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UTILIZACAO DE AGENTE DE RETICULARIZACAO EM MATRIZ
DESCELULARIZADA (SCAFFOLD) DE PELE DE TILAPIA (Oreochromis niloticus)
PARA O DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAL COM APLICACAO EM
MEDICINA REGENERATIVA. Sofphia Martins da Silva. Orientador: Prof. Dr. Felipe
Augusto Rocha Rodrigues. Dissertacio de Mestrado. Programa de Pos-Graduacio em
Medicina Translacional. Nicleo de Pesquisa e Desenvolvimento de Medicamentos,
Faculdade de Medicina, UFC. Fortaleza, 2023.

Os dispositivos médicos derivados de matriz extracelular (MEC) de origem animal disponiveis
no mercado apresentam custo elevado e sdo pouco acessiveis para a populacio de baixa renda.
Para atender os critérios de um bom material, sdo necessarios testes que garantam resisténcia e
sejam promissores na relagdo custo/beneficio aos pacientes. Reconhecendo o grande valor
terapéutico da pele de tildpia e do ja desenvolvido scaffold, € preciso otimizar essa matriz e
modificar as propriedades estruturais para que adquiram durabilidade, resisténcia e
biocompatibilidade com fins nasaplicagdes internas e reconstrutivas de medicina regenerativa.
Tais propriedades podem ser melhoradas por meio da reticularizagdo, ou seja, adi¢cao de ligagdes
cruzadas (crosslinkings) na estrutura proteica da matriz extracelular da pele. Portanto, este
trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo de produgdo da matriz proteica
descelularizada (scaffold) reticularizada, derivada da pele de tilapia (Oreochromis niloticus).
Para tanto, os scaffolds foram produzidos e, em seguida, foram submetidos aos protocolos de
modificagdo da matriz descelularizada pela adigdo do agente de reticularizacdo quimica
Glutaraldeido (GTA). O desenho experimental consistiu em: 4 protocolos (4 concentragdes -
0,05%, 0,25%, 0,625% e 1% e 2 tempos de incubacdo distintos - 24h e 72h), totalizando 8 grupos
testes em comparagdo com o scaffold sem tratamento e a pele de tilapia in natura. Todas as
amostras foram submetidas a analise histologica (Hematoxilina- Eosina - HE e Picrosirius Red),
tensiométrica, bioquimica (degradacao e hidrolise) e citotoxica seguindo a normativa ISO 10993-
5:2009. Os dados quantitativos foram analisados por meio do teste ANOVA (especificar pos
testes), com indice de significancia de 95%, através do software GraphPad Prism®. Os resultados
demonstram que protocolo de reticularizagdo em menor concentracdo (0,05%) e tempo de
incubac¢do (24h) foi o mais promissor para futuros testes in vivo. A adi¢do de ligagdes cruzadas
possibilitoumenor nivel de biodegradacao enzimatica (DH), otimizou a organizagao fibrilar tanto
emespessura quanto em quantificacdo de colageno total, tipo I e III e a proporcao I>III. A
caracteristica estrutural do biomaterial (scaffold sem tratamento) foi conservada em todos os
protocolos, exceto na maior concentracdo (1%) independente do tempo de incubacdo. Apds a
reticularizagdo, o biomaterial apresentou maior resisténcia a tragao, demonstrando maior grau de
rigidez e elasticidade da matriz, corroborando com os achados histologicos. Todos osprotocolos
testados foram aprovados no teste de citotoxicidade. Todos os protocolos demonstram
similaridade com a pele de tildpia in natura em aspectos de resisténcia mecanica e
biocompatibilidade in vitro. Em relacao a otimizagao do tempo, a maior vantagem ¢ a relacao
custo/beneficio no processo de produciao do biomaterial; pois, em menores concentracdes € em
menor tempo de contato do scaffold com o GTA ¢ obtido uma maior resisténcia fisica
(elasticidade), bioquimica (menor agdo de lise enzimdtica) e biocompatibilidade in vitro. Por fim,
a MEC descelularizada e reticularizada demonstrou melhor comportamento biologico e
estabilidade do colageno com capacidade de resisténcia a acdo enzimatica biodegradante in vitro
em menores concentracdes e tempos de contato com o agente GTA. Futuros testes invivo
auxiliardo a compreender a durabilidade a longo prazo desse biomaterial para fins de cirurgias
internas e reconstrutivas na medicina regenerativa.

Palavras-chave: Tilapia. Matriz Extracelular. Cross-/inking. Glutaraldeido.



ABSTRACT

USE OF RETICULARIZATION AGENT IN DECELLULARIZED MATRIX
(SCAFFOLD) OF TILAPIA SKIN (OREOCHROMIS NILOTICUS) FOR THE
DEVELOPMENT OF BIOMATERIALS WITH APPLICATION IN REGENERATIVE
MEDICINE

Medical devices derived from extracellular matrix (ECM) of animal origin available on the market
are expensive and inaccessible to the low-income population. To meet the criteria of a good
material, tests are needed that guarantee resistance and are promising in terms of cost/benefit for
patients. Recognizing the great therapeutic value of tilapia skin and the already developed scaffold,
it is necessary to optimize this matrix and modify the structural properties so that they acquire
durability, resistance and biocompatibility for purposes in internal and reconstructive applications
of regenerative medicine. Such properties can be improved through reticularization, that is, the
addition of crosslinks in the protein structure of the extracellular matrix of the skin. Therefore, this
work aimed to develop a protocol for the production of reticular decellularized protein matrix
(scaffold) derived from tilapia skin (Oreochromis niloticus). For this purpose, the scaffolds were
produced and then submitted to decellularized matrix modification protocols by adding the
chemical crosslinking agent Glutaraldehyde (GTA). The experimental design consisted of: 4
protocols (4 concentrations - 0.05%, 0.25%, 0.625% and 1% and 2 different incubation times - 24h
and 72h), totaling 8 test groups compared to the scaffold without treatment and fresh tilapia skin.
All samples were submitted to histological analysis (Hematoxylin-Eosin - HE and Picrosirius
Red), tensiometric, biochemical (degradation and hydrolysis) and cytotoxic analysis following ISO
10993-5:2009. Quantitative data were analyzed using the ANOVA test (specify post tests), with a
significance level of 95%, using the GraphPad Prism® software. The results demonstrate that
crosslinking protocol at lower concentration (0.05%) and incubation time (24h) was the most
promising for future in vivo tests. The addition of cross-links enabled a lower level of enzymatic
biodegradation (DH), optimized fibrillar organization both in thickness and in quantification of
total collagen, types I and III and the proportion I/>IIl. The structural characteristic of the
biomaterial (scaffold without treatment) was preserved in all protocols, except for the highest
concentration (1%) regardless of the incubation time. After reticularization, the biomaterial
showed greater resistance to traction, demonstrating a greater degree of rigidity and elasticity of
the matrix, corroborating the histological findings. All tested protocols passed the cytotoxicity test.
All protocols demonstrate similarity with fresh tilapia skin in terms of mechanical resistance and
in vitro biocompatibility. Regarding time optimization, the biggest advantage is the cost/benefit
ratio in the biomaterial production process; because, at lower concentrations and shorter contact
time between the scaffold and the GTA, greater physical resistance (elasticity), biochemical
resistance (less enzymatic lysis action) and in vifro biocompatibility are obtained. Finally, the
decellularized and reticularized ECM showed better biological behavior and collagen stability with
resistance capacity to the in vitro biodegradable enzymatic action at lower concentrations and
contact times with the GTA agent. Future in vivo tests will help to understand the long-term
durability of this biomaterial for internal and reconstructive surgeries in regenerative medicine.

Keywords: Tilapia. Extracellular Matrix. Cross-linking. Glutaraldehyde.
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

ANOVA Analise de Variancia

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Meio de Eagle modificado por
Dulbecco)

DMSO Dimetilsulféxido

DH Nivel de hidrolise

EPM Erro Padrao da Média

GTA Glutaraldeido

HE Hematoxilina-Eosina

ISO Organizacao Internacional de Padronizacao

MEC Matriz Extracelular

MTT 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-brometo de tetrazélio

NPDM Nucleo de Pesquisa e Desenvolvimentos de Medicamentos

OMS Organizacdo Mundial de Satde

SFB Soro Fetal Bovino

SDS Dodecil sulfato de sodio

UFC Universidade Federal do Ceara
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