).

Vale salientar que as propriedades dos biomateriais podem ter profunda
influéncia no comportamento celular (SHAPIRA-SCHWEITZER e SELIKTAR, 2007,
BREULS, JIYA e SMIT, 2008; PEYTON et al., 2008; GILBERT et al., 2010). Tendo
iIsso em vista, desde o advento da engenharia tecidual existe a davida de como
projetar e controlar as propriedades de um material com o intuito de gerar uma
resposta bioldgica desejada (MITRAGOTRI e LAHANN, 2009).

Biomateriais podem ser divididos em trés classes principais: (1) polimeros; (2)
metais e; (3) ceramicas (WILLIAMS, 2009; BHAT e KUMAR, 2012). Essa € apenas
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uma classificacdo didatica visto que cada classe pode ser subdividida em inUmeras
subclasses. Por exemplo, os polimeros podem ser divididos em naturais e sintéticos;
metais podem se apresentar como ligas ou metais puros; e no grupo ceramicas
estdo incluidos vidros, vidros-ceramicas, entre outros (WILLIAMS, 2009). A escolha
da classe de biomaterial a ser empregado para fins reconstrutivos depende
basicamente do tipo de tecido a ser regenerado, contudo deve-se sempre ter em
mente que seu uso esta diretamente relacionado ao risco de inflamacgdes agudas e
cronicas, formacdo de tecido fibroso, reacdo de corpo estranho e formacao
granulocitaria (ANDERSON, RODRIGUEZ e CHANG, 2008).

Os scaffolds poliméricos podem ainda ser divididos de acordo com sua
composicdo em scaffolds constituidos por polimeros naturais como coldgeno, fibrina
e acido hialurdbnico, e em scaffolds compostos por polimeros inorganicos ou
sintéticos como acido poli-L-latico (PLLA, do inglés, poly(L-lactic acid)), &cido poli-
glicolico (PGA, do inglés, poly(glycolic acid)), poliprolactona e acido latico-co-acido
glicélico (KARP e LANGER, 2007; WILLIAMS, 2009; LE et al.,, 2013; ZHANG,
GUPTE e MA, 2013; ZORLUTUNA, VRANA e KHADEMHOSSEINI, 2013). Uma
analise mais detalhada dos diferentes tipos de polimeros utilizados como
biomateriais pode ser encontrada em Mano et al. (2007) e em Ulery, Nair e
Laurencin (2011). Em resumo, compostos naturais possuem como vantagem sua
biocompatibilidade (ZHANG, GUPTE e MA, 2013), contudo, em sua maioria, ndo
possuem resisténcia mecanica (LE et al.,2013; ZHANG, GUPTE e MA, 2013). Além
disso, acarretam potenciais problemas imunolégicos e patoldgicos (ZHANG, GUPTE
e MA, 2013) fazendo com que compostos sintéticos, com suas propriedades mais
previsiveis, sejam uma melhor op¢éo para a engenharia tecidual (ZHANG, GUPTE e
MA, 2013). No entanto, os compostos sintéticos possuem como desvantagem a
incapacidade de proporcionar uma interface complexa que forneca todas as
interacdes e sinais presentes em uma ME natural, impedindo assim a formacao de
um tecido funcional. Esses scaffolds também sdo associados com um atraso no
processo de remodelamento tecidual e podem prolongar reacbes imunoldgicas.
Outro problema consiste na uniformidade estrutural de biomateriais compostos por
apenas um tipo de polimero sintético, pois ndo conseguem recriar a hierarquia
complexa dos tecidos (ZORLUTUNA, VRANA e KHADEMHOSSEINI, 2013).

Lisi et al. (2012) desenvolveu um scaffold baseado em fibrina conjugada com

poliéter-uretano-polidimetilsiloxano para o tratamento de lesdes cardiacas. Como
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resultado, o material foi capaz de manter, in vitro, uma melhor proliferacdo e
diferenciacdo de células aminiéticas mesenquimais do estroma humano que foram
cultivadas no scaffold quando comparadas com células crescendo no fundo de
placas de Petri, mostrando que de fato cultura de células em um substrato 3D possui
uma influéncia profunda no comportamento celular.

Da mesma forma Wang et al. (2013) desenvolveram um filme polimérico
constituido por poli(e-caprolactona) (PCL, do inglés poly(e-caprolactone)), esse
scaffold possuia topografia anisotropica com o intuito de criar um material que
pudesse guiar o alinhamento entre as células cultivadas em seu interior. Vale notar
qgue o filme polimérico foi produzido por um método que dispensava 0 uso de
solventes organicos, solucdes essas que sao responsaveis pela bioincompatibilidade
em biomateriais, sendo que a estrutura anisotropica foi produzida pelo emprego de
esticamentos uniaxiais. Células-tronco mesenquimais humanas (hMSCs, do inglés,
Human Mesenchymal Stem Cells) foram cultivadas no filme e sua estrutura
anisotropica conseguiu aumentar o alinhamento e alongamento celular em
comparacao a um biomaterial sem anisotropia. Devido o fato de o tecido muscular
esquelético ser altamente anisotropico, essa estratégia foi voltada para a criacdo de
substitutos musculares que possuissem uma arquitetura e um grau de diferenciacao
celular apropriados. Foi observado que as células cultivadas no filme anisotrépico de
PCL expressaram crescentes niveis de genes miogénicos provando que a interacao
das células com a estrutura tridimensional do scaffold ndo determinou apenas sua
organizacdo espacial, mas também foi capaz de induzir seu processo de
diferenciacao.

Outra classe de scaffolds que vem ganhando crescente atencdo na
engenharia tecidual sdo as matrizes extracelulares) descelularizadas de tecidos.
Apesar de promissor, 0 uso de ME nativa, para propdsitos regenerativos, € limitado
pela falta de conhecimento das propriedades desse biomaterial (NAKAYAMA et al.,
2013) mesmo estes tendo sido usados com sucesso em ensaios clinicos
(MACCHIARINI et al., 2008; ELLIOTT et al., 2012). Ndo obstante, existe a
necessidade de melhor entender as habilidades desse biomaterial.

Como os biomateriais sdo um aspecto vital da engenharia tecidual este
trabalho ira inicialmente fazer uma revisdo do uso desses materiais na reconstituicao
do tecido muscular esquelético. O uso de polimeros naturais e sintéticos sera

brevemente abordado seguido por uma descricdo da evolucdo do uso de ME



17

descelularizada proveniente de tecido muscular para a reconstituicdo de tecido
muscular. Ceramicas e metais ndo serédo levados em consideracdo nessa revisao
devidos seu uso limitado na regeneracdo muscular. Ao final desse levantamento
literario iremos apresentar nossos dados quanto o desenvolvimento de um scaffold

baseado em musculo esquelético de rato descelularizado.

1.1 BIOMATERIAIS PARA RECONSTRUCAO MUSCULAR

O mdusculo é um tecido complexo formado por vasos sanguineos, nervos,
tecido conectivo e células contrateis denominadas fibras musculares (GILLIES e
LIEBER, 2011). As fibras musculares por sua vez, sdo limitadas por uma lamina
basal e uma membrana plasmatica conhecida como sarcolema (MEREGALLI et al.,
2014). Os tipos musculares diferem entre si quanto a funcéo, propriedades
bioguimica e composicdo celular (SCHIAFFINO e REGGIANI, 2011), porém as
caracteristicas basicas desse tecido séo relacionadas a sua localizacdo anatémica
(BENTZINGER et al., 2013).

Dano muscular pode ocorrer por meio de desordens genéticas ou injurias
traumaticas, e estdo relacionadas a funcdo e localizagdo anatdomica do musculo
(MILNER e CAMERON, 2013). Dentre elas, entorses, contusdes e lacera¢cbes sao
exemplos bem conhecidos de lesdes da musculatura esquelética que podem ser
completamente regeneradas com o tempo sem qualquer tipo de intervencdo
(JARVINEN et al., 2005). Contudo, lesGes envolvendo por¢cdes maiores de tecido
muscular, nos quais tecido conectivo e vasos sdo danificados, a regeneracdo ndo é
completa sem intervencédo médica (MERRITT et al., 2010; MILNER e CAMERON,
2013). Em perdas musculares volumétricas (do inglés, Volumetric Muscle Loss -
VML) os tratamentos atualmente disponiveis sdo (1) amputacdo, (2) Ortese de
membro e (3) transplante autdlogo de massa muscular (MILNER e CAMERON,
2013). Além desse, a bioengenharia surge como uma alternativa promissora para a
regeneracdo do tecido muscular esquelético (BACH et al., 2004; BORSCHEL,
DENNIS e KUZONJR, 2004; BIAN e BURSAC, 2009).

A Terapia celular e a estratégia de entrega de farmaco, bem como a
combinacéo dessas duas abordagens sdo métodos que vem sendo investigados na
regeneracao muscular. A terapia celular pode ser realizada pela injecdo direta das

células na regido afetada. Contudo esse método é limitado devido a elevada
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mortalidade de células e sua ineficiente integracdo com o tecido do paciente. Por
outro lado, sistemas de entrega de farmaco ndo conseguiram até o momento
produzir resultados satisfatorios (BORSELLI et al., 2010).

Como forgcas mecanicas possuem uma profunda influéncia no comportamento
celular e na organizagdo tecidual esse componente deve ser levado em
consideracao no desenvolvimento de substitutos musculares. Mimetizar o ambiente
celular e as forcas responsaveis pela arquitetura muscular in vitro ndo € uma
empreitada facil. Outro problema decore da necessidade de incorporacdo do
substituto muscular ao tecido do paciente permitindo uma acoplagem mecéanica
perfeita com o tecido adjacente, logo o biomaterial deve ser capaz de se
automodelar in vitro e essa caracteristica deve ser preservada quando o material for
aplicado no organismo. Para esse tipo de tecido uma estratégia mais viavel consiste
na promocao da regeneracao in situ (SPECTOR, 2006). A Tabela | sumariza alguns
estudos que utilizam diferentes polimeros como scaffolds para reconstrucdo

muscular dando destaque para alguns de seus achados.



Tabela | Biomateriais poliméricos para regeneragcdo muscular
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Polimero Célula Estratégia Resultados

Acido poli-L-latico | Mioblasto de | Implante do biomaterial in vivo | Observacdo de neovascularizacdo dos implantes | LEVENBERG et
(PLLA) e é&cido poli- | camundongo e | para avaliacdo da formacdo de | que determinou uma melhor repovoacéo celular e | al., 2005
lactico-co-glicélico células miotubos e vasos sanguineos. sobrevivéncia dos miotubos.
(PLGA). embrionarias

endoteliais

humanas.
P6 de alginato | Mioblasto de | Avaliacdo in vivo da proliferacdo | Trinta dias ap6s o tratamento das lesdes | HILL,
conjugado camundongo. e comportamento dos | musculares com o conjugado de alginato, | BOONTHEEKUL,
covalentemente com mioblastos quando cultivados na | carregando células e fatores de crescimento, foi | e MOONEY,
oligopeptideos com uma matriz de alginato. possivel observar uma reducdo significativa da | 2006
sequéncia de leséo.
G4RGDSP.
Membrana polimerica de | Células  satelites | Avalia¢éo in vivo do potencial de | Quatro semanas ap6s o transplante, o nimero de | BOLDRIN et al.,
PLGA com micro-padrdo | murinas (mSCs do | regeneracdo de mSCs carreada | fibras musculares foi significantemente maior nos | 2007
produzida usando | inglés, Murine | por meio de wuma matriz | misculos onde a matriz contendo mioblastos do

técnica de litografia.

Satellite Cells).

biodegradavel ao local da lesdo
muscular.

gue naqueles onde os mioblastos foram injetados
diretamente.

Conjugado de
caprolactona)
(PCL) e colageno.

poli(3-

Células da
musculature
esquelética de
humanos.

Avaliacdo in vitro da adesao,
proliferacdo e organizacdo das
células musculares quando
cultivadas no conjugado.

Conjugado com nanofibras unidirecionalmente
alinhadas induziu significativamente o alinhamento
das células musculares e formacdo de miotubos
guando comparado a um conjugado com nanofibras
randomicamente alinhadas.

CHOl et al., 2008

Scaffold com microfibras
altamente orientadas
composto por poliéster
uretano.

Linhagens C2C12
e L6 de mioblastos.

Avaliacéo in vitro de proliferacdo
e comportamento celular
guando submetido a cultivo em
biomaterial altamente orientado.

Producdo de uma matriz altamente orientada por
meio da técnica de electrospin;

Alta proliferacdo de células miogénicas na matriz
orientada em comparagdo com matriz desprovida
de orientacéo;

Observacdo de formagdo de miofibras paralelas a
orientacdo da matriz.

RIBOLDI
2008

et al.,

Géis de colageno tipo | e
fibrina

Mioblastos de rato

Avaliacao in vitro de proliferacao
e comportamento celular
guando submetido a cultivo em
biomaterial.

Observagcdo de que a consisténcia da matriz tem
uma importante influéncia na proliferacdo e
diferenciacéo celular.

Beier et al., 2009

Matrizes de PLGA
orientadas e com
orientagao randdémica.

Linhagem C2C12
de mioblastos
murinos.

Avaliacéo in vitro de proliferacdo
e comportamento celular
guando submetido a cultivo em

As células crescendo na matriz orientada se
alinharam a topografia do material apresentando
uma morfologia mais alongada com organizacdo de

AVISS, GOUGH
e DOWNES,
2010
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biomaterial orientado.

fiboras de F-actina, em comparacdo as células
cultivadas na matriz sem organizacdo definida
possuiam aparéncia mais poligonal com pouca
organizacao de fibras de F-actina.

Matriz de | Linhagem C2C12 | Avaliacéo in vitro da | ApGs dois dias em meio de diferenciacao, as fibras | HUANG, LEE e
poli(dimetilsiloxano) com | de mioblastos | organizacdo e do processo de | de F-actina apareceram desorganizadas na matriz | LI, 2010
padrdo de | murinos. fuséo celular. nado organizada. Em contraste, as fibras de F-actina
microranhuras. apresentaram orientacdo que seguia a topografia
dos canais no substrato possuindo micro-padao.
Hidrogel Células satélites, | Biomaterial para entrega de | Remocéo cirdrgica de porcdo do musculo de um | ROSSI et al,
fotopolimerizavel progenitores células in vivo. modelo murino com subsequente tratamento com | 2011
baseado em acido | muscular e polimero contendo células miogénicas;
hialurdnico. miofibras. ApOs seis semanas 0 grupo tratado com o polimero
carregado com células mostrou regeneracao
muscular, em contraste ao grupo controle que
apresentou infiltragcdo de tecido conjuntivo na area
lesionada;
Recuperacao significativa da forca muscular no
grupo tratado com células satélites em associacao
com o hidrogel.
Biomaterial Linhagem C2C12 | Investigacdo in vitro do efeito | Aumento da diferenciacdo miogénica das células | SIRIVISOOT e

elotrocondutivo de mioblastos | sinérgico de estimulos | progenitoras quando cultivadas no nano material na | HARRISON,
composto por nanotubos | murinos. topoldgicos e elétricos usando o | presenca ou auséncia de estimulo elétrico; 2011
de carbono com biomaterial de fibras de carbon | A diferenciacdo celular parece estar relacionada a
poliuretano. nano estruturado pela téncica de | condutividade do material quando estimulos
eletrospun na diferenciacdo de | elétricos sao utilizados, contudo na auséncia desse
mioblastos. estimulo a diferenciagdo parece ser dependednte
da morfologia do biomaterial. Contudo, nos dois
casos, o0 scaffold de poliuretano com fibras de
carbon apresentou maior nimero de miotubos que
o biomaterial usado como controle.
Hidrogel Mesoglioblastoma. | Biomaterial para entrega de | Injecdo intramuscular do hidrogel carregado com | FUOCO et al.,
fotopolimerizavel de células in vivo. células miogénicas em um modelo murino de lesao | 2012
polietilenoglicol- muscular aguda e crénica;
fibrinogénio. Entrega bem sucedida de células a area lesionada;

Fusdo aumentada dos mesoglioblastomas com os
miofibras gerando regeneracdo no grupo tratado
com o polimero conjugado com células quando
comparado com o controle negativo;
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Elevado nivel de integracdo ao tecido do paciente
foi relacionado com a acéo anti-apoptotica mediado
pelo biomaterial.

Polianilina  (PANi) e

Linhagem C2C12

Investigacdo in vitro do efeito

Os mioblastos cresceram em alinhamento com as

CHEN, SUN e

poli(e-caprolactona) de mioblastos | sinérgico de estimulos | nanofibras do material apresentando diferenciacdo | CHEN, 2013
(PCL) murinos. topolégicos e elétricos na | mais eficiente quando comparada com uma matriz

diferenciacdo de mioblastos | de PCL com organizacdo randémica.

usando um biomaterial

produzido por electrospun.
Acido poli-L-latico | Mioblastos, Avaliacdo in vitro e in vivo da | Apds uma semana o biomaterial sintético de PLLA e | SHANDALOV et
(PLLA) e acido poli- | fibroblastos e | neovascularizacao, no | PLGA conjugado com os trés tipos celulares | al., 2014

lactico-co-glicolico
(PLGA do inglés,
Poly(Lactic-co-Glycolic
Acid)).

células endoteliais.

biomaterial e na musculatura
abdominal do modelo animal,
bem como, do processo de

regeneracdo da leséo.

demonstrou neovascularizacdo mais pronunciada
gue biomateriais que receperam apenas um tipo
celular. O material foi posteriormente transplantado
em camundongos com lesdo abdominal e uma
semana apdés o0 procedimento as células se
mantiveram viaveis e capazes de gerar vasos
sanguineos.
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Kroehne et al. (2008) desenvolveram um scaffold baseado em colageno tipo |
com estrutura ordenada que, in vitro, permitiu a proliferacdo de miotubos em uma
disposicdo organizada dentro dos poros do material. Além disso, as células
cultivadas se diferenciaram, fato este perceptivel pelo aparecimento da expressao
de miosina sarcomérica. Também foi observado que as células secretaram laminina
indicativo de um processo de neoformacao da ME. Quando o scaffold pré cultivado
com células miogénicas foi transplantado para um camundongo transgénico, cujas
células musculares expressavam a proteina GFP (proteina verde fluorescente do
inglés, Green Fluorescent Protein), foi observado que o biomaterial continha mais
células diferenciadas em comparacdo com o teste in vitro. Também foi observado
que as células do scaffold ndo expressaram a proteina GFP sugerindo que o
processo de repopulacdo do biomaterial se deu por meio da proliferacéo das células
miogénicas pré-cultivadas e, além disso, também foi verificada uma melhoria na
producdo de forca pelo musculo apds o transplante. Desse modo, esses achados
suportam a ideia do uso de biomaterial para a regeneracédo de VML.

Aviss, Gough e Downes (2010) desenvolveram um biomaterial composto por
polimeros de PLGA cujas fibras foram alinhadas pelo processo de electrospin
usando diferentes tipos de rotacdo, desse modo foram produzidos scaffolds com
disposicdo randomica de suas fibras além de scaffolds com fibras alinhadas. Os
biomateriais assim produzidos foram usados para o cultivo de mioblastos da
linhagem celular C2C12. O biomaterial com disposicdo orientada de fibras
aparentemente gerou um processo de agregacao celular determinando um estado
de diferenciagdo incipiente com sete dias de cultura em comparacdo com células
cultivadas em placa de Petri. Contrariamente as células cultivadas na matriz com
organizacdo randémica assumiram uma disposi¢cdo menos organizada devido a falta
de paralelismo conferida pelas fibras orientadas e, além disso, o estado de
diferenciacdo celular observado nesse material foi menos pronunciado que no
biomaterial com fibras orientadas.

Uma caracteristica importante em um biomaterial para regeneragcdo muscular
€ sua habilidade em gerar neovascularizacdo. Com o intuito de suprir essa
necessidade, Levenberg et al. (2005) produziram um scaffold baseado em PLLA e
PLGA em proporcéo idéntica de cada polimero o que conferiu alta porosidade a
estrutura. O biomaterial foi co-cultivado com mioblastos de camundongo e células

embrionarias endoteliais humanas ou com células endoteliais da veia umbilical de
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humanos. O biomaterial, in vitro, foi capaz de gerar a formacdo de miotubos, os
guais se encontravam parcialmente alinhados. Quando co-cultivado com células
endoteliais o biomaterial determinou a formacdo de uma estrutura semelhante a
vasos sanguineos que se encontravam perfeitamente integrados com os miotubos
presentes. Em um segundo momento, o constructo foi transplantado para um
modelo murino de trés maneiras: (1) implante subcutaneo; (2) implante
intramuscular; (3) e substituicAio de um segmento muscular. O biomaterial preé-
cultivado continuou promovendo diferenciagéo celular in vivo e 0s vasos presentes
na estrutura eram funcionais produzindo maiores indices de sobrevivéncia celular e
de perfusdo sanguinea.

Ma et al. (2011) usaram um scaffold cilindrico 3D feito a partir de colageno
bovino comercial que foi pré-cultivado com mioblastos C2C12 para tratar VML em
um modelo murino. O constructo foi gerado pelo cultivo in vitro de células
miogénicas por 3 semanas antes do seu transplante. Na primeira semana de cultivo,
foi observada migracao celular para o centro do scaffold 3D. Na segunda semana,
foi notada uma progressiva expressdo de marcadores endoteliais que se estendeu
até a terceira semana sugerindo que as células cultivadas entraram em processo de
diferenciacdo endotelial in vitro e se mantiveram viaveis e capazes de proliferar.
Posteriormente, o scaffold pré-cultivado foi transplantado para camundongos
imunodeficientes. Apdés 20 dias foi observado que as ceélulas pré-cultivadas se
mantiveram presentes no biomaterial assim como haviam se integrado ao tecido
circundante demonstrando o processo de integragdo do biomaterial com seu
hospedeiro, além disso, 0 processo de vascularizacdo se manteve ativo no interior
do biomaterial. Resultados semelhantes nao foram observados quando o biomaterial
desprovido de células miogénicas foi transplantado para o mesmo modelo, pois
poucas células do hospedeiro foram capazes de colonizar o biomaterial.

Thorrez et al. (2008) usaram um scaffold poroso de PLGA para avaliar a
proliferacdo, adesédo e diferenciagdo de mioblastos humanos in vitro. As células
foram cultivadas na superficie do material e apds quatro dias essas células se
diferenciaram em fibras musculares expressando tropomiosina sarcomérica sem
orientacdo especifica na superficie do material, além disso, foi observado um
gradiente de densidade de fibras musculares que decrescia da superficie do material
até o centro do constructo. Posteriormente, o biomaterial contendo fibras musculares

foi transplantado subcultaneamente em um camundongo imunodeficiente para
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observar seu comportamento in vivo. As fibras musculares mantiveram sua
morfologia 30 dias ap6s o procedimento cirargico sobrevivendo em diferentes
profundidades no scaffold, mas n&o ultrapassando a marca de 150um de
profundidade.

Um protocolo para a manufatura de constructos musculares artificiais que
permite controle da sua geometria e do alinhamento de fibras foi reportado por Bian
et al. (2009). Um molde de poli(dimetilsiloxano) o qual continha a arquitetura
desejada esculpida em sua superficie foi usado para direcionar o processo
gelificacdo de uma mistura de gel de fibrina com células miogénicas para gerar 0s
analogos musculares com estrutura 3D controlada. Esse método representa um
protocolo reprodutivel para gerar in vitro constructos musculares planares com
arquitetura precisa. Com o auxilio de outras técnicas de captura de imagem, essa
técnica poderia reproduzir topografias mais realisticas presentes na estrutura nativa
do musculo.

Borselli et al. (2011), tentaram melhorar os resultados obtidos pelo use de
scaffolds para o transplante de células ou drogas para areas musculares danificadas
usando uma matriz de alginato modificada contendo o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF, do inglés Vascular Endothelial Growth Factor) humano
recombinante e fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1, do inglés
insulin-like growth factor 1) carregado com mioblastos. Uma elevada melhora na
vascularizacéo foi alcancada com esse biomaterial carregando os dois fatores de
crescimento e as células miogénicas em compara¢cdo com a mesma matriz contendo
apenas os fatores de crescimento. Esse dado sugere que a combinacdo do
transplante de células miogénicas com fatores de crescimento induz uma
regeneracdo muscular de maior qualidade se comparando com o transplante
contendo cada constituinte sepradamente. Com o intuito de superar a demanda
celular por oxigenagdo durante o processo de regeneracdo em biomateriais que
produzam baixo indice de vascularizacdo Ward et al (2013) utilizaram um scaffold
constituido por percabonato de sodio, material esse capaz de gerar oxigénio de
forma controlada, para determinar in vivo e in vitro a capacidade desse biomaterial
de manter a homeostasia muscular durante periodos de hipoxia. O biomaterial foi
administrado por injecdo intramuscular em todo o musculo que havia sido removido
cirurgicamente do modelo animal. A concentracdo de 1mg/mL ou menor de

percabonato de sédio foi biocompativel, pois na presenca de antioxidante néo
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determinou a reducgdo da forca contratil e viabilidade celular no musculo. Quando o
constructo foi submetido a uma avaliacao de forga contratil sob condic6es de hipoxia
e de oxigenacdo o biomaterial conseguiu sustentar a atividade contratil do masculo.
Sugerindo que sua degradacdo produziu uma quantidade suficiente de oxigénio
capaz de sustentar atividade muscular. Esse biomaterial também foi capaz de
manter parcialmente o metabolismo muscular basal in vivo em condi¢cdes de
isquemia parcial. Desse modo, esse estudo representa um avanco nos estudos do
uso de biomateriais na regeneracdo muscular, pois fornece uma solucdo para o
grave problema do baixo aporte de oxigénio nas regides mais profundas de
biomateriais que bloqueiam o repovoamento e sobrevivéncia celular em constructos
3D mais robustos permitindo assim a producdo de biomateriais para a substituicao
de grandes partes de tecido muscular.

Pela analise detalhada dos artigos supracitados podemos apreender aspectos
determinantes para o uso de biomateriais na regeneragdo de lesdes musculares.
Nota-se uma elevada preocupacdo com a arquitetura 3D do material, visto que sem
o paralelismo ordenado das fibras musculares em crescimento o tecido regenerado
nao possibilitaria contracdo funcional. Outra preocupacao recai sobre a ineficiéncia
da perfusdo de nutrientes, especialmente oxigénio, que colabora para o insucesso
do processo de recelularizagdo do biomaterial. Logo, o controle da porosidade do
biomaterial aumentando assim sua taxa de difusdo e o uso de biomateriais que
durante seu processo de degradacéao liberem moléculas de oxigénio aparece como
estratégias para contornar esse problema. Além dessa abordagem, podemos citar a
buscar pelo aumento da taxa de formacéo de vasos sanguineos pelo co-cultivo com
células progenitoras endoteliais e progenitores miogénicos, bem como o emprego de
fatores de crescimentos relacionados ao processo de neovascularizacdo além da
abordagem celular na reconstituicdo do tecidual. Outra preocupagao consiste na
tentativa de garantir a biocompatibilidade do material ao racionalizar o processo de
producdo dos polimeros ao reduzir o uso de solventes organicos. E finalmente, a
tentativa de mimetizar ndo s6 os estimulos quimicos e espaciais encontrados no
masculo in natura, mas também do componente elétrico e tensional para dirigir a
diferenciacdo miogénica perfeita das células cultivadas no biomaterial garantindo
mais uma vez a producado de um substituto muscular funcional.

Tendo isso em vista, uma das tendéncias na area consiste no uso da ME

descelularizada de musculos como biomaterial para a regeneracdo muscular. Visto
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gue, ao usar essa classe de biomateriais muitos dos problemas supracitados sao
perfeitamente contornados, pois tais biomateriais preservam grande parte da
estrutura nativa do muasculo, assim como sao por definicdo biocompativeis. Desse
modo, a préxima secéo fara uma revisao da literatura concernente aos biomateriais

derivados de ME descelularizada de musculo.

1.2 BIOMATERIAIS BASEADOS EM TECIDOS DESCELULARIZADOS

A ME é o melhor biomaterial na natureza devido o fato de ser produzido pelas
préprias células que o habita, desse modo tal biomaterial possui extraordinaria
biocompatibilidade (PERNICONI et al., 2011). Biomateriais baseados em ME sao
uma subclasse de scaffolds usados na medicina regenerativa que pode ser obtido
de varias origens e por meio de diversos protocolos de descelularizag¢éo tecidual (HE
e CALLANAN, 2012). Dentre os orgaos/tecidos possiveis de serem reconstituidos
com essa técnica podemos citar: (1) osso (FROHLICH et al., 2009; HASHIMOTO et
al. 2011; MARCOS-CAMPOS et al., 2012); (2) cartilagem (YANG et al., 2008; ZANG
et al., 2013); (3) coracdo (CARVALHO et al., 2012; LU et al., 2013); (4) cérnea
(GONZALEZ-ANDRADES et al., 2011); (5) vélvulas cardiacas (ZHOU et al., 2013);
(6) pele (CHOI et al.,, 2012); (7) laringe (FISHMAN et al.,, 2012); (8) tendbes
(VAVKEN, JOSHI e MURRAY, 2009); (9) e pulméo (PETERSEN et al., 2010).

Como revisado por Crapo, Gilbert e Badylak (2011) e por Gilbert (2012) o
processo de descelularizacdo pode ser alcancado pelo tratamento do tecido com
agentes quimicos, fisicos ou enzimaticos que tem por objetivo a remocdo das
células com reduzida degradacdo e perda dos componentes da ME (GILBERT,
2012), levando a preservacao da estrutura 3D do tecido nativo bem como de suas
moléculas bioativas (LE et al., 2013).

Biomateriais baseados em ME s&o associados com processos como
proliferacdo, migracdo e diferenciacdo celular fazendo com que essa classe de
biomateriais seja uma boa opcao para a regeneracao tecidual (CRAPO, GILBERT e
BADYLAK, 2011). Os mecanismos de regeneracéo tecidual mediado pelos scaffolds
derivados de ME estdo relacionados a angiogénese local, aumento da taxa de
proliferacdo celular, recrutamento de células-tronco e células progenitoras no
biomaterial e a uma resposta imune mediada predominantemente por macrofagos

M2 que ocorre ap0Os o processo de transplante (WOLF et al., 2012).
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Contudo, um dos principais problemas com relagcdo a descelularizacado de
tecidos consiste no risco de resposta imunoldgica desencadeada por remanescentes
celulares que possam se manter retidos na ME (CRAPO, GILBERT e BADYLAK,
2011). ApoGs estudos na area da descelularizacdo celular alguns critérios foram
estabelecidos para considerar um tecido descelularizado, logo para tanto (1) o
conteudo de DNA dupla fita do tecido tem que esta abaixo de 50 ng por 100 mg de
tecido; (2) presenca de fragmentos de DNA menores que 200 pb; e (3) auséncia de
estruturas nucleares por meio de técnicas histoldgicas diversas, mais comumente
hematoxilina e eosina e coloragao por 4’,6-diamidino-2-fenilindol (DAPI, do inglés,
4',6-diamidino-2-phenylindole) (CRAPO, GILBERT e BADYLAK,2011; GILBERT,
2012; SAWKINS et al., 2013).

Quando a regeneracdo do tecido muscular é levada em consideracao, outros
desafios sdo adicionados a necessidade de preservacdo quimica e estrutural
supracitada (PERNICONI et al.,, 2011). Dentre eles esta a alta complexidade do
tecido muscular, que possui elevada compactacéo celular, alinhamento uniforme de
suas fibras musculares e uma fina ME que permeia o tecido (SATO et al., 2012).
Desse modo, o scaffold para ser funcional precisa permitir que tais peculiaridades do
tecido muscular sejam restabelecidas. Outro fator dificultador consiste no fato do
tecido muscular ser composto por mais de um tipo celular, portanto o biomaterial
deve ser capaz de promover a proliferacdo e diferenciacdo de diversos tipos
celulares como células endoteliais e neurais (BACH et al., 2004).

Essas questdes vém sendo o centro das investigacbes das pesquisas com
biomateriais derivados de ME desde o primeiro estudo com ME derivada de musculo
por Carlson e Carlson (1991) que isolaram a ME de musculos com o intuito de
estudar sua morfologia e os componentes dessa matriz. Os autores coletaram o
musculo extensor digitorum longus de ratos Wistar e o processo de descelularizacéo
foi alcancado pela exposicédo do tecido a raio-X seguida por tratamentos quimicos
com uma série de detergentes e enzimas (para mais detalhes do protocolo consultar
Tabela Il). Apds o tratamento com detergentes o tecido adquiriu progressivamente
um aspecto translicido e sob microscopia as proteinas extracelulares se mantiveram
intactas assim como sua organiza¢gdo 3D. De maneira geral, esse estudo mostrou
gue um biomaterial derivado de ME descelularizada de musculo pode ser produzida
com um protocolo relativamente simples e possuindo uma alta preservacdo de sua

organizacdo 3D. A Tabela Il faz um sumario de alguns estudos com ME
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descelularizada de musculo enfatizando os protocolos utilizados para alcancar a

descelularizacdo e seus resultados mais relevantes.



Tabela Il Matriz extracelular derivada de musculo esquelético como biomaterial para regeneracdo muscular
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Modelo animal Musculo Descelulariza¢éo Recelularizagéo Resultados
Ratos  Wistar | Extensor digital | 2500 rad de irradiacédo O tecido adquiriu um aspecto | CARLSON e
linhagem F-445. | longo. com raios-X; translucido; CARLSON,
0,75% de bupivocaina Andlise microscopica indicou a | 1991
(120 min); preservacdo das fibras do tecido
Choque osmético com conectivo e de componentes da ME,
em solucdo gelada de enquanto fibras musculares néo
10mM EDTA e 0,05% de foram observadas;
azida; Organizacgéo 3D conservada.
3% Triton X-100 com
0,05% azida (24h a 4°C);
0,025% DNAse com 1M
NaCl e 0,05% azida (4-
8h, 4°C);
4%  desoxicolato de
sédio com 0,05% azida
(24-48h, temperatura
ambiente).
Ratos brancos | Diafragma. Agua destilada (por 72h | Recelularizacgdo in  vivo  por | Neovascularizacdo observada | GAMBA et
neozelandeses. a 4°C); transplante do scaffold acelular para | desde o quadragésimo dia até o | al., 2002
Desoxicolato de sodio | um modelo murino de defeito da | nonagésimo apos o transplante;
4% (por 4h); parede abdominal. SubstituicBo do biomaterial por
2000K unidades de tecido de cicatrizagcdo no
DNase | (por 3h); nonagésimo dia apos o transplante;
Todo o procedimento foi N&o foi observado infiltracdo de
repetido trés vezes. células musculares no biomaterial.
Camundongos Extensor digital | Glicerol 80%/ 0.9% | Recelularizacdo in vitro com | Foi observada fusdo celular; | BORSCHEL,
C57-BLS6; longo. NaCl/ 0.05% NaNi/ 25 | mioblastos C2C12. Limitada recuperacdo da forca | DENNIS e
mM EDTA (por 3 dias); contratil. KUZONJR,
Desoxicolato de sddio 2004

4.2%/ 0.05% NaN3; (por 3
dias);

Glicerol 80%/ 0.9%
NaCl/ 0.05% NaNi/ 25
mM EDTA (por 2 dias);
1% SDS/ 0.05% NaN;
(por 2 dias)

3% Triton X-100/ 0.05%
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NaNj3 (por 2 dias);

1% SDS/ 0.05% NaN;
(por 2 dias);

0.05% NaN; (por 2 dias).

Ratos Sprague— | Musculo Agua destilada (por 72h | Os scaffolds foram pré-cultivados | Integracio do scaffold ao teciduo do | CONCONI
Dawley. abdominal. a 4°C); com mioblastos isolados de ratos e | animal submetido ao transplante | et al., 2005
4% de desoxicolato de | entdo transplantados para um | com presenca de
sodio (por 4h); modelo de defeito da parede | neovascularizacéo, atividade
2000kU DNase | em 1M | abdominal. elétrica e fusdo celular até o
NacCl (por 3h); segundo més decorrido o]
Todos os passos foram transplante; Substituic&do do
repetidos. biomaterial por tecido de
cicatrizacdo e tecido adiposo por
volta do terceiro més apds o
transplante.
Ratos Lewis. Musculo Agua destilada (por 72h | Os scaffolds foram pré-cultivados | Integracdo do biomaterial ao tecido | COPPI et
abdominal. a 4°C); com mioblastos isolados de ratos e | do animal submetido ao transplante | al., 2006
4% de desoxicolato de | entdo transplantados para um | com neovascularizacdo e fusdo
sodio (por 4h); modelo de defeito da parede | celular;
2000kU DNase | em 1M | abdominal. O scaffold se manteve integro até o
NacCl (por 3h); nono més apads o transplante;
Todos os passos foram Os mioblastos pré-cultivados foram
repetidos. 0S maiores responsaveis pela
regeneracdo muscular.
Ratos Fisher | Quadriceps e | Agua ultra pura (por 48h | Recelularizacdo in  vitro  de | Auséncia de nicleos e células pela | STERN et
344/ Brown | musculo do | a4°C); superficies revestidas com extratos | coloragédo de DAPI e HE; al., 2009
Norway F1. tenddo do jarrete | 0,05% tripsina com | de ME com células satélites de | Presenca de colageno na ME e
fatiado em fatias | EDTA (por 1h a 4°C); ratos e humanos e com mioblastos | outras proteinas de alto e baixo
com espessura | 1% Triton X-100 (por | C2C12. peso molecular;
menor que | 120h a 4°C); Perda de  glicosaminoglicanas
500pum. Agua ultra pura (por 48h (GAGS);
a 4°C); Elevada proliferacao e diferenciacao
PBS (por 24h a 4°C). de células miogénicas na ME.
Ratos Lewis Musculo Agua deionizada (por | A matriz descelularizada foi | A matriz acelular suportou o | MERRITT et
gastrocnémioi 24h a 4°C); transplantada para ratos Lewis com | processo de neovascularizacdo e o | al., 2010
(pedacos de | Cloroférmio (96-120h); grande remocgdo cirrgica de | crescimento de miofibras, mas
aproximadamente | 2% SDS (por varios | segmentos do musculo | todos esses efeitos foram restritos a
1cm x 1cm) dias); gastrocnémico. periferia do biomaterial;

Agua deionizada (por

N&o foi observada recuperacdo
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varios dias);

0.1M tampéo Tris pH 9.0
(4h);

PBS + 1%
penicilina/estreptomicina;
Irradiacdo com luz UV
por 12h.

funcional.

Ratos Lewis Musculo Agua deionizada (por | Defeitos musculares foram tratados | Neovascularizacdo e crescimento | MERRITT et
gastrocnémioi 24h a 4°C); como no trabalho anterior, porém | de miofiboras foram observados, | al., 2010
(pedacos de | Cloroférmio (96-120h); ap6s uma semana apés o0 | contudo restritos a periferia do
aproximadamente | 2% SDS (por varios | procedimento células-tronco | biomaterial;
lcm x 1cm) dias); mesenquimais da medula 6ssea | Foi observada recuperacéo
Agua deionizada (por | foram injetadas no biomaterial. funcional do musculo apos 48 dias
varios dias); do transplante.
0.1M tampéo Tris pH 9.0
(4h);
PBS + 1%
penicilina/estreptomicina;
Irradiacdo com luz UV
por 12h.
Porco Musculo Agua deionizada; Recelularizagdo in vitro com | Prematura  diferenciacao com | DEQUACH
intercostal 1% SDS em PBS (por 4— | mioblastos C2C12. miofibras possuindo grande | etal., 2010
(pedacos de | 5 dias); diametro e elevado indice de fuséo.
aproximadamente | Agua deionizada.
1cm3).
Camundongo Musculo tibial | Incubagdo em 50nM | Recelularizagdo in vitro com | Repovoamento da superficie do | GILLIES et
C57BL/6 anterior. latrunculina B (por 2h a | mioblastos C2C12. scaffold pelas células cultivadas | al., 2010

37°C);

Incubacdo em 0.6M
cloreto de potassio (por
2h) seguido por
exposicao a 1.0M iodeto
de potéassio (por 2 h);
Agua destilada;
Incubacdo em 0.6M
cloreto de potéassio (por
2h) seguida por
exposicdo a 1.0M iodeto
de potassio (por 2 h);

apos 4 dias de cultura.
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Incubacdo em DNase |
(1kU/mL por 2h)

Agua destilada (por 2
dias).

Camundongo Musculo tibial | 1% SDS por 24 a 48h; O biomaterial descelularizado foi | Apés o transplante o biomaterial foi | PERNICONI
BALB/C anterior e | Trés lavagens com PDS. | transplantado para o0 modelo | repovoado por células miogénicas | etal., 2011
extensor  digital animal. que sofreram diferenciacao gerando
longo fibras musculares;
Infiltracdo do  biomaterial por
macrocitaria e de outras células
imunolégicas foi impedida por meio
de terapia imunosupressiva gerando
um aumento no processo de
formacdo de miofibras.
Porcos Musculo Protocolo de | Cultura in vitro de mioblastos e | O hidrogel sob injecao in vivo sofreu | DEQUACH,
Yorkshire esquelético da | descelularizagdo como o | células do musculo esquelético liso; | processo de gelificacdo gerando | LIN e CAM,
pata traseira | anterior; Infiltracdo por progenitores | uma matriz fibrosa; 2012
(pedacos de | Formacdo de hidrogel | musculares e células endoteliais | Quando aplicado a um modelo
aproximadamente | derivado da  matriz | apds injecao in vivo do hidrogel. murino de lesdo por isquemia da
1cmd). descelularizado por meio pata traseira foi capaz de aumentar
de tratamento  com a densidade arteriolar assim com da
pepsina. densidade de células endoteliais e
aumentou a infiltragdo por células
musculares proliferativas.
Ratos Lewis Musculo tibial | Procedimento de | Reparo in vivo de modelo de perda | Integracdo do biomaterial ao tecido | WU et al.,,
anterior. congelamento e degelo | muscular volumosa com a matriz | do animal transplantado com | 2012
seguido por banho em | acelular. presenca de neovascularizacéo.
agua deionizada (por
72h);
0.15% tripsina
(temperatura ambiente
por 1h);
0.3% Triton X-100 com
2% hidréxido de amonia;
Lavagem com PBS.
Como o anterior | Latissimo do | Como o anterior Como o anterior Completa integracdo do scaffold | CHEN e
dorso com o tecido do animal | WALTERS,
transplantado em 8 semanas apds o | 2013

procedimento com presenca de
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neovascularizacdo em toda a
extensao do biomaterial com células

provenientes do musculo
circundante;
Infiltracdo  limitada de  fibras

musculares no scaffold na oitava
semana,

Recuperacdo funcional devido o
preenchimento da leséo.
Como o anterior | Musculo tibial | Como o anterior. Ensaio de proliferacdo in vitro com | Pequenas fibras musculares | CORONA et
anterior. células satélite de ratos; observadas no biomaterial apés | al., 2013

Reparo in vivo de modelo de perda
muscular volumosa com a matriz
acelular seguido por injecdo de
células-tronco da medula dssea in
situ apos 7 dias do procedimento de
implante da matriz.

dois meses do procedimento;
Regeneracdo miogénica néo foi
observada até seis meses poOs-
transplante, contudo foi observado
estabelecimento  de infiltracdo
adipogénica nesse periodo;

Teciduo fibrotico foi observado no
grupo tratado com biomaterial assim
como naqueles que além do
biomaterial receberam a injecao de
células-tronco. O tecido fibroso foi
responsavel pela  recuperacao
funcional prematuramente
observada que ndo se sustentou
apos seis meses apos o tratamento.
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Gamba et al (2002) desenvolveram um biomaterial acelular derivado de
diafragmas de ratos que foram utilizados para o tratamento de modelos de defeito da
parede abdominal. Apo6s 40 dias, o biomaterial implantado mostrou sinais de
neovascularizacdo que persistiu até 90 dias apdés o transplante. Contudo, a
infiltracdo de ceélulas musculares ndo foi observada e a matriz descelularizada foi
substituida por tecido fibroso. Esse trabalho respondeu a questdo se biomateriais
proveniente de musculo descelularizado possuem a capacidade de gerar in vivo a
formacdo de novos vasos sanguineos. Contudo mais perguntas emergiram tais
como por que nao foi observada infiltracdo de células musculares e como a
substituicdo do biomaterial por tecido fibroso poderia ser evitada.

Com o intuito de melhorar os resultados do trabalho supracitado Conconi et al
(2005) utilizaram uma matriz acelular de musculo pré-cultivada com mioblastos
autdlogos para o tratamento de modelos de defeitos da parede abdominal. Os
animais que tiveram seu defeito muscular tratados apenas com a matriz
descelularizada tiveram o biomaterial completamente substituido por tecido fibroso
dentro do primeiro més pos-tratamento. Contudo nos animais tratados com a matriz
pré-cultivada com mioblastos foi observada uma integracdo entre o tecido do
hospedeiro e o biomaterial, assim como, neovascularizacdo, atividade elétrica e
presenca de fusdo celular até o segundo més apds o transplante. Vale salientar que
o implante manteve sua integridade até o segundo més apdés o transplante
apresentando decréscimo em sua atividade elétrica e substituicdo por tecido adiposo
no terceiro més provavelmente devido a um desequilibrio entre a necessidade
celular por oxigénio e 0 processo de surgimento de novos vasos.

A incapacidade de avaliar a origem das células presentes no biomaterial no
trabalho anterior levou esse grupo a desenvolver novos estudos (COPPI et al.,
2006). Como no trabalho anterior uma matriz muscular acelular pré-cultivada com
mioblastos foi usada para tratar defeitos da musculatura da parede abdominal. Os
mioblastos foram coletados de ratos machos e todo o processo de reparo do defeito
muscular foi desenvolvido em ratos do sexo feminino, desse modo os autores foram
capazes de discernir a origem das células por meio da expressao do gene SrY (do
inglés, sex-determining region Y). Os dois estudos mostraram que a metodologia
empregada foi capaz de gerar uma completa integracdo do tecido do hospedeiro
com o biomaterial ao garantir o crescimento de vasos sanguineos e fibras

musculares. Contudo o ultimo trabalho apresentou uma manutencdo da integridade
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do biomaterial por um maior periodo de tempo (até o nono més apos o transplante) e
apresentou uma disposicado longitudinal das fibras musculares. A analise da
expressdo do gene SrY mostrou que as células pré-cultivadas contribuiram no
processo de regeneracdo muscular visto que sua expressao foi observada desde o
primeiro até o nono més apds o transplante. Esses dados mostram que 0 uso
apenas da matriz muscular acelular para a regeneracdo de lesdes ndo € uma
metodologia eficiente e que o uso desses biomaterial pré-cultivado com células
isoladas € mais efetivo sendo capaz de regenerar a atividade elétrica do tecido
danificado.

Enquanto isso, Borschel, Dennis e Kuzon (2004) foram capazes de prever
algum dos resultados dos trabalhos anteriores avaliando o processo de
recelularizac&o in vitro de uma matriz acelular de musculo com mioblastos C2C12. O
biomaterial recuperou de forma parcial a capacidade contratii observada em
musculos in natura apés ser recelularizado com mioblastos essa recuperacao néao foi
completa possivelmente devido a incompletude do processo de recelularizacéo.
Essa recuperacédo foi acompanhada de fusédo celular fornecendo suporte a ideia de
que a matriz foi capaz de determinar o processo de diferenciacéo celular.

Com o intuito de avaliar se a matriz descelularizada de musculo poderia ser
aplicada na regeneracdo de perdas musculares volumétricas (VML, do inglés,
Volumeric Muscle Loss), Merritt et al. (2010b) transplantaram ME descelularizada do
musculo gastrocnémico de ratos Lewis para contrapartes com grandes defeitos
musculares cirurgicamente gerados nesse musculo. Foi observada uma crescente
infiltracdo de miofibras e células endoteliais apos 14 e 42 dias apos o transplante,
embora esse processo tenha sido restrito a area adjacente as suturas do biomaterial
ao tecido do hospedeiro. Enquanto uma recuperacao estética foi observada no
musculo tratado estad ndo foi correlacionada a uma recuperacao funcional, pois néo
foi observada uma melhora significativa da for¢ca contratil do constructo. Nesse
trabalho, em contraste com os anteriores, os autores foram capazes de desenvolver
uma metodologia de reparo de lesdo muscular baseada em matriz descelularizada
de musculo, sem o pré-cultivo de células nesse scaffold, que foi capaz de sustentar
infiltrac@o de células musculares apesar de esta ter sido restrita as areas periféricas
do biomaterial. Uma explicacdo para esse resultado diferente pode ser contabilizada
uma maior preservacdo das caracteristicas da ME nesse trabalho, devido a uma

técnica de descelularizacdo presumivelmente mais branda que a empregada em
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trabalhos anteriores. Para melhorar a recuperacéo de VML. Merritt et al. (2010a), em
um outro trabalho, injetaram células-tronco mesenquimais da medula Ossea
(BMSCs, do inglés, bone-marrow-derived mesenchymal stem cells) na matriz
descelularizada de musculo apés uma semana do processo de transplante em um
modelo murino. Enquanto o trabalho anterior desse grupo n&o mostrou uma
recuperacdo funcional significante, a injecdo de BMSCs de fato melhorou a forca
contratil maxima do muasculo tratado apos 42 dias. Como anteriormente observado, 0
repovoamento celular ocorreu no grupo que recebeu apenas a matriz jaA o grupo que
recebeu a injecdo de BMSCs teve um maior numero de células musculares e
endoteliais em comparagdo com o grupo anterior. De forma semelhante ao trabalho
anterior desse grupo a regido medial do biomaterial possuia uma menor presenca de
células quando comparada com a regido periférica, mesmo esses nameros sendo
maiores que no grupo tratado apenas com a matriz sem receber as CTs. Essa
diferente densidade celular com relagdo a area analisada do biomaterial decorre
presumivelmente pela dificuldade de difusdo de oxigénio e nutrientes para a regiao
medial do scaffold, visto que o processo de neovascularizagdo ainda ndo se mostra
completo. Em resumo, esses dados indicam que o tratamento de VML com ME
descelularizada oriunda de tecido muscular em associacdo com a terapia celular
uma metodologia factivel para a recuperagédo funcional de lesGes desse tecido.
Outros estudos analisaram a aplicabilidade dessa metodologia com diferentes
musculos como latissimo do dorso (CHEN e WALTERS, 2013) e tibial anterior (WU
et al., 2012; CORONA et al., 2013).

Comumente os protocolos para descelularizagéo de tecidos sédo baseados no
uso de detergentes e enzimas proteoliticas. Contudo, 0 emprego desses agentes
esta relacionado a perda de constituintes da ME desse modo uma metodologia
menos drastica € desejavel. Objetivando solucionar esse problema, Gillies et al.
(2010) desenvolveram um protocolo de descelularizacdo de tecido muscular sem o
emprego de detergentes ou enzimas. Esse protocolo se valia do uso de toxinas que
agiam de forma especifica na desestruturacéo do citoesqueleto, e como esperado, 0
protocolo foi minimamente agressivo a ME, visto que seus maiores constituintes
como colageno e glicosaminoglicanas foram preservados. Além disso, o biomaterial
assim obtido foi capaz de suportar, in vitro, proliferacdo celular demonstrando sua

biocompatibilidade.
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Perniconi et al. (2011) tentaram uma metodologia arrojada para a
regeneracao celular. Esse grupo usou um protocolo para a descelularizagdo de um
musculo inteirico, enquanto os estudos até o momento haviam lidado apenas com
porcoes desse tecido. O biomaterial obtido foi transplantado em camundongos
sendo observada infiltracdo celular apdés duas semanas do procedimento. A
infiltrac&o celular ndo foi restrita a periferia do biomaterial e eram compostas por
células imunogénicas e miogénicas, estas sendo capazes de gerar miofibras. Para
melhorar a recuperagao poés-cirurgica do modelo foi administrado um tratamento
imunosupressivo. Como resultado, a sobrevivéncia das miofibras foi estendida para
qguatro semanas ap0s o0 transplante contrastando com as duas semanas de
sobrevivéncia observada sem a administracdo do farmaco. Além disso, a infiltracédo
de células imunogénica foi diminuida acompanhada pela formacdo de novas
miofibras nas regides proximal e distal do musculo. Esses dados reafirmam a
validade da aplicagdo de biomateriais derivados da descelularizagcdo de tecido
muscular na regeneracédo desse tecido.

Outra estratégia para o uso de tecidos descelularizados como biomateriais
consiste na transformacgao desse material em um hidrogel que pode ser diretamente
aplicado na area danificada (FREYTES et al., 2008; SINGELYN et al., 2009; SEIF-
NARAGHI et al., 2010; YOUNG et al., 2011; WOLF et al., 2012; SAWKINS et al.,
2013). DeQuach et al. (2012) desenvolveram um hidrogel derivado de tecido
muscular esquelético descelularizado, que era capaz de sustentar e favorecer a
proliferacdo de mioblastos e células da musculatura lisa in vitro. Quando o hidrogel
foi aplicado in vivo por meio de injecdo ele sofria um processo de gelificacédo
originando uma matriz fibrosa. Esse material foi aplicado em um modelo murino de
isquemia da pata traseira e foi observado um aumento na densidade arteriolar bem
como da densidade das células endoteliais na area de aplicagdo. Também foi
observado que a matriz era capaz de recrutar células musculares proliferativas,
contudo apenas uma pequena fracdo delas eram progenitores de musculo
esquelético. Esse trabalho provou que a ME muscular retém sua bem documentada
capacidade de regeneracéo endotelial e muscular quando apresentada na forma de
hidrogel e que pode ser usada no tratamento tanto na perda muscular e vascular
observada em processo isquémico.

A ME descelularizada de musculo € um biomaterial que possui todos os pré-

requisitos para regeneracdo muscular. Primeiramente ele pode sustentar a
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proliferacdo de células musculares e endoteliais sendo capaz de recrutar
progenitores imunoldgicos para o local da regeneracdo enquanto fornece sinais
quimicos e espaciais para essas células entrarem em processo de diferenciacdo. E
importante frisar que a ME descelularizada de musculo € um material biodegradavel
e ndo toxico que mantém a organizacdo 3D nativa do musculo levando as células a
se organizarem em uma disposi¢cao funcional adequada. Contudo apesar dos
resultados empolgantes encontrados pelos trabalhos anteriores com matriz
descelularizada de musculo um grande problema a ser resolvido consiste na
incapacidade de manutencdo do enxerto de ME in vivo por um longo periodo de
tempo sem a necessidade de terapia imunossupressora que possuir elevado risco
para o paciente.

Logo, o presente trabalho visa estabelecer um protocolo de descelularizacéao
de tecido muscular esquelético de ratos Wistar que seja eficaz visto que como visto
na tabela Il os trabalhos na éarea até o presente momento ndo conseguiu
desenvolver um protocolo capaz de produzir um biomaterial que de fato consiga
sustentar a regeneracdo muscular. Grande parte dessa incapacidade esta
relacionada a rejeicdo do enxerto por resquicios celulares no scaffold. Dessa forma,
almeja-se desenvolver um protocolo de descelularizacdo que elimine as células do
musculo esquelético preservando sua estrutura quimica e estrutural. Portanto, o
protocolo aqui desenvolvido serd uma base para o desenvolvimento de novas

pesquisas.
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Estabelecer um protocolo de descelularizacdo de tecido muscular esquelético
de ratos Wistar gerando um biomaterial adequado para estudos de engenharia
tecidual.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir um scaffold baseado em descelularizacdo de tecido muscular
esquelético de ratos mantendo a composi¢cdo quimica e estrutural do
tecido in natura, porém com a eliminacéo de células.

e Padronizar a técnica de descelularizacao pela avaliacdo da quantidade
de DNA da amostra e da presenca de células utilizando técnicas
histolégicas;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MODELOS ANIMAIS

Os animais utilizados nos experimentos foram fornecidos pelo Centro de
Biologia da Reproducéo (CBR) da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF) e
todos os procedimentos utilizados estdo de acordo com 0s principios éticos na
experimentacdo animal adotados pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA) como foi aprovado pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (CEUA) da Pré-reitoria de Pesquisa da UFJF segundo o protocolo
n°033/2014.

3.2 EXTRACAO DOS MUSCULOS

A eutanasia dos ratos Wistar para a extracdo dos musculos foi realizada
imediatamente apds a sua chegada ao laboratério, ndo sendo mantido, portanto, em
biotério sob nossa responsabilidade.

Ratos Wistar machos com 60 dias de vida pesando aproximadamente 200 g
foram divididos em 3 grupos (n=5) e eutanasiados por meio da aplicacdo de injecao
intra-peritoneal de 90 mg/kg de ketamina e 10 mg/kg de xilazina (BUITRAGO et al.,
2008) seguida por perfuragcdo do diafragma. Posteriormente a constatacdo da
eutanasia os ratos tiveram seus musculos quadriceps femoral, de ambas as patas,
removidos cirurgicamente para posterior realizacdo do protocolo de descelularizacao
das amostras bioldgicas.

O primeiro grupo de musculos dos 5 ratos ndo foi submetido ao processo de
descelularizagcdo servindo como grupo controle negativo para as comparacoes
histoldgicas e de quantificacdo de DNA.

Os outros grupos de musculos dos 10 ratos restantes passaram pelo
processo de descelularizagdo. Sendo que um dos grupos de musculos de 5 ratos foi
destinado a caracterizacao histologica e quantificagcdo de DNA.

3.3 DESCELULARIZACAO
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Com o intuito de desenvolver um protocolo de descelularizacao eficiente do
tecido muscular esquelético a metodologia aplicada foi baseada nas metodologias
de Stern et al. (2009), DeQuach et al. (2012) e Wolf et al. (2012).

Resumidamente, apos extracdo os musculos foram lavados quatro vezes em
solucdo de soro fisiologico estéril com 1% (v/v) de solucdo comercial de antibioticos
(penicilina + estreptomicina 10000 U/mL) ficando o tecido em contato com a solucao
por 15 min durante cada lavagem. Em seguida os musculos foram congelados a -
80°C para posterior corte em fatias de aproximadamente 2,25 mm de espessura. O
material foi entdo lavado de 3 a 4 vezes em agua destilada com 1% (v/v) de solucéo
comercial de antibibticos (penicilina + estreptomicina 10000 U/mL) ficando o tecido
em contato com a solucdo por 15 min durante cada lavagem. Apds essa etapa o
tecido foi irradiado com luz UV por 20 min em cada face do material. Apos a
irradiacdo todo o protocolo foi realizado em fluxo laminar Termo 1300 Série A2 com
0 uso de solucdes estéreis. O tecido foi entdo digerido em uma solucéo de tripsina
0,05% contendo 0,2% de EDTA pH 7,6 por 2h a 37°C. Em seguida o tecido sofreu
banhos, sob refrigeracdo, em solucédo de SDS 1% (p/v) por 4 a 5 dias com trocas
diarias da solucdo. O material foi submetido a uma lavagem de 2 dias, com trocas
diarias da solucdo, em &agua destilada com 1% (v/v) de solugdo comercial de
antibiéticos (penicilina + estreptomicina 10000 U/mL) sob refrigeracédo. Finalmente, o

biomaterial assim obtido foi utilizado imediatamente para as subsequentes analises.

3.4 DETERMINACAO DA DESCELULARIZACAO

Os critérios para descelularizacdo foram definidos conforme Wolf et al. (2012):
conteado de DNA menor que 0.05 ng de DNA dupla fita por mg da matriz; residuos
de DNA devem ser constituidos de fragmentos menores que 200 pares de base; e
auséncia de estruturas nucleares apos coloracdo com 4,6 diamidino-2-fenilindol
(DAPI).

Para deteccdo dos nucleos as amostras foram fixadas em 10% (v/v) formalina
tamponada. As amostras fixadas foram entdo inclusas em parafina e seccionadas
com micrétomo e posteriormente coradas com DAPI para analise microscopica em

microscopio confocal Leica TCS SP5 II.
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Matrizes nao fixadas foram usadas para a quantificacdo de DNA. Para tanto
as amostras de tecidos foram maceradas, com o auxilio de cadinho e pistilo, em
nitrogénio liquido obtendo um po fino. O po6 foi entdo pesado e 0,05 g dele foi
adicionado a 500 pL de tampé&o de lise [10mM Tris-HCI + 0,21M EDTA + 0,5% SDS,
pH 8,0] sendo incubado em banho-maria a 37°C por 1h. Posteriormente, foram
adicionados 10 pL de proteinase K (10mg/mL) a suspenséo de tecido a qual foi
incubada a 55°C por 3h até a completa digestao do tecido. O lisado foi submetido a
extracdo de DNA por meio da adicdo de 1 volume de uma solucdo de
fenol:cloroférmio:&lcool isoamilico (proporcdo 25:24:1) e subsequente centrifugacéo
a 1300 RPM por 5 min. O sobrenadante foi recolhido e submetido a uma nova
extracdo com 1 volume de uma solucdo de fenol:.cloroférmio:alcool isoamilico
(proporcédo 25:24:1) e subsequente centrifugacdo a 13000 RPM por 5 min. O
sobrenadante da segunda extracao foi recolhido e a ele foi adicionado 1 volume de
uma solucdo de cloroférmio:alcool isoamilico (propor¢cdo 24:1) com posterior
centrifugacédo a 13000 RPM por 5 min. O sobrenadante foi recolhido e adicionado a
ele 0,2 volumes de solucdo de acetato de aménio 7,5 M e 1 volume de isopropanol
puro gelado que foi incubado em freezer -80°C por 5min para a precipitagdo do
DNA. Em um segundo momento, o material foi centrifugado a 13000 RPM por 15
min sendo que o sobrenadante foi descartado ao final do processo. Ao precipitado
foi adicionado 700 pL de etanol 70% gelado. A amostra foi entdo centrifugada a
13000 RPM por 5 min sendo que ao final o sobrenadante foi descartado. O
precipitado obtido foi lavado com 700 pL de etanol 90% gelado sendo novamente
centrifugado a 13000 RPM por 5 min. O sobrenadante foi cuidadosamente
descartado e o precipitado de DNA foi seco a temperatura ambiente overnight. As
amostras de DNA foram diluidas em 50 pL de agua ultrapura e incubadas em banho-
maria a 37°C por 30 min. Finalmente as amostras foram estocadas em freezer até o
uso para analises posteriores.

As amostras de DNA foram submetidas a quantificacdo por espectrometria
com o uso do NanoDrop 2000 no comprimento de onda de 260 nm. Além disso, para
observar a integridade do DNA extraido, uma eletroforese em gel de agarose 2%
(p/v) das amostras foi realizada.

3.5 ESTATISTICA
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Para a avaliagdo estatistica dos dados gerados e para a confec¢cdo dos
graficos o programa GraphPad Prism versao 5. O teste ANOVA seguido pelo teste t
de Student paramétrico foram utilizados para a discriminacdo da diferenca entre os

dados gerados.
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4 RESULTADOS

4.1 DESCELULARIZACAO

Apbs a execucdo do processo de descelularizacao foi possivel observar uma
progressiva modificacdo do tecido muscular que com o passar dos dias foi perdendo
sua tonalidade vermelha caracteristica da mioglobina e adquiriu um aspecto
translicido. Esse processo de perda de coloragcdo ocorreu inicialmente na periferia
do tecido e foi progredindo lentamente até as partes mais centrais do material como

pode ser observado na Figura I.

A

Figura I: ModificacBes macroscdpicas observadas no masculo apés processo de descelularizacao. A.
Aspecto do musculo apés etapa de digestdo enzimatica com tripsina; B. Inicio do processo de perda
da coloracao decorrido um dia de exposicédo a acdo do detergente SDS 1% (v/v); C. Progressao da
descoloragdo no terceiro dia de exposicdo a SDS 1% (v/v) e D. Descoloragao total observada no
quinto dia, e Ultimo, de exposi¢cao ao SDS 1% (v/v).

Para a confirmacao da descelularizacdo do musculo foi realizada a extracéo e
quantificacdo do DNA tecidual. Como pode ser observado na Figura Il a quantidade

de DNA presente no controle, ou seja, no musculo in natura, encontra-se em média
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a 0,8 £ 0,107ng de DNA por mg de material. Ja ap0s o processo de descelularizacao
esse valor caiu para em média 0,005 + 0,002 ng de DNA por mg de tecido.
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Figura Il: Quantificacdo de DNA antes e depois do processo de descelularizagdo do musculo de ratos.
Concentragcdo média no controle: 0,8 + 0,107 ng/mg. Concentragdo média no descelularizado: 0,005 +
0,002 ng/mg. p=0,0178. Segundo o teste t paramétrico ndo pareado.

Além da quantificacdo do DNA presente nas amostras de musculo de ratos, o
material foi submetido a uma analise histolégica com o corante DAPI em um
microscépio confocal para a pesquisa da presenca de nucleos. Como pode ser visto
no corte transversal do muasculo de rato representado na Figura Il é possivel
observar a delimitacdo dos fasciculos do masculo, com suas respectivas estruturas
celulares, devido a auto-fluorescéncia do tecido quando exposto a luz ultravioleta.
Além disso, pode ser observada a presenca de nuacleos na periferia das fibras

musculares do tecido ndo descelularizado.
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Figura Ill: Histologia de fluorescéncia do musculo de rato ndo descelularizado. Corte transversal com
ampliacao de 200 vezes. A. Coloragdo com DAPI (446nm-476nm) indicando a presenca de nucleos
na periferia das fibras musculares, além disso, é perceptivel uma auto-fluorescéncia da matriz na
faixa de comprimento de onda observado; B. Campo observado por meio de luz transmitida; C. Auto-
fluorescéncia da matriz na faixa de 500nm-557nm, podemos observar a inexisténcia de estruturas
nucleares nessa imagem provando a existéncia de auto-fluorescéncia da matriz estudada quando
submetida a luz ultravioleta e D. Sobreposi¢cédo das imagens A, B e C. Barra de 100 um.

Por sua vez, o material descelularizado ndo apresenta estruturas nucleares
nem celulares ao ser submetido a microscopia confocal como demonstrado na
Figura IV. Pode-se observar apenas a delimitacdo dos fasciculos sem a presenca de
estrutura celular devido a auto-fluorescéncia das proteinas da matriz extracelular do

musculo de rato.
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Figura IV: Histologia de fluorescéncia do musculo de rato descelularizado. Corte transversal com
ampliacdo de 200 vezes. A. Coloracdo com DAPI (446nm-476nm) sem a presenca de ndcleos ou
estrutura celulares, porém é perceptivel apenas uma auto-fluorescéncia da matriz na faixa de
comprimento de onda observado; B. Campo observado por meio de luz transmitida; C. Auto-
fluorescéncia da matriz na faixa de 500nm-557nm, podemos observar a inexisténcia de estruturas
nucleares nessa imagem provando a existéncia de auto-fluorescéncia da matriz estudada quando
submetida a luz ultravioleta e D. Sobreposicao das imagens A, B e C. Barra de 100 um.
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5 DISCUSSAO

5.1 DESCELULARIZACAO

Assim como, Borschel, Dennis e Kuzonjr (2004) e Perniconi et. al. (2011),
obtivemos um tecido descelularizado com aspecto translicido e com uma coloracéo
ligeiramente amarela clara, como pode ser visto na Figura I. Aléem disso, a perda da
coloragdo avermelhada caracteristica da mioglobina do tecido muscular foi
progressivamente perdida com o passar dos dias sob acdo de solugdes de
detergentes, presumivelmente devido ao processo de lise celular esperado durante o
processo de descelularizacdo. Pobde-se notar que esse processo de
descelularizacdo/perda de coloracdo ocorreu inicialmente na periferia do tecido e
que so foi completado apds o quinto dia sob acdo de detergentes. Esse fenémeno
pode ser explicado pelo fato da técnica de descelularizacdo, empregado no presente
trabalho, se valia da difusdo das solucdes pelo tecido, visto a inexisténcia de um
sistema adequado para a perfusdo das solugbes o que teria diminuido
significantemente o tempo requerido para a descelularizacao.

Os critérios para descelularizacédo foram definidos conforme Wolf et al. (2012):
conteudo de DNA menor que 50ng de DNA dupla fita por mg da matriz; residuos de
DNA devem ser constituidos de fragmentos menores que 200 pares de base; e
auséncia de estruturas nucleares apos coloracdo com 4,6 diamidino-2-fenilindol
(DAPI).

Desse modo, o protocolo de descelularizacdo empregado no presente
trabalho conseguiu se enquadrar nos requisitos de descelularizacdo supracitados,
visto que, néo foi possivel observar estruturas nucleares na coloragdo com DAPI nos
musculos submetidos a descelularizacdo. Além disso, a analise detida das Figuras
[ll e IV nos permite verificar a manutencao da estrutura 3D da matriz extracelular dos
musculos de ratos apos serem submetidos ao processo de descelularizagéo, visto
gue a auto-fluorescéncia do material nos comprimentos de ondas analisados
revelam a permanéncia de uma estrutura com aspecto de trelica que visivelmente
corresponde aos limites dos fasciculos musculares. Tais estruturas em trelica foram
observadas também no trabalho de Perniconi et. al. (2011) no qual por meio de

imunofluorescéncia foram capazes de determinar a composi¢ao dessas fibras como
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sendo formadas por fibronectina e laminina. Dessa forma, por inferéncia, postulamos
que as estruturas visualizadas nesse trabalho também s&o compostas por tais
proteinas.

O fato da quantidade de DNA por mg de tecido ter ficado em média abaixo de
0,005 ng/mg representa outro indicio que corrobora a descelularizacdo do material.
Esse valor representa uma diminuicdo de em média 99,0% da quantidade de DNA
presente no tecido apdés o processo de descelularizacdo. Essa diminuicdo do
conteudo de DNA encontra-se dentro da faixa obtida em trabalhos como o de Wolf et
al. (2012) que obtiveram uma reducao de 99,5% (7,42+1,67 ng/mg de DNA na matriz
para 1549 +489 ng/mg de DNA no controle), porém era baseado em um protocolo
bem mais complexo e agressivo que o utilizado nesse trabalho. Além disso, essa
pequena diferenca percentual pode ser contabilizada na metodologia diferenciada de
extracdo e quantificacdo empregada nos dois trabalhos, bem como a diferenca das
espécies e porte dos animais dos quais os tecidos foram extraidos. GILLIES et al.
(2010), utilizando um meétodo inovador de descelularizacdo de um musculo inteiro
baseando-se na acédo especificas de toxinas contra as fibras musculares foram
capazes de obter uma quantidade de DNA de 2,92 +0,14 pg/mg de tecido no
material in natura e de 0,12 £0,01 pg/mg de tecido no material descelularizado o que
se encontra acima do valor de 0,05 ng/mg estipulado. Provavelmente essa
incapacidade de atingir a reducao no conteudo de DNA estipulado tem como origem
a dificuldade de difusdo de solugbes em um mauasculo inteiro levando a uma
incompleta descelularizacdo e remocgdo das estruturas macromoleculares
indesejadas do tecido. Desse modo, apesar do trabalho supracitado ser considerado
0 Unico que realmente desenvolveu um meétodo eficaz para a descelularizacédo de
porcdes grandes de musculo quando este € analisado sob a Optica atual percebe-se
que na realidade ainda precisamos de uma estratégia eficaz para conseguir superar
a barreira pratica imposta pela difusdo. Desse modo enquanto essa barreira nao for
rompida a utilizacdo pratica de matriz descelularizada de musculo ficara restrita a

regeneracao de lesdes pequenas em modelos animais.



50

6 CONCLUSAO

Podemos concluir que o presente trabalho conseguiu produzir uma matriz
descelularizada de musculo esquelético de ratos Wistar com niveis ideais para o
processo de recelularizacdo. Além disso, o presente trabalho representa um avango
na técnica de descelularizacdo de musculo esquelético, pois, utilizando um protocolo
simples, foi capaz de alcancar niveis de descelularizacdo maiores que os descritos
na literatura mantendo a estrutura 3D do tecido. Porém mais estudos s&o
necessarios para a melhor caracterizar os efeitos dessa matriz. Desse modo, temos
como perspectiva futuras cultivar as células tronco mesenquimais da polpa dentaria
humana sob o biomaterial com o intuito de observar possiveis modificacbes
morfolégica nessas células ao entrarem em contato com a matriz e avaliar a

capacidade de repopulacdo dessa matriz por esse tipo celular.
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