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Resumo

Fundameto: O enxerto de pericardio pode ser usado em muitos procedimentos de correcao cirdrgica. Uma das estratégias da
engenharia tecidual é o processo de descelularizacao. No entanto, embora esse processo diminua a resposta imunogeénica,
a descelularizacao pode modificar tanto o comportamento como a composicao da matriz extracelular natural.

Objetivos: Avaliar a eficacia da descelularizacao usando baixa concentracao de dodecil sulfato de sédio na remocao celular,
na manutencao das propriedades da matriz extracelular e na integridade mecanica do pericardio humano descelularizado.

Métodos: A descelularizacao foi realizada com dodecil sulfato de sédio e acido etilenodiamino tetra-acético. Foi realizada
andlise histolégica, quantificacio de DNA, e avaliacdo de glicosaminoglicanos e colageno. O estudo biomecanico foi
conduzido pelo teste de tracao para comparar os efeitos da descelularizacao sobre as propriedades teciduais de resisténcia
atracao, alongamento e médulo de elasticidade. Foi considerado um valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo.

Resultados: Observou-se uma reducao na quantidade de niicleos presentes no pericardio apds a descelularizacao,
apesar de manter quantidades similares de feixes de elastina e de colageno. As concentracoes de DNA do pericardio
descelularizado foram significativamente reduzidas para menos que 511,23 * 120,4 ng por mg de peso seco (p < 0,001).
O teste biomecanico nao apontou diferencas entre os tecidos fresco e descelularizado.

Conclusao: A descelularizacao reduziu a concentragao de células bem como os componentes da matriz extracelular sem
afetar suas propriedades biomecanicas. (Arq Bras Cardiol. 2019; 113(1):11-17)
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Abstract

Background: Pericardium tissue allograft can be used for surgical repair in several procedures. One of the tissue engineering strategies is the process
of decellularization. This process decreases immunogenic response, but it may modify the natural extracellular matrix composition and behavior.

Objective: The aim of this study was to evaluate the effectiveness of cell removal, maintenance of extracellular matrix properties and mechanical
integrity of decellularized human pericardium using a low concentration solution of sodium dodecyl! sulfate.

Methods: Decellularization was performed with sodium dodecyl sulfate and ethylenediaminetetraacetic acid. Histological analysis, DNA

quantification, evaluation of glycosaminoglycans and collagen were performed. Biomechanical assay was performed using tensile test to compare
the decellularization effects on tissue properties of tensile strength, elongation and elastic modulus. P < 0.05 was considered significant.

Results: There was reduction in visible nuclei present in pericardium tissue after decellularization, but it retained collagen and elastin bundles
similar to fresh pericardium. The DNA contents of the decellularized pericardium were significantly reduced to less than 511.23 = 120.4 ng per
mg of dry weight (p < 0.001). The biomechanical assay showed no significant difference for fresh or decellularized tissue.

Conclusion: The decellularization process reduces cell content as well as extracellular matrix components without changing its biomechanical
properties. (Arq Bras Cardiol. 2019; 113(1):11-17)
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Introducao

O desenvolvimento de bioscaffolds a partir da matriz
extracelular (MEC) tem sido muito almejado para uso na
engenharia tecidual e medicina regenerativa.' Esses scaffolds
podem ser obtidos a partir de uma variedade de fontes
teciduais alogénicas e xenogénicas de diferentes espécies.
No entanto, a antigenicidade do biomaterial representa
a primeira barreira para se expandir o uso de tecidos
xenogénicos na pratica clinica.’?

O pericardio é um tecido biolégico rico em coldgeno
contendo glicoproteinas e glicosaminoglicanos.® Trata-se de
um tecido prontamente disponivel, maledvel e de facil
manipulacio. O pericardio humano pode ser usado como um
remendo (patch) em cirurgias cardiacas* e nao cardiacas, tais
como na doenga de Peyronie,* glaucoma, e cirurgia de cérnea®*
para cobrir explantes esclerais” e oculoplastias.®

O patch de pericardio humano é um material bem
conhecido na cirurgia cardiovascular.* Quanto as caracteristicas
fisico-quimicas, o pericardio autélogo usado em cirurgia inclui
pericardio fresco’'® e pericardio tratado com glutaraldeido."
Porém, enquanto o uso de pericardio aut6logo fresco ndo tratado
pode resultar em retracdo, espessamento, fibrose e perda de
maleabilidade do tecido,? o uso do pericardio autdlogo tratado
com glutaraldeido pode resultar em calcificagao.™

Assim, o principal desafio é o desenvolvimento de bioscaffold
derivado da MEC que seja biocompativel e funcional. O uso de
tecidos biolégicos aumenta os riscos potenciais de transmissao
de patégenos' e resposta inflamatéria ou imunogénica.>'®
As técnicas de descelularizagao tém sido usadas para
minimizar essas questoes.'®

A descelularizagao tecidual pode ser realizada utilizando-se
diferentes protocolos, extracio com detergente ou extragao
enzimética com solugdes hipotonicas ou hipertonicas e
tratamentos fisicos (agitacdo, sonicagdo, pressao mecanica,
congelamento-descongelamento).? O método ideal de
descelularizacdo deve remover todos os componentes
antigénicos (acidos nucleicos, membranas celulares, estruturas
citoplasmaticas, lipidios e matriz soltvel) do tecido sem danificar
a estrutura e a integridade da MEC."'8 Contudo, o processo
de descelularizagdo pode modificar a composicao natural da
MEC, bem como suas caracteristicas mecanicas e estruturais.'
Ainda, altos niveis de variabilidade dos doadores quanto a
composigao da MEC leva a diferente composigao fraciondria da
MEC ap6s a descelularizagao. Assim, a padronizagao da MEC
como um biomaterial ainda é um desafio.’® Apesar de varios
procedimentos de descelularizagdo ja terem sido descritos, o
presente estudo avaliou a utilizagdo de baixa concentragdo
de detergente.

O objetivo deste estudo foi avaliar a remogao celular,
a manutengao das propriedades da MEC e a integridade
mecanica do pericardio humano apés o processo de
descelularizacdo utilizando uma solugdo com baixa
concentragdo de dodecil sulfato de sédio.

Métodos

Todos os procedimentos foram realizados de acordo com
a Portaria nimero 2600 do Ministério da Satde, publicada

em 11 de dezembro de 2009, e resolugdo RDC n° 55 da
ANVISA, publicada em 11 de dezembro de 2015. O estudo
foi aprovado pelo Comité de Etica da Pontificia Universidade
Catélica do Parana (protocolo ntimero 1.455.773).

Doadores

Foi obtido, sob condigbes assépticas, pericardio de
14 doadores em PCE e ME por amostragem de conveniéncia.
Apbs o explante do coragao, o érgao foi colocado em uma cuba
contendo solugao salina a 2-8°C, e os coagulos intracavitdrios
foram lavados. O 6rgao foi colocado em um saco pléstico
esterilizado, imerso em (NaCl 0,9%) gelada em quantidade
suficiente para manter o 6rgao totalmente imerso. Esse saco foi
lacrado, e colocado em dois outros sacos plasticos (embalagem
tripla), de modo que cada saco foi adequadamente amarrado
ou selado. A embalagem contendo o érgdo foi colocado em
um recipiente hermético e armazenado dentro de uma caixa
térmica com gelo e transportado para o banco de tecidos
humanos. A dissecgao foi realizada dentro de 48 horas
da parada cardiaca. Realizou-se disseccao do tecido para
remogao de tecido conjuntivo, e o saco pericardico cortado
em tiras, as quais foram armazenadas individualmente em
solucdo salina a 2-8°C. As amostras sanguineas foram testadas
para HIV, HTLV I/ll, HBV, HCV, sffilis, citomegalovirus (IgM
e 1gC), toxoplasmose (IgM e I1gG) e doenga de Chagas.
Os dados dos doadores foram obtidos dos prontuarios
médicos. Qualquer sorologia positiva foi usada como critério
de exclusdo, exceto IgG positivo para toxoplasmose e 1gG
para citomegalovirus.

Controle microbiolégico

Antes do preparo do tecido, 30mL de solugdo de transporte
(solugdo NaCl 0,9%) foi obtida assepticamente com uma
seringa em cabine de seguranca biolégica classe II-A, e
igualmente distribuida em um recipiente de 90mL contendo
tioglicolato (Laborclin, Pinhais, Brasil), 90mL de caldo de soja
triptico (Laborclin, Pinhais, Brasil) ou 90mL de agar Sabouraud
(Laborclin, Pinhais, Brasil) para andlise bacteriolégica e
micolégica. As amostram foram cultivadas por 14 dias a 35°C,
22°C e 22°C, respectivamente. As culturas foram examinadas
diariamente quanto a evidéncia visual de turvacao; aquelas
que apresentavam crescimento de microrganismos foram
identificadas quanto ao género e espécie.

Preparo do tecido e descontaminacao

O tecido adiposo foi dissecado com auxilio de tesouras e
pingas. O pericardio foi dividido em duas partes para caracterizar
o pericardio fresco versus pericardio descelularizado.
Os pericardios foram descontaminados em meio RPMI 1640
(Sigma-Aldrich, St. Louis, EUA) contendo antibiéticos (240 ug/mL
cefoxitina, 50 ug/mL vancomicina, 120 ug/mL lincomicina e
100 ug/mL polimixina B), e mantidos a 2-8°C por 24-48 horas.
Culturas que permaneciam positivas apds a descontaminagao
foram usadas como critérios de exclusao.

Descelularizacao

Em resumo, os pericardios foram tratados sob agitacao com
uma solugao de dodecil sulfato de s6dio (SDS, Sigma-Aldrich,
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St. Louis, USA) a 0,1% P/V. Em seguida, foram lavados com
etanol a 70% (V/V) por 24 horas em temperatura ambiente,
seguido de 10 dias de lavagem com cloreto de sédio (0,9%)
para remogao de substancias residuais e fragmentos celulares.

Analise histolégica

Cortes longitudinais de 3,0 mm foram fixados com formalina
tamponada neutra a 10% e em seguida em parafina. Cortes de
4 um de espessura foram depois realizados. Para andlise da
integridade morfolégica do pericérdio, realizou-se marcagao
com hematoxilina e eosina (H&E) e Russell-Movat (RMP), e
utilizou-se um microscépio 6tico BX51 (Olympus Toquio,
Japao). Pericardio fresco foi usado como controle para avaliar
mudancas causadas pela descelularizagdo. As laminas foram
examinadas utilizando-se um scanner Axio Scan.Z1 (Carl
Zeiss Microscopy GmbH, Jena, Alemanha), e o preparo das
imagens foi realizado usando-se o programa Zen lite (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha).

Extracao e quantificacao de DNA

A quantificacio de DNA foi usada para determinar o total de
DNA remanescente comparando-se seus niveis no pericardio
fresco e no pericardio descelularizado. As amostras de tecidos
foram pesadas, purificadas e reidratadas usando-se o kit
QIAGEN DNeasy para amostras de sangue ou tecido (QIAGEN,
Valencia, EUA), seguindo-se protocolo recomendado.
A concentragcdo de DNA extraido foi determinada usando
o espectrofotdbmetro Nanodrop (ThermoFisher Scientific,
Wilmington, EUA). A amostra de DNA extraida (1ulL) foi
colocada no Nanodrop, e a absorbancia determinada a 260
nm. Foram realizadas quatro leituras para cada amostra, e
a média foi considerada como a absorbancia da amostra.
A concentragdo de DNA foi calculada e expressa em
microgramas por miligrama de tecido seco.

Caracterizacao bioquimica

Glicosaminoglicanos sulfatados (GAGs)

O pericérdio foi digerido com uma solugao de papaina
a 60 °C por 6 horas. A papaina (Sigma, St. Louis, MO) foi
dissolvida a 400 mg/mL em tampao fosfato 0,17 M (pH 6,0)
contendo hidrocloreto de cisteina 5mM e EDTA 5mM. Os
produtos da lise foram usados para deteccao da quantidade
de GAGs, a qual foi medida usando-se o kit Blyscan (Biocolor,
Newtownabbey, Reino Unido), seguindo-se o manual do
fabricante. O lisado de tecido foi misturado com o corante
Blyscan para esse se ligar ao GAG. O complexo GAG-corante
foi entdo coletado por centrifugagdo. Subsequentemente, o
sobrenadante foi removido, o tubo drenado, e em seguida
adicionou-se o reagente de dissociacao. A solugao foi entao
transferida para uma placa de 96 pocos. A absorbancia em
relacdo ao controle de referéncia foi obtida a um comprimento
de onda de 656 nm em um espectrofotdmetro VersaMax™
(Molecular Devices, Sunnyvale, EUA). A quantidade de GAGs
foi calculada com base na curva padrao obtida com o GAG
padrao do kit.
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Colageno

A concentragao de colageno no pericardio foi determinada
pelo ensaio Sircol (Biocolor, Newtownabbey, Reino Unido),
seguindo-se as instrugdes do fabricante. Os pericardios foram
incubados a 480C por 48 horas em acido acético 0,5M
contendo pepsina 0,1 mg/mL. As amostras foram adicionadas
ao corante Sircol, e os complexos coldgeno-corantes foram
formados e precipitados. Apés a centrifugagao, o precipitado
foi lavado uma vez com solucao de lavagem e suspenso
em reagente alcalino. A solugao foi transferida para uma
placa de 96 pogos e a leitura da absorbancia realizada pelo
espectrofotdmetro VersaMax™ (Molecular Devices, Sunnyvale,
EUA) a 550 nm. A quantidade de colégeno foi calculada com
base em uma curva padrao obtida com colageno tipo I bovino
padrao fornecido no kit.

Analise de citotoxicidade

A citotoxicidade do pericardio descelularizado foi
avaliada de acordo com 1SO 10993/5. Fibroblastos L929
(ATCC linhagem CCL 1, NCTC clone 929) foram semeados
em placas de seis pogos (Nest) em uma densidade de
1x10° células/pogo. Em c2mM + soro bovino fetal 10%.
As placas foram incubadas por 48 horas a 37°C em ambiente
controlado (5% + 0,5% de CO,) até que se obtivesse uma
monocamada, em confluéncia superior a 80%. O meio
foi removido dos pogos e substituido com agar 1,8% e
corante vermelho neutro a 0,01%. Amostras em triplicata,
controle positivo, negativo e branco sobre a camada de
agar configuraram as placas. Apés incubagao por um
periodo de 24 horas a 37°C em atmosfera umidificada
(5% *+ 0,5% de CO,), mediu-se a zona de inibigdo ao redor
das amostras, uma vez que o vermelho neutro ndo contém
células mortas. A reatividade bioldgica das amostras foi
classificada de 0 a 4 de acordo com os seguintes critérios:
0=auséncia de citotoxicidade (auséncia de uma zona de lise
sob a amostra); 1=leve (zonas de lise celular somente sob a
amostra); 2=baixa (zonas de lise celular <5 mm da amostra);
3=moderada (zonas de lise celular >5 mm e <10 mm
da amostra); 4=grave (zonas de lise celular >10 mm,
sem envolver o pogo inteiro. Além disso, os pogos foram
examinados com um microscépio invertido (Nikon Eclipse
TS 100; Nikon) para avaliar alterages celulares.

Estudo biomecanico

O estudo biomecanico do pericardio humano foi
realizado pelo teste de tracdo para comparar os efeitos
de descelularizagdo sobre as propriedades teciduais de
resisténcia de tragao, alongamento e médulo de elasticidade.
Os testes foram realizados pela maquina universal EMIC DL
500. Foram utilizadas oito amostras de tecido fresco e seis
amostras de tecido descelularizado, e a diregao de tracdo
das fibras de colageno foi aleatéria. A amostra (forma de
halteres, do inglés dumbbell-shaped) foi baseada no padrao
ASTM D1708-13 devido ao pequeno tamanho do tecido
disponivel. Para obtengdo das amostras, foi necessario a
fabricacao de um cortador de ago, seguindo-se especificagbes
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padrdes, usado para cortar o pericardio. Antes de cada teste,
foram obtidos espessura, largura e comprimento inicial
das amostras. A espessura e a largura sao necessérias para
célculo da area transversal e consequentemente do estresse
(equagao 1). O comprimento inicial é necessério para calculo
da tensdo e porcentagem de alongamento (equagao 2).
A espessura foi medida com um medidor préprio em trés
pontos do tecido. Aplicou-se uma pré-carga de 0,1 N e
velocidade de 5mm/min.

Equacdo 1. Célculo do estresse

c = F/A

onde:

o € o estresse, em Megapascal [MPa];
F é a forga, em Newton [N] e

A é a area transversal em milimetros quadrado (mm?)

Equacao 2. Calculo da porcentagem de alongamento
%El = (AC/Ci) x 100 = & x 100

onde:

%El é a porcentagem de alongamento;

AC é a variagdo do comprimento da amostra, em
milimetros (mm);

Ci é o comprimento inicial da amostra em mm, e

€ é atensao em mm/mm

Analise estatistica

As varidveis continuas com distribuicio normal foram
expressas em média + desvio padrdo (DP), e aquelas com
distribuigdo ndo normal em mediana e intervalo interquartil
SD. As variaveis categoricas foram expressas em frequéncias ou

porcentagens. O teste t de Student e o teste de Mann-Whitney
foram usado para variaveis continuas de distribuicao normal e
nao normal, respectivamente. Todos os testes foram bicaudais,
e um valor de P =< 0,05 foi considerado significativo. A andlise
estatistica foi realizada usando o SPSS 23.0.

Resultados

Caracteristicas dos doadores

A idade média dos doadores foi 39 = 14 anos, variando
entre 17 e 59 anos. A maioria n = 12 (86%) dos doadores
se autodeclarou como brancos e um individuo como
afrodescendente n = 1 (7%). A raga de um paciente (7%) nao
foi encontrada registrada.

Avaliacao microbiolégica

Solugdo de transporte foi positiva em cinco das
14 amostras. Foram identificadas as bactérias Corynebacterium
spp., Streptococcus salivarius, Staphylococcus aureus,
Klebsiella oxytoca, Anaerococcus prevotii e Leuconostoc
pseudomesenteroides. Os demais testes microbiolégicos apds
descontaminagéo e descelularizagao foram negativos.

Analise da integridade da MEC e remocao das células

A coloragdo com H&E e DAPI mostraram redugio dos
nicleos visiveis presentes no tecido do pericardio apés
a descelularizacao (Figura 1 A, B, D e E). Os principais
componentes da MEC foram examinados com coloragao
RMP (colageno: amarelo; elastina: preto; glicosaminoglicanos:
azul). A estrutura das fibras extracelulares do pericéardio
descelularizado reteve grupamentos de coldgeno e elastina
similares aos do pericardio fresco. No entanto, o tecido
descelularizado apresentava espessura aumentada em
comparagao ao tecido fresco (Figura 1 C e F).

Figura 1 — Caracterizagdo histoldgica do pericérdio humano fresco e pericérdio humano descelularizado. Coloragdo hematoxilina e eosina (H&E) e a coloragdo de
DAPI ndo mostraram evidéncia de células nos cortes teciduais (D e E). H&E e RPM mostraram que a descelularizagédo néo afeta a estrutura dos feixes de colageno);
no entanto, houve uma redugéo no coldgeno e aumento na espessura do tecido descelularizado em comparagéo ao tecido fresco (D e F)

Arq Bras Cardiol. 2019; 113(1):11-17
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Quantificacao de DNA

A quantidade de DNA no tecido de pericardio fresco com
todos os componentes celulares foi 1591 = 726 ng por mg
de peso seco, ao passo que no pericardio descelularizado, a
quantidade de DNA foi reduzida para 511.23 = 120.4 ng
por mg de peso seco. (p < 0,001) (Tabela 1).

Efeito da descelularizacao sobre o teor de GAGs e colageno

A concentragao de coldgeno por mg de peso seco
do pericardio humano antes e a apés a descelularizagao
foi 126,9 = 45,8 e 138,3 = 58,6 ug/mg de tecido seco,
respectivamente (p = 0,716). Apds a descelularizagao,
observou-se um pequeno aumento na concentragao de
colageno no tecido de pericardio fresco. A concentragao de
GAG:s foi 0,64 = 0,50 e 0,02 + 0,06 por mg de tecido seco
antes e a ap6s a descelularizacao, respectivamente (p = 0,014)

Analise de citotoxicidade

O pericardio humano descelularizado (n=3) foi incubado
por 24 horas (Figura 2A). A descelularizagdo nao teve efeito
sobre as células, apontado pela morfologia normal das células
ap6s a incubagao. O controle negativo também nao teve efeito
sobre as células (Figura 2B), ao passo que o latex (controle
positivo) causou morte celular (Figura 2 C).

Estudo biomecanico

Nao houve diferenga estatistica (teste de Welch: p = 0,9518)
na espessura do pericardio entre o tecido fresco e o tecido
descelularizado (0,45 + 0,06 mm e 0,44 + 0,05 mm),
respectivamente. A resisténcia de tracdo, alongamento e
médulo de elasticidade eldstico sao apresentados em graficos
de dispersao em colunas (Figuras 3A, B e C), em média e DP.
A diferenga média entre os grupos ndo foi estatisticamente
significativa para nenhuma das caracteristicas. A curva da
média stress-tensao dos tecidos fresco e descelularizado séo
apresentados na Figura 3D, o que demonstra o comportamento
tipico de tecidos bioldgicos descrito anteriormente.? Também é
possivel observar que o comportamento das curvas foi similar na
fase inicial até a fase de transicao, mantendo-se praticamente
paralelas até a tensdo maxima.

Discussao

O objetivo da descelularizagao é minimizar a resposta
imune por meio da total remocao dos componentes
celulares, bem como pela preservagdo das caracteristicas
fisicas da MEC.2?' O tecido descelularizado ideal deve atingir
completa descelularizagdo e preservagao da MEC quanto a
estabilidade e fungdo biomecénica. Porém, reconhece-se

que qualquer protocolo de descelularizagao pode resultar na
ruptura da MEC e potencial perda da estrutura e composigao
da superficie.?

No presente estudo, a analise histol6gica mostrou que,
apesar de a maioria dos componentes celulares ter sido
removido, houve redugédo de alguns componentes da MEC e
aumento da espessura do tecido descelularizado. Resultados
semelhantes foram descritos por Courtman et al.,* com
aumento em trés vezes na espessura do tecido. No entanto,
no estudo de Mirsadraee et al.,> em que se utilizou
um protocolo de descelularizagdo com SDS, nao foram
observadas mudangas significativas no pericardio humano
descelularizado em comparagdo ao pericardio fresco na
analise histolégica.

No presente estudo, o pericardio humano descelularizado
apresentou pequeno aumento na quantidade de coldgeno e
uma redugao significativa na quantidade de GAGs. Esses dados
estao de acordo com os relatados por Mendoza-Novelo et al., %
que mostraram uma reducao na quantidade de GAGs no
pericardio fresco ap6s a descelularizagdo com tridecil alcool
etoxilado e dilatagao reversivel em meio alcalino.?* Por outro
lado, Mirsadraee et al.,? relataram um pequeno aumento no
teor de hidroxiprolina e GAG no tecido apés a descelularizagao.
Os autores concluiram que o aumento de hidroxiprolina
deveu-se ao aumento relativo na proporgao dessas moléculas
em relagdo ao peso seco, dada a perda de proteinas soltveis
e componentes celulares.

A fim de assegurar uma remogao residual adequada, foram
realizados testes de citotoxicidade para determinar o efeito
de residuos quimicos presentes no tecido descelularizado
sobre o crescimento de células L929. Os resultados do teste
mostraram crescimento adequado das células em contato com
amostras do pericardio humano descelularizado, indicando
que os tecidos descelularizados eram atéxicos. Esse resultado
também se correlaciona com dados de um estudo prévio?
com pericardio humano descelularizado.

N6s comparamos as propriedades mecanicas do pericardio
fresco e do pericardio descelularizado, e ndo observamos
diferencgas significativas entre elas. A descelularizacdo com
SDS em si nao modifica o desempenho do pericardio
humano quanto aos parametros de resisténcia de tragao,
alongamento e médulo de elasticidade. Esses resultados
haviam sido avaliados em pericardio humano acelular.?®
Em um estudo mais recente, em comparagao ao pericardio
fresco, as propriedades biomecdnicas do pericardio
descelularizado e criopreservado foram mantidas.?

No entanto, este estudo ndo avaliou o desempenho
do implante de pericdrdio humano descelularizado.
A andlise in vitro ndo é suficiente para confirmar completa

Tabela 1 - Concentragéo de colageno, glicosaminoglicanos e DNA no pericardio humano descelularizado

Colageno pg/img Glicosaminoglicano pg/img DNA ng/mg
Pericardio fresco 126,9+458 0,64 £ 0,50 1591 £726,0
Pericardio descelularizado 138,3 + 58,6 0,02 +£ 0,06 511,23 £120,4
Valor de p 0,716 0,014 < 0,001
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Figura 2 - Teste de citotoxicidade sobre camada de &gar. Imagem do teste apés 24 horas em contato com a camada de 4gar. Pericérdio humano descelularizado (A),

controle negativo (B) e controle positivo (C)
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Figura 3 — Representacéo gréafica dos pardmetros mecénicos obtidos de pericardio fresco e descelularizado. (A) resisténcia de tragdo (MPa), (B) alongamento (%),
(C) médulo de elasticidade (MPa) e (D) curva da média do comportamento stress-tensdo do pericardio fresco e do pericardio descelularizado.

descelularizacao. A manutencao da MEC neste estudo ndo
permite afirmar que todas as caracteristicas fisiolégicas e
moleculares sejam realmente ideais.

Conclusao

O processo de descelularizagdo reduz a quantidade de
células bem como a de componentes da MEC, e promove
um aumento na espessura do tecido descelularizado em
comparagao ao tecido fresco sem alterar as propriedades
biomecénicas. O pericardio humano descelularizado pode
ser um candidato apropriado para a producao de scaffolds

a partir da MEC para aplicagdes na engenharia tecidual e na
medicina regenerativa.
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