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RESUMO

O figado é responsavel por fungdes essenciais no organismo, como metabolismo do
colesterol, desintoxicacéo e sintese de glicose, desempenhando um papel crucial na
homeostase sistémica. Disfungdes hepaticas causadas por infecgdes, tumores ou
cirrose representam um sério problema de saude publica, tendo o transplante de
figado como unica alternativa terapéutica definitiva para casos de danos
irreversiveis. Porém, o processo de transplantes de 6rgaos enfrenta uma série de
limitagbes, desde a escassez de Orgaos até restricobes de compatibilidade
imunoldgica entre doadores e receptores. Dessa forma, a engenharia de tecidos
busca minimizar essas limitagées por meio da implementagao de novas técnicas que
viabilizem o desenvolvimento de dispositivos biocompativeis implantaveis com o
intuito de restaurar ou substituir tecidos ou érgaos irreversivelmente danificados.
Uma dessas técnicas € a descelularizagao tecidual, que surge como uma alternativa
inovadora para o desenvolvimento de arcabougos acelulares, mimetizando um
microambiente similar ao do tecido ou 6rgdo danificado, permitindo a sua
recelularizagdo para elaboracdo de 6rgdos ou tecidos transplantaveis. A
descelularizagdo é um processo que remove o material celular do tecido por meio de
métodos fisicos, quimicos ou enzimaticos, preservando a estrutura e composicao
bioquimica da matriz extracelular (MEC). O método quimico, que utiliza agentes
tensoativos para promover a descelularizacdo, € amplamente empregado devido a
sua praticidade e reprodutibilidade, razao pela qual foi adotado nesta pesquisa.
Contudo, a eficacia e a preservagao da matriz extracelular (MEC) podem variar
conforme o tipo de surfactante utilizado, podendo, em alguns casos, causar danos a
estrutura da MEC, retirando componentes estruturais e de sinalizagdo essenciais
para a recelularizacdo tecidual. Dessa forma, o projeto desenvolvido tem como
objetivo investigar a aplicagdo de tensoativos alternativos no processo de
descelularizacao tecidual de figado, com foco na preservagao das propriedades da
matriz extracelular (MEC). Para isso, foram avaliados tensoativos pouco explorados,
como Polisorbato 20 (Tween 20) e Polisorbato 80 (Tween 80), e agentes ainda nao
descritos na literatura, como Saponina e Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB), em
comparagao com os tensoativos amplamente estabelecidos, Dodecil sulfato de sédio
(SDS) e Triton X-100 (Tx-100). O material utilizado foi o figado bovino, que passou
por um protocolo de descelularizagdo de 8 dias com os tensoativos. A analise
procedeu, em todos os protocolos, com a realizagdo da quantificagao de proteinas e
carboidratos, a confeccdo de laminas histolégicas, para visualizacdo da estrutura
tecidual, e a espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR),
para a identificacdo de possiveis modificagdes quimicas. Os resultados indicam o
Triton X-100 como o tensoativo mais eficaz, promovendo a remog¢ao celular sem
comprometer a integridade da matriz extracelular, o que favorece a recelularizagao.
Em contraste, o SDS, por seu carater mais agressivo, pode degradar componentes
estruturais importantes, dificultando a adeséo celular. J& o CTAB e a saponina
demonstraram baixa eficacia no processo de descelularizacdo. Para analises
futuras, recomenda-se a adocdo de métodos mais precisos para a quantificacéo de



glicosaminoglicanos e proteinas, visando uma avaliagdo mais detalhada da
preservacao da MEC.

Palavras-chave: MEC. Triton X-100. Org&os artificiais. Scaffolds.
Biocompatibilidade.
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ABSTRACT

The liver is responsible for essential functions in the body, such as cholesterol
metabolism, detoxification and glucose synthesis, playing a crucial role in systemic
homeostasis. Liver dysfunction caused by infections, tumors or cirrhosis represents a
serious public health problem, with liver transplantation being the only definitive
therapeutic alternative for cases of irreversible damage. However, the organ
transplant process faces a series of limitations, from organ shortages to
immunological compatibility restrictions between donors and recipients. Therefore,
tissue engineering seeks to minimize these limitations by implementing new
techniques that enable the development of implantable biocompatible devices with
the aim of restoring or replacing irreversibly damaged tissues or organs. One of
these techniques is tissue decellularization, which emerges as an innovative
alternative for the development of acellular scaffolds, mimicking a microenvironment
similar to that of the damaged tissue or organ, allowing its recellularization for the
development of transplantable organs or tissues. Decellularization is a process that
removes cellular material from tissue through physical, chemical, or enzymatic
methods, preserving the structure and biochemical composition of the extracellular
matrix (ECM). The chemical method, which uses surfactants to promote
decellularization, is widely used due to its practicality and reproducibility, which is why
it was adopted in this research. However, the efficacy and preservation of the
extracellular matrix (ECM) may vary depending on the type of surfactant used, and in
some cases, it may cause damage to the ECM structure, removing structural and
signaling components essential for tissue recellularization. Thus, the project aims to
investigate the application of alternative surfactants in the process of liver tissue
decellularization, focusing on preserving the properties of the extracellular matrix
(ECM). For this purpose, little explored surfactants, such as Polysorbate 20 (Tween
20) and Polysorbate 80 (Tween 80), and agents not yet described in the literature,
such as Saponin and Cetyltrimethylammonium Bromide (CTAB), were evaluated in
comparison with the widely established surfactants, Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
and Triton X-100 (Tx-100). The material used was bovine liver, which underwent an
8-day decellularization protocol with the surfactants. The analysis proceeded, in all
protocols, with the quantification of proteins and carbohydrates, the preparation of
histological slides, for visualization of the tissue structure, and Fourier transform
infrared spectroscopy (FTIR), for the identification of possible chemical modifications.
The results indicate Triton X-100 as the most effective surfactant, promoting cell
removal without compromising the integrity of the extracellular matrix, which favors
recellularization. In contrast, SDS, due to its more aggressive nature, can degrade
important structural components, hindering cell adhesion. CTAB and saponin
demonstrated low efficacy in the decellularization process. For future analyses, it is
recommended to adopt more precise methods for the quantification of
glycosaminoglycans and proteins, aiming at a more detailed evaluation of ECM
preservation.



Key words: ECM. Artificial organs. Triton X-100. Scaffolds. Biocompatibility.
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1. INTRODUGAO

Considerada a maior glandula do corpo humano, o figado desempenha
diversas fungdes essenciais para o funcionamento do organismo, atuando no
metabolismo do colesterol, desintoxicagcédo, sintese e armazenamento da glicose,
tendo um papel vital na homeostase sistémica (Berasain et al., 2022). Diante dessa
multiplicidade de fungbes, qualquer disfungdo hepatica - seja decorrente de
infeccbes virais, cirrose ou tumores - pode comprometer significativamente o
equilibrio do organismo.

Nao a toa, essas condi¢cdes representam um problema de saude publica
crescente, estimando-se que sejam responsaveis por aproximadamente 2 milhdes
de mortes por ano em todo o mundo (Guimaraes et al.,2024). Devido a auséncia de
alternativas terapéuticas viaveis, o transplante de figado & indicado como a unica
alternativa para pacientes com danos hepaticos irreversiveis. Porém, além dos
riscos da cirurgia em si, este procedimento apresenta uma série de limitadores,
como a disponibilidade insuficiente de 6rgaos e as restrigbes de compatibilidade
imunoldgica entre doadores e receptores (“Transplante de figado - ABTO -
Associacao Brasileira de Transplante de Orgaos”; Caires-Junior et al., 2021).

Visando ultrapassar as barreiras associadas ao transplante, a técnica de
descelularizagao tecidual vem sendo utilizada com o intuito de desenvolver 6rgaos
nao imunogénicos transplantaveis. O processo de descelularizagdo tem o objetivo
de remover o material celular mantendo a estrutura e composi¢cdo bioquimica da
matriz extracelular (MEC), preservando fatores do microambiente celular do tecido,
como colageno, glicoproteinas, proteoglicanos e moléculas de sinalizagado que serao
essenciais para orientar uma recelularizagcdo tecidual (Golebiowska et al., 2024).
Métodos fisicos, como ciclos de agitagcao e descongelamento; quimicos, com o uso
de detergentes como o Dodecil sulfato de sédio (SDS) e o Triton x-100 ; e enzimaticos,
como uso de nucleases, sao utilizados para descelularizar tecidos (Nakamura;
Kimura; Kishida, 2017).

Os detergentes, tecnicamente conhecidos como agentes tensoativos, sdo o
modo mais aplicado, apresentando caracteristicas de polaridade distintas que
podem gerar descelularizagdes mais ou menos intensas (Dai et al., 2022). Sendo
assim, a estrutura da MEC pode ser danificada, retirando componentes essenciais,
como colageno e glicosaminoglicanos, podendo comprometer a recelularizagéo

tecidual (Caires-Junior et al., 2021). Dessa forma, o atual estudo optou pelo uso do
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método quimico de descelularizagdo por ser mais pratico e reprodutivel. Nesse
contexto, foram testados tensoativos pouco utilizados, como tween 20 e tween 80, e
outros ainda n&o empregados na literatura, como saponina e o brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB), em comparagdo com tensoativos ja estabelecidos na
literatura, como o SDS e o triton x-100, a fim de avaliar sua efetividade na remocgéao
de componentes celulares do tecido, preservando a integridade da matriz
extracelular (MEC).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Ficapo

O figado corresponde a cerca de 2% do peso corporal de um adulto,
configurando o maior 6rgao interno do corpo humano. Localizado na parte superior
direita do abdémen, logo abaixo do diafragma, € dividido em dois lobos de tamanhos
desiguais que sao constituidos de varios I6bulos (Figura 1), que correspondem as
unidades estruturais e funcionais do tecido hepatico. Os I6bulos s&o estruturas
hexagonais compostas por hepatécitos dispostos em corddes lineares entre uma
rede de capilares e uma veia central (Histology at SIU, liver, 2022). Em geral, o
figado apresenta dois tipos de células: as parenquimatosas, que séo os hepatocitos
e o0s colangidcitos (células epiteliais biliares); e as nédo parenquimatosas, que
abrangem as células de kupffer, células endoteliais sinusoidais, células pitt e as
células hepaticas estreladas, em que cada uma possui uma fungao caracteristica e
fundamental para o funcionamento do tecido (Abdel-Mish; Bloomston, 2010; Ishita
Allu et al., 2023). O figado participa de fungbdes essenciais para o organismo, sendo
responsavel por uma gama de processos metabodlicos, como a regulagao da glicose,
o metabolismo de proteinas e a degradacdo da bilirrubina (Mitra; Metcalf, 2012).
Além disso, atua na producdo de bile e na regulacdo da sintese de fatores de
coagulagédo, sendo um 6rgéo vital para a homeostase do corpo. Ademais, detém a
capacidade de regeneragao tecidual, podendo ser restaurado completamente apés
perdas (Ishita Allu et al., 2023; Kalra A et al., 2023 ).

2.1.1 TRaNSPLANTE DE ORGAOS

A doacgao de 6rgaos consiste na remocgao de érgaos ou tecidos, de um doador
vivo ou falecido, para transplante em um individuo receptor, com a intengédo de
restabelecer as fun¢gdes de um 6rgao ou tecido comprometido (Laboissiére, 2024). O
transplante de figado € o segundo mais realizado no Brasil, sendo a ultima
alternativa para casos de danos irreversiveis ou faléncia hepatica (“Transplante de
figado - ABTO - Associacdo Brasileira de Transplante de Orgaos”). Além de ser um
processo de alta complexidade, apresenta entraves quanto a sua viabilidade que
vao desde questbes familiares, como a crenca religiosa, até questdes de

compatibilidade imunolégica e sanguinea entre doadores e receptores
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(DEATHRIDGE, 2015). Dessa forma, cada vez mais faz-se necessario o
desenvolvimento de tratamentos alternativas viaveis para suprir a demanda

crescente de transplantes.

Figura 1. Estrutura dos I6bulos hepaticos.
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Fonte: American cancer society (2019)

2.2 MATRIZ EXTRACELULAR

A matriz extracelular constitui a estrutura tridimensional que compdem os
tecidos, sendo um conjunto de proteinas, proteoglicanos, glicoproteinas e
glicosaminoglicanos (GAGs) que detém a funcdo de fornecer suporte mecanico e
manter a integridade estrutural dos tecidos. Além disso, é uma regido com intensas
trocas de metabdlitos, agua, ions e sinais quimicos, constituindo um ambiente
dindmico em que as células teciduais se fixam e interagem entre si para adesao,
replicacdo, migragcado e outras atividades vitais (Mendibil et al., 2020; Dai et al.,
2022).

A MEC corresponde a 16% do volume do figado e é dividida em membrana
basal e membrana intersticial. A membrana basal € responsavel por conectar os
hepatécitos a membrana intersticial, sendo composta principalmente por

proteoglicanos, laminina e colageno IV. Ja a membrana intersticial € composta por
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colageno Tipo | e Tipo lll, fibronectina e elastina, e esta intimamente relacionada a

conformacao tridimensional do tecido (Ishita Allu et al., 2023).

Figura 2. Componentes da MEC hepatica.
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Fonte: Ishita Allu (2023).

2.3 ENGENHARIA DE TECIDOS

A engenharia de tecidos é um campo interdisciplinar que aplica os
conhecimentos da engenharia, das ciéncias bioldégicas e ciéncias clinicas na
medicina regenerativa com o propésito de desenvolver dispositivos bioldgicos
implantaveis destinados a restauragdo ou substituicdo de tecidos ou o6rgaos
danificados (Patrick et al., 1998; lkada et al., 2006). Para garantir a
biocompatibilidade com o organismo, esses dispositivos sao elaborados por meio de
scaffolds de tecidos naturais, de origem animal ou humana, ou de biomateriais
sintéticos, visando reproduzir um microambiente similar ao do tecido ou 6rgao
original. (Keane et al., 2015; Neishabouri et al., 2022).

Esses scaffolds podem ser elaborados por meio da descelularizacdo de
tecidos ou érgaos, sendo a MEC um arcabougo ideal para a remodelagéo do tecido
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por preservar as propriedades bioquimicas, mecanicas e estruturais; ou por
bioimpressdo com biotintas e hidrogeis derivados da MEC (Gupta et al., 2018;
Neishabouri et al., 2022). Além disso, o uso da MEC também evita amplamente a
transmissao de doengas, reduz as respostas inflamatérias e imunolégicas, reduzindo
o risco de rejeicdo apos a implantagdo. Atualmente, varios orgaos e tecidos sao
submetidos ao processo de descelularizagdo, incluindo 6rgdos altamente
vascularizados, como figado, coragdo, pulmdo e placenta, além de estruturas
especificas, como vasos sanguineos, pele e traqueia (Badylak; Taylor; Uygun, 2011).
Esses tecidos também podem ser alogénicos, originarias de um individuo da mesma
espécie, ou xenogénicas, originarias de individuos de espécie diferente (Sarago,
2020). O uso dessas técnicas viabiliza a recelularizagao tecidual, ja que os scaffolds
detém baixa imunogenicidade e sao biologicamente reconheciveis, criando um
ambiente que propicia a adesdo, proliferagdo e sobrevivéncia, favorecendo o
repovoamento celular e a regeneracdo do 6rgdo ou tecido a ser desenvolvido
(Neishabouri et al., 2022).

Figura 3. Evolugao da descelularizagao decidual de um figado bovino inteiro.

Fonte: Borges (2018).
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Figura 4. Descelularizagéo e recelularizagao de figado bovino inteiro.

Fonte: Borges (2018).

2.3 DESCELULARIZACAO

A descelularizacdo tem como objetivo remover os componentes celulares e
nucleares do tecido sem trazer muitos danos a MEC, preservando as proteinas
estruturais e suas propriedades mecanicas e biologicas (Gupta, Sweta K et al.,
2018). Existem diversos métodos de descelularizagdo (Figura 2), sendo divididos
em: métodos quimicos, que podem utilizar tensoativos, alcoois, acidos e bases para
descelularizagdo; métodos fisicos, pelo uso de ciclos de congelamento e
descongelamento, agitagdo e pressurizacdo; e métodos bioldgicos, pelo uso de
enzimas, como proteases e nucleases. Essas metodologias podem ser empregadas
individualmente ou em conjunto para produzir as matrizes descelularizadas
(Neishabouri et al., 2022).

Figura 5. Métodos de descelularizagao.

_____________________________________________________________________________________________

7 o
;Método ( \ Método Método /
fisico . quimico enzimatico )
’ -
|

Processo de Descelularizagao Figado Descelularizado

Fonte: Ishita Allu (2023).

Atualmente essas técnicas sdao amplamente utilizadas na engenharia de

tecidos, sendo aplicadas em pesquisas multiplas de medicina regenerativa, para o
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desenvolvimento de scaffolds teciduais biocompativeis, 6rgaos biomiméticos,
biotintas para impressao 3D de tecidos, hidrogeis com propriedades regenerativas,
entre outros (Mendibil et al., 2020).

2.4 TENSOATIVOS

Os tensoativos sao agentes quimicos empregados na descelularizagdo com a
finalidade de solubilizar as membranas celulares e dissociar os componentes
citoplasmaticos, tornando assim possivel eliminar as células do tecido mantendo a
estrutura da MEC. Os surfactantes frequentemente utilizados sao os idnicos, que
tem uma atuagdo mais agressiva, removendo ndo s6 os componentes celulares
como as proteinas estruturais e de sinalizagdo da MEC; e os ndo idnicos, que sao
mais brandos, logo, s&o eficazes na preservagao das proteinas estruturais, porém,
ineficientes na remocgao celular total (Dai et al., 2022; Ishita Allu et al., 2023; Keane,;
Swinehart; Badylak, 2015).

2.4.1 Triton X-100

Surfactante nao i6nico utilizado frequentemente para solubilizar proteinas,
atuando na quebra das ligagdes lipidio-lipidio e lipidio-proteina (Neishabouri et al.,
2022). E um detergente brando nao desnaturante utilizado para lisar células e extrair
proteinas e organelas celulares, preservando a ultraestrutura e os fatores de

crescimento tecidual (Sigma Aldrich, 2025).

Figura 6. Formula molecular do Triton x-100.

O H
O
HEC n
H3C
HsC H3C CHj

Fonte: Merck (2025).

2.4.2 DopeciL SuLFaTo DE Sopio (SDS)

Surfactante id6nico capaz de interagir com moléculas hidrofilicas e

hidrofobicas, atuam na solubilizagdo da membrana celular e do DNA (Sigma Aldrich,
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2025). E um detergente agressivo que tende a desnaturar as proteinas e remover os
glicosaminoglicanos (GAGs) e fatores de crescimento, destruindo a estrutura e
funcédo da MEC (Neishabouri et al., 2022).

Figura 7. Formula molecular do SDS.

0
CH3(CHz)10CHz0-S-ONa
0

Fonte: Merck (2025).

2.4.3 PouissorsaTto 20 (Tween 20)

Surfactante ndo idnico anfifilico, que possui componentes hidrofébicos e
hidrofilicos, é utilizado no meio cientifico para solubilizar as proteinas da membrana
e lisar células. Também é empregado como agente de lavagem em imunoensaios,

prevenindo a ligacao de anticorpos nao especificos (Sigma Aldrich, 2025).

Figura 8. Formula molecular do Tween 20.

Fonte: Merck (2025).

2.4.4 Poussorsato 80 (TweenN 80)

Surfactante nao i6nico hidrofilico derivado do 6leo vegetal, € comumente
empregado em cosméticos como emulsificante e surfactante. Nos tecidos, é utilizado
na extragao de proteinas e isolamento de nucleos celulares. (Sigma Aldrich, 2025;
“Polysorbate 80 - Cosmetic Ingredient (INCI)”, 2024).
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Figura 9. Férmula molecular do Tween 80.

HO{CHzCHz0),, JOCHEGHE]IOH

0" "CH(OCHzCHz),0H Q

CHz0—(CH2CH20),.1~CH2CH20-C~CH2(CH2)sCH2CH=CHCH2z(CH2)gCH3
Sumofw+x+y+z =20

Fonte: Merck (2025).

2.4.5 SAPONINA

Surfactante natural nao iénico derivado de plantas que detém caracteristica
anfifilica. Atua como um potente agente hemolitico, além de, nos tecidos humanos,
causar uma desorganizagdo na membrana celular, facilitando a penetracdo de

proteinas e outras macromoléculas (Sigma aldrich, 2025; Liao et al., 2021).

Figura 10. Formula molecular de Saponina.

Fonte: Merck (2025).

2.4.6 BrOMETO DE CETILTRIMETILAMONIO (CTAB)

Surfactante catidnico bactericida eficaz contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas. E normalmente utilizado para isolamento de DNA vegetal, porém,
nos tecidos humanos, detém a capacidade de lisar as células e remover lipidios.
(Sigma Aldrich, 2025; “CTAB — Brometo de cetiltrimetilaménio — Cetrimida - NOVA
BIOTECNOLOGIA - SP Labor”, 2025).



Figura 11. Férmula molecular do CTAB.

Fonte: Merck (2025).
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL
Este trabalho tem como objetivo explorar a aplicagédo de novos tensoativos no
processo de descelularizagao celular e a sua eficiéncia quanto a preservagao das

propriedades da matriz extracelular (MEC).

3.2 OBJETIVO ESPECIiFICO

e Realizar ensaios com diferentes tensoativos voltados para o processo
de descelularizacéo;

e Determinar e quantificar o conteudo de carboidratos e proteinas de
cada protocolo;

e Analisar as amostras por espectroscopia no infravermelho por
transformada de fourier (FTIR);

e Avaliar histologicamente a coesdo do tecido antes e depois dos
protocolos de descelularizagao;

e |dentificar a efetividade dos tensoativos quimicos utilizados.
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4. METODOLOGIA

4.1 MATERIAIS

O figado utilizado no projeto foi cedido pelo Boi Quente Madalena, que emitiu
uma declaracéo informando sobre a doacdo do material, dispensando a necessidade
da aprovagdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA). Os reagentes
utilizados foram: dodecil sulfato de sodio (SDS) - Amresco; brometo de
cetiltrimetilaménio (CTAB) - Neon; triton x-100 - Neon; tween 80 - Alphatec; tween 20

- Dindmica; Saponina - Inlab.

4.2 METtopo

4.2.1 PREPARO DA AMOSTRA

ApOs a coleta, as amostras foram congeladas e posteriormente fatiadas
utilizando um fatiador de frios profissional com espessura média de 4mm. Em
seguida, as lédminas foram armazenadas em um congelador a -20°C. Para a
realizacédo do experimento de descelularizagdo, as amostras foram descongeladas
e, com o auxilio de um furador de rolhas de de 4mm de didmetro, foram

confeccionados discos, sendo cada disco considerado uma amostra individual.

4.2.2 PROTOCOLO DE DESCELULARIZACAO

Com base nos protocolos descritos por Lang (2011) e Caires-junior (2021), foi
adotado um protocolo de descelularizagdo modificado com duracéo total de 8 dias,
utilizando os tensoativos dodecil sulfato de sédio (SDS), Triton X-100 (Tx-100),
Tween 20 (Tw 20), Tween 80 (Tw 80), Brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) e
Saponina. Inicialmente, as fatias de figado foram descongeladas e, com o auxilio de
um furador de rolhas, cortadas em discos com aproximadamente 4 mm de diametro.
Em seguida, os discos foram colocadas em tubos de Falcon e e submetidos, em
sequéncia, aos seguintes tratamentos: 1) 5 mL da solugao de PBS, EDTA 0,05% e
1% de amoxicilina por 24 horas; 2) 5 mL de agua destilada pura por 24 horas; 3) 5
mL de SDS 1%, Triton X-100 1%, CTAB 5%, Tween 20 5%, Tween 80 5% e
Saponina 5% por 5 dias; 4) 5 mL de PBS + 0,5% amoxicilina para armazenamento.

Todas as etapas foram realizadas e acondicionadas na geladeira a
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aproximadamente 4°C.

Figura 12: Etapas da descelularizagao

ot
® 3
5 ml de PBS + : 5ml de SDS 1%;
EDTA 0,05% + 5 m! de dgua Tx-100 1%; CTAB SmldePBS+

1% amoxicilina eestizdn 5% Tw 20 5%, 0,5% de
por 24h por 24h Tw 80 5% e amoxicilina

Saponina 5%

Fonte: Autora (2025).

4.2.3 DETERMINACAO DE PROTEINAS

A anadlise quantitativa das proteinas foi conduzida segundo o método do acido
nitrico descrito por Boener (2003). Esse método fundamenta-se na nitracdo pelo
acido nitrico das moléculas aromaticas que compdem as proteinas, especialmente o
aminoacido tirosina, resultando na formagdo do composto 3-nitrotirosina, que é
identificado por meio da absorbancia no comprimento de onda de 358 nm. A analise
foi feita em ftriplicata em que as amostras descelularizadas foram desidratadas por
24 horas no dessecador, maceradas e pesadas num valor padrdo de 0,05g para
cada protocolo. Posteriormente foram colocados em tubos de ensaio com 2 mL de
acido nitrico a 70% para a digestdo, permanecendo por 24 horas em incubagao a
temperatura ambiente. A quantificagcdo foi feita por meio da leitura no

espectrofotdmetro Shimadzu UV-Vis 1800 no comprimento de onda de 358 nm.

4.2.4 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS
A analise quantitativa dos carboidratos foi realizada segundo o teste
colorimétrico descrito por Dubois (1956), que se fundamenta na desidratagdo dos
polissacarideos e acucares pelo acido sulfurico, levando a formagao de compostos
furénicos, que ao reagirem com o fenol, originam complexos de coloragao
amarelada/alaranjada. O ensaio foi realizado em triplicata, no qual as amostras
foram desidratadas por 24 horas no dessecador, maceradas e pesadas num valor

padrao de 0,002g para cada protocolo. Posteriormente as amostras foram colocadas
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em tubos de ensaio em conjunto com 0,5 mL de agua destilada e 2,5 mL de acido
sulfurico para a incubagao por 24 horas. No dia seguinte, 0,5 mL de fenol 80% foi
adicionado, permanecendo em um ambiente escuro por 30 minutos para
posteriormente ser feita a quantificagdo no espectrofotdmetro Shimadzu UV-Vis 1800
no comprimento de onda de 490 nm.

4.2.5 ESPECTROSCOPIA DE ABSORGAO NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE
Fourier (FTIR)

Para a analise foram utilizados dois discos de figado de cada protocolo, com
os tensoativos SDS, Tx-100, Tw 20, Tw 80, Ctab e Saponina. Os discos foram um
hidratado, que estava acondicionada em uma solucdo de PBS + 0,5 % de
amoxicilina apés a descelularizagao, e outro desidratado. Ambos foram seccionadas
em quatro partes para as medi¢gdes no espectrometro FTIR Agilent Cary 630,

utilizando uma faixa espectral de 4000 a 500 cm-1.

4.2.6 ANALISE HisToLOGICA

A confecgdo de laminas histoldégicas para a analise das estruturas e
componentes teciduais seguird as bases técnicas da rotina histolégica ja
estabelecidas (Santos et al., 2021). Em que as amostras de figado descelularizado
foram inicialmente fixadas com formalina a 10% por 24 horas para estabilizar as
estruturas celulares e componentes bioquimicos. Em seguida, foram desidratadas
com cinco banhos de alcool etilico com graduagdes crescentes por 1 hora cada e,
consecutivamente, dois banhos de xilol de 1 hora cada para a retirada completa do
alcool dos tecidos. Posteriormente foi feita a inclusdo das amostras em parafina
liquida para a formagao de blocos, onde foram executados cortes com 3 micrétomos
de espessura para a elaboragao das laminas histolégicas. Duas coloragbes foram
utilizadas, a de hematoxilina mayer e eosina-floxina (H&E) para a visualizagédo de
nucleos, citoplasma e tecido conjuntivo, e o tricrémico de Masson, utilizado com o
com o intuito de evidenciar a presenga do colageno nos tecidos. Apos a secagem,

as laminas seguiram para analise por microscopia optica.
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4.2.7 ANALISE ESTATISTICA
Para a analise estatistica do teor de carboidratos e proteinas foi realizado o
teste de Kruskal Wallis seguido pelo teste post-hoc de Dunn, sendo considerado

significativo o p<0,05.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESCELULARIZACAO

A avaliacdo visual dos discos hepaticos revelou variagdes no grau de
descelularizagdo de acordo com o tensoativo utilizado (Figura 5). O SDS promoveu
a remocdo mais completa das células, apresentando uma aparéncia mais
translucida, corroborando com os achados de Wang et al. (2015). Porém, por ser um
detergente agressivo, trouxe também modificagdes estruturais na amostra,
evidenciado pela alteracdo na conformacgao do disco, que pode ser atribuido a sua
acao desnaturante sobre proteinas, resultando na modificagdo da estrutura original
da matriz extracelular.  (Mendibil et al., 2020). O Tx-100 promoveu uma
descelularizagao parcial, mantendo a integridade estrutural do tecido sem alteragdes
visiveis em sua forma, indicando a preservacao das proteinas estruturais do tecido
(Ishita Allu et al., 2023). A presencga residual de células levou a coloragao bege clara
do tecido, estando em concordancia com as observagdes de Wang et al. (2015). Os
tensoativos Tween 20 e Tween 80 apresentaram desempenho semelhante,
promovendo a remog¢ao celular moderada e preservando a conformacgao e o volume
dos discos hepaticos. Ja o CTAB e a saponina nao se mostraram eficazes, uma vez
que os tecidos tratados com esses agentes mantiveram coloragédo avermelhada e
aparéncia compativel com a presenca de material celular residual, indicando baixa

eficiéncia na descelularizagao.
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Figura 13. Protocolo de descelularizagéo; A) Controle, B) SDS, C) Tx-100, D) TW 80,
E)TW 20, F) CTAB e G) saponina;

A B C
D E F

G

Fonte: Autora (2024).
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5.2 DETERMINACAO DE PROTEINAS

A analise da extracao de proteinas mostrou que as amostras tratadas com
SDS, Tween 20 e Tween 80 apresentaram menor quantificacdo proteica em
comparagao ao grupo controle. Em que o SDS é um resultado esperado, uma vez
que esse reagente tende a romper a ultraestrutura do tecido nativo, levando a perda
da integridade do colageno (Wu et al., 2015). Em contraste, os tratamentos com
TX-100 e saponina apresentaram, aparentemente, aumentos significativos nos
niveis de proteina. Boerner et al (2002) sugere que tragos de TX-100 ( um derivado
de fenol ) ou outro componentes fendlicos, como a propria saponina, produzem forte
absorbancia a 358 nm, podendo interferir fortemente neste tipo de ensaio, o que
explicaria as inconsisténcias obtidas nos dados destes tratamentos. Quanto ao
aumento do CTAB, ndo ha uma resposta conclusiva de interferéncia do mesmo,
sendo necessaria uma reavaliagcdo da metodologia aplicada para esclarecer esse

resultado.

Figura 14. Concentracéo de Proteinas.

Concentracéo de proteinas
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Controle CTAB TX-100 SDS TW 20 TW 80 Saponina
Protocolos

Fonte: Autora (2025).

5.3 DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS
Na analise estatistica, o teste de Kruskal-Wallis indicou diferenca significativa
entre os grupos, apontando que ao menos um dos tratamentos difere dos demais.

Com isso, foi aplicado o teste post hoc de Dunn, que revelou uma diferencga
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estatisticamente significativa entre os grupos SDS e controle. Ensaio demonstrou
remogao de carboidratos, sendo o SDS e o Triton X-100 os tratamentos com menor
quantificacdo. Ambos sdo comumente utilizados em protocolos de descelularizagao,
sendo o SDS reconhecido por sua maior agressividade, o que justifica sua maior
capacidade de remocgao de carboidratos. Essa reducdo pode ser atribuida a
eliminagcdo dos glicosaminoglicanos (GAGs), componentes da parede celular, que
sdo removidos juntamente com as células durante o processo de descelularizagéo
(Borges, 2018).

Figura 15. Concentragao de Carboidratos.
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Fonte: Autora (2025)

54 FTIR

Na analise espectroscopica (Figura 7), os figados hidratados apresentaram
picos de absor¢gdo em torno de 3000 cm™, correspondentes as ligagbes O-H,
indicando a presenga de agua nos tecidos. Além disso, foram observados picos na
faixa de 1600 a 1650 cm™, atribuidos as ligagdes C=0 das amidas | e Il, bem como
as ligagdes C=C de anéis aromaticos, caracteristicas associadas a presenca de

proteinas.
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Figura 16. Bandas de absorcao do FTIR dos figados hidratados.
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Fonte: Autoral (2025).

Os figados desidratados (Figura 8) exibiram picos de absor¢ao nas faixas de
2.700 a 2.900 cm-1, correspondentes as ligagbes de carbono C-H primarias e
secundarias que compdem os acucares. Além disso, foram observados picos entre
1531 e 1646 cm-1, associados as ligagdes amidas presentes nas proteinas. Como

esperado, ambas as analises ndao apresentaram diferencas consideraveis no perfil.

Figura 17. Bandas de absorcéo do FTIR dos figados desidratados.
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Fonte: Autora (2025)
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5.5 ANALISE HisToLOGICA

A coloragao histolégica por H&E (Figura 5) permite visualizar os nucleos (pontos
roxos), o citoplasma (rosa) e colageno (rosa claro/cinza), todos preservados na
amostra controle. Entre os protocolos testados, o SDS foi o mais eficaz na remocéao
celular, havendo total remog¢ao dos nucleos e membranas celulares, corroborando
com as observagdes de Wang et al. (2015) e Wu et al. (2015), em que os tecidos
tratados com SDS apresentaram-se brancos e translucidos, sem vestigios celulares.
Essa total descelularizagdo, foi acompanhada por uma remocéao significativa da
MEC, refletindo a agressividade do reagente, observado macroscopicamente na
Figura 13. O Tx-100 apresentou uma agdo menos agressiva, com boa preservagao
da MEC. Porém, nao foi capaz de remover totalmente os nucleos, sendo ainda
visivel vestigios celulares (Wang et al., 2015). A Saponina n&o apresentou
alteragdes significativas em relagdo ao tecido controle, mantendo tanto os nucleos
quanto a arquitetura celular, confirmando as observacdes visuais macroscopicas do
tecido. Ja os detergentes CTAB, Tween 20 e Tween 80 ndo demonstraram eficacia
na remocdo dos nucleos. Apesar disso, visualmente, observou-se uma possivel
reducdo da densidade do tecido hepatico nessas amostras, indicando a necessidade
de analises complementares para confirmacdo, visto que os testes realizados

posteriormente também nao apresentaram resultados conclusivos.
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Figura 18. Coloracao H&E; 400x; Controle, A) SDS, B) TX-100, C) TW 80, D) TW 20,
E) CTAB e F) Saponina;

Controle A B

C D E
E

Fonte: Autora (2024).

O tricrdmico de Masson é uma coloragdo empregada para evidenciar a presenga
de fibras colagenas (azul), citoplasma (rosa) e nucleos (preto). Em todas as amostras
analisadas, observou-se uma boa preservagao das fibras colagenas, independente do
protocolo utilizado (Figura 17). Porém, visualmente , observa-se que o SDS promove

uma reduc¢ao na quantidade de matriz extracelular (MEC), o que corrobora os achados
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de Badylak et al. (2011), que descreveram alteragdes na arquitetura do tecido apds o
uso deste reagente, indicando possivel degradagao dos componentes da MEC. Em
relacdo a descelularizagdo, os resultados corroboram com as observacoes feitas na
coloracao H&E, tanto nas imagens com aumento 400x quanto nas de 200x (Figura 17 e
18).

Figura 19. Coloragao Tricrdbmico de Masson; 400x; Controle, A) SDS, B) TX-100,
C) Tw 80, D) TW 20, E) CTAB e F) Saponina.

Fonte: Autora (2024).
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Ademais, na analise com menor aumento (Figura 18), é possivel observar a
desorganizagdo dos I6bulos hepaticos provocada pelo processo de
descelularizacdo. Especialmente nas amostras tratadas com SDS, onde a remocéao
celular compromete as estruturas da matriz extracelular (MEC), como previamente

mencionado, dificultando sua visualizagao.

Figura 20. Coloragao Tricrdbmico de Masson; 200x; Controle, A) SDS, B) TX-100, C) TW
80, D) TW 20, E) CTAB e F) Saponina.

A

Fonte: Autora (2024).
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6. CONCLUSAO

O presente estudo buscou identificar a efetividade de tensoativos alternativos
para a descelularizagdo em comparagdo com os ja estabelecidos e amplamente

utilizados. Dessa forma, & possivel inferir que:

e O Triton X-100 se destacou como a abordagem mais eficaz, promovendo a
remocao celular sem comprometer a estrutura funcional da matriz extracelular
(MEC), o que favorece a recelularizagao.

e Embora o SDS seja eficiente na remocgéao celular, seu carater agressivo pode
levar a perda parcial de componentes estruturais da matriz extracelular
(MEC), conforme observado nas analises histologicas.

e O CTAB e a saponina demonstraram baixa eficacia, ndo sendo adequados

para aplicagdo em protocolos de descelularizacéo tecidual.

Ademais, estudos futuros devem incluir métodos mais precisos para a quantificacéo
de glicosaminoglicanos e uma nova metodologia para analise de proteinas, visando

uma avaliagdo mais acurada da preservacao da MEC.
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7. PERSPECTIVAS E CONTRIBUIGOES

Em estudos futuros, o Tween 20 e o Tween 80 podem ser associados a outros
métodos de descelularizagéo, a fim de avaliar de forma mais precisa sua efetividade.
Ademais, a quantificacdo de DNA em cada protocolo devera ser realizada para
mensurar com maior exatiddo a eficiéncia do processo de descelularizagao
promovido por cada tensoativo.

A descelularizagado de tecidos € uma técnica inovadora e promissora, cujo
estudo e avango contribui cada vez mais para a personalizagdo dos tratamentos,
minimizando as rejei¢des imunoldgicas e incompatibilidade - fatores que tornam os

transplantes de tecidos um processo tdo complexo.
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