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RESUMO 

 

LEONEL, L. C. P. C. Produção e caracterização de biomateriais acelulares 
bioativos obtidos a partir da decelularização de placentas. [Production and 
characterization of bioactive biomaterials obtained from decellularized placentas]. 
2016. 117 f. Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária 
e Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

A bioengenharia de tecidos baseia-se no uso de moléculas bioativas, células-tronco e 

biomateriais para reparação de tecidos e/ou órgãos. Biomateriais podem ser 

classificados de acordo com sua origem em sintéticos ou biológicos. Biomateriais 

biológicos podem ser produzidos por decelularização, que visa a remoção de células 

da matriz extracelular (MEC), a qual deve manter sua integridade química e física. 

Placentas são órgãos de grande interesse na bioengenharia de tecidos visto que são 

descartadas após o parto e possuem grande volume de matriz extracelular. Métodos 

de decelularização podem ser classificados em químicos, físicos e enzimáticos. Todos 

conhecidamente causam alterações na MEC, sendo que a associação deles é 

comumente utilizada. Este trabalho comparou diferentes protocolos e estabeleceu um 

método mais favorável para a decelularização de placentas caninas, visando a 

produção de um biomaterial para futuras aplicações clínicas. Inicialmente ambas as 

porções - materna e fetal - das placentas foram submetidas à 10 protocolos, que 

avaliaram variáveis como concentração e tempo de incubação em detergentes, 

diferentes gradientes de temperatura e a influência da perfusão versus imersão das 

soluções, na MEC remanescente. Com base na transparência do tecido e na ausência 

de núcleo celular em cortes histológicos, dois protocolos foram selecionados (I e II). 

Além dos critérios já mencionados, ambos os protocolos foram comparados quanto à 

quantidade de DNA remanescente na MEC decelularizada e à permanência e 

distribuição de algumas das proteínas da matriz. O detergente SDS foi o mais eficaz 

na remoção de células, embora não tenha sido suficiente para promover uma 

decelularização tecidual completa. O congelamento prévio das placentas requereu um 

maior tempo de incubação posterior das amostras nos distintos detergentes. Ambos 

métodos de perfusão e imersão foram eficazes na remoção das células, embora 

grande concentração de proteínas do citoesqueleto tenham permanecido retidas na 

matriz. As amostras processadas pelo protocolo I (SDS 1%, 5mM EDTA + 50mM TRIS 

+ 0,5% antibiótico, e Triton X-100 1%) apresentaram maior preservação da 



 
 

organização estrutural da MEC quando comparadas àquelas processadas de acordo 

com o protocolo II (que diferiu do anterior pela utilização de solução contendo 0,05% 

tripsina ao invés de 50mM TRIS), esse último método entretanto foi o que melhor 

removeu as células das placentas, conforme observado em lâminas histológicas e 

demonstrado pela menor concentração de DNA. Tanto as porções materna quanto 

fetal submetidas à ambos protocolos, mantiveram as proteínas laminina, fibronectina 

e colágeno tipo I. O colágeno tipo III foi observado somente na porção fetal. Conclui-

se que o protocolo II foi o mais eficaz no processo de decelularização de placentas 

caninas tendo promovido a remoção do conteúdo celular e diminuição da 

concentração de DNA na MEC remanescente. No entanto é necessário otimizar o 

tempo de incubação das placentas em soluções enzimáticas visando maior 

conservação do arranjo da matriz decelularizada. A análise da capacidade da MEC 

decelularizada por tal método para ser utilizada em bioengenharia de tecidos ainda 

deve ser avaliada in vitro e in vivo. 

 

 

Palavras-chave: Placenta. Biomaterial. Engenharia de tecidos. Decelularização.  

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

LEONEL, L. C. P. C. Production and characterization of bioactive biomaterials 
obtained from decellularized placentas. [Produção e caracterização de biomateriais 
acelulares bioativos obtidos a partir da decelularização de placentas]. 2016. 117 f. 
Dissertação (Mestrado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2016. 
 

Tissue engineering is based on the use of bioactive molecules, stem cells and 

biomaterials to repair tissues and/organs. Biomaterials can be classified according to 

their origin in synthetic or biological. Biological biomaterials can be produced by 

decellularization wich aims at removing cells from the extracellular matrix (ECM), while 

maintain its chemical and physical integrity. Placentas are organs of great interest in 

tissue engineering due to the fact that they are discarded after birth and present large 

amount of ECM. Decellularization methods can be classified into chemical, physical 

and enzymatic. All of them are known to cause changes on ECM; thus their association 

has been commonly used. This study compared different protocols and established a 

more favorable method for decellularization of canine placentas, aiming at the 

production of a biomaterial for clinical applications. Initially both placental portions – 

maternal and fetal – were subjected to ten different protocols that evaluated variables 

such as concentration and time of incubation in detergents, different temperatures and 

the influence of perfusion versus immersion of solutions in the remaining ECM were 

analysed. The analysis of tissue transparence and absence of cellular nuclei in 

histological slices stained with HE, led to selection of two protocols (I and II). Besides 

the before mentioned criteria, both protocols were compared according to the amount 

of DNA that remained in the ECM decelullarized and the distribution of some ECM 

proteins. SDS was the most effective detergent for cell removal although it was not 

enough to complete decellularization. The freezing of placentas led to larger periods 

of samples incubation in different detergents. Both perfusion and immersion methods 

were capable of removing cells, although large concentration of cytoskeletal proteins 

remained entrapped in the matrix. Samples subjected to protocol I (1% SDS, 5 mM 

EDTA + 50 mM TRIS + 0,5% antibiotic, and 1% Triton X-100) better preserved the 

structural organization of ECM when compared to those subjected to protocol II (wich 

differed from the first by the use of 0,05% trypsin instead of 50mM TRIS). However, 

protocol II optimized cell removal as observed in histological slices and decreased the 



 
 

DNA concentration. Both maternal and fetal portions, subjected to both protocols, 

retained the laminin, fibronectin and collagen type I proteins. Collagen type III was 

identified only in fetal portion. In conclusion, protocol II was more effective in the 

decellularization of canine placentas than protocol I; it removed cellular content and 

decrease the concentration of remaining DNA in remaining ECM. The ability of ECM 

decellularized by such method to be applied in tissue engineering strategies still need 

to be evaluated in vitro and in vivo.       

 

 

Keywords: Placenta. Biomaterial. Tissue engineering. Decellularization. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A bioengenharia de tecidos fundamenta-se na utilização de biomateriais, 

células-tronco e moléculas bioativas para a regeneração de tecidos e órgãos, 

devolvendo à área lesionada suas atividades biológicas. Biomateriais podem ser 

genericamente classificados, quanto à sua origem, em biológicos ou sintéticos 

(BARBANTI; ZAVAGLIA; DUEK, 2005; GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a; 

GRANDO MATTUELLA et al., 2007; NEREM, 2007; LOJUDICE; SOGAYAR, 2008). 

Biomateriais são elaborados conforme a necessidade terapêutica e sempre 

objetivam desempenhar funções específicas e/ou mimetizar o órgão/tecido a ser 

reparado. No entanto, essa mimetização pode não ser totalmente fidedigna quando 

da utilização de biomateriais sintéticos, devido à dificuldade de se reproduzir 

perfeitamente a nível microscópico a estrutura desse órgão e/ou tecido (LÜ et al., 

2014; XIANG et al., 2015). 

Os biomateriais biológicos embora possa apresentar mais semelhança 

química com a área a ser reconstruída, têm a grande desvantagem de apresentarem 

importantes diferenças individuais. Biomateriais biológicos tem sido comumente 

produzidos por decelularização. Os biomateriais acelulares originados de tecidos 

biológicos, em geral, mantêm propriedades semelhantes àquelas encontradas nos 

tecidos naturais, oferecendo suporte mecânico, podendo ainda se integrar com maior 

facilidade aos tecidos adjacentes (quando implantado in vivo). Dependendo da sua 

composição, podem prover condições físicas e quimiotáticas para crescimento e 

diferenciação celular, otimizando a recelularização por células autólogas (BÖER et al., 

2011; PELLEGATA et al., 2013; WRONA et al., 2015). 

Dentre os órgãos usados na produção de biomateriais biológicos estão a 

placenta. Durante a gravidez, ela promove o crescimento e sobrevivência do feto; atua 

como barreira seletiva entre este e a mãe, estabelecendo trocas gasosas e de 

nutrientes e apresenta ainda importantes propriedades antimicrobianas. Somado a 

isso, o fato de ela, em geral, ser descartada após o parto e possuir importantes 

componentes da MEC como colágeno tipo I, tipo IV e laminina, justificam seu potencial 

uso em medicina regenerativa (ENDERS; BLANKENSHIP, 1999; CHEN; APLIN, 2003; 
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HOPPER; WOODHOUSE; SEMPLE, 2003; NIKNEJAD et al., 2008; ROA; SMOK S; 

PRIETO G, 2012; BEAUDET et al., 2014). Diferenças placentárias entre espécies tais 

como tamanho, formato, composição de matriz extracelular nas diferentes idades 

gestacionais devem ser consideradas em possíveis aplicações das mesmas na 

bioengenharia de tecidos e são aspectos ainda pouco explorados (FLYNN; SEMPLE; 

WOODHOUSE, 2006; KAKABADZE; KAKABADZE, 2015). 

A decelularização pode ser feita mediante a utilização de diferentes métodos 

e protocolos que variam de forma significativa dependendo do tamanho e da 

complexidade do tecido e/ou órgão com o qual se trabalhe. Esse deve ser capaz de 

remover as células conservando a estrutura da sua matriz extracelular, que pode 

então ser utilizada como biomaterial. Assim, o estabelecimento de um protocolo de 

decelularização que seja reproduzível e eficaz na remoção de células e na 

preservação da matriz extracelular representa o primeiro passo para futuras 

aplicações na medicina regenerativa (HOPPER; WOODHOUSE; SEMPLE, 2003; 

GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a) e compõe o escopo deste trabalho. 
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2  REVISÃO DA LITERATURA 

 

Para um biomaterial biológico acelular ser considerado aceitável para utilização 

clínica ele deve preencher os seguintes requisitos: 1) quantidade <50 ng de fita dupla 

de DNA por mg de MEC; 2) não conter material nuclear visível nos cortes dos tecidos 

corados com Hematoxilina-Eosina (HE) ou pelo DAPI –(4',6-diamidino-2-phenynlidole) 

(CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011) e 3) os fragmentos de DNA remanescentes 

devem ter comprimento menor que 200 pares de base (ZHENG et al., 2005; NAGATA; 

HANAYAMA; KAWANE, 2010). Na maioria dos tecidos e órgãos, para que os 

parâmetros descritos acima sejam atingidos, é necessária a combinação de diferentes 

soluções distribuídas ao longo do tecido, utilizando-se de formas variadas. Sendo 

assim, diferentes métodos de decelularização são descritos e podem ser classificados 

em físicos, químicos e enzimáticos (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a). 

 

 

2.1   MÉTODOS QUÍMICOS DE DECELULARIZAÇÃO 

 

 

 Os métodos químicos estão entre os mais eficazes para decelularização de 

tecidos, já que removem grande parte das células  e concentração de DNA (OLIVEIRA 

et al., 2013). Correspondem à utilização de detergentes, ácidos e bases, soluções 

hiper/hipotônicas e os quelantes de cálcio (EDTA e EGTA). 

 Detergentes são moléculas anfipáticas que apresentam características 

específicas em soluções aquosas, nas quais espontaneamente formam uma estrutura 

micelar esférica; sua estrutura química consiste em um grupo de cabeça polar ou uma 

cadeia/cauda hidrofóbica (Figura 1) (SEDDON; CURNOW; BOOTH, 2004). 

 Grande parte dos detergentes usados no estudo da bioquímica proteica foram 

inicialmente desenvolvidos para fins de uso industrial e conforme o avanço 

tecnológico, pensou-se, na criação de detergentes específicos (como por exemplo o 

CHAPS) para estudos biológicos das proteínas de membrana. Levando-se em 

consideração a estrutura dos detergentes, eles podem ser classificados em três 

grupos: 1) iônicos, 2) não-iônicos e 3) zwitteriônicos (Figura 1 e Figura 2). De modo 

geral detergentes podem desnaturar proteínas e causar a destruição da relação 
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existente entre DNA-proteína, lipídeos e lipoproteínas. Com a remoção celular no 

processo de  decelularização, são esperadas também alterações nos componentes 

estruturais da MEC como diminuição na concentração de glicosaminoglicanas (GAGs) 

e fatores de crescimento, assim como desorganização da estrutura das fibras 

colágenas (SEDDON; CURNOW; BOOTH, 2004; PRIVÉ, 2007; FU et al., 2014; 

KAWASAKI et al., 2015). 

 

Figura 1 - Representação esquemática das moléculas dos três grupos de detergentes (iônicos, 
não-iônicos e zwitteriônicos) usados em protocolos de decelularização 

 

 

Fonte: Daltin (2011), modificado por Leonel (2015). 
Legenda: Esquematização da estrutura molecular de detergentes iônicos (A) como por exemplo SDS, 
apresentando em sua porção hidrofílica carga negativa, contrapondo a porção hidrofílica sem carga 
encontrada nos detergentes não-iônicos (B) como o Triton X-100 e os detergentes zwitteriônicos (C) 
com ambas cargas, positiva e negativa em uma mesma molécula na porção hidrofílica. 

 

 Detergentes iônicos são bastante solúveis em água e possuem estrutura 

linear, sendo que em sua extremidade polar possuem carga negativa. Além disso 

nessa região, os átomos de oxigênio contribuem ainda mais para sua polaridade 

negativa. No caso de detergentes não iônicos as cargas responsáveis pela 

solubilização em água estão dispersas ao longo de vários átomos de oxigênio 

espalhados pela sua cadeia polimérica; desse modo, considera-se que os mesmos 

não possuem carga em sua extremidade hidrofílica. Os detergentes zwitteriônicos 

apresentam nessa mesma extremidade, moléculas com ambas as cargas (positiva e 

negativa), podendo dessa forma se comportar com características ora de detergentes 

iônicos, ora como detergentes não-iônicos (DALTIN, 2011).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                

 Os detergentes mais usados em protocolos de decelularização são o Dodecil 

Sulfato de Sódio (SDS), (DE CASTRO BRÁS et al., 2013; KHORRAMIROUZ et al., 
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2014; NONAKA et al., 2014; PAN et al., 2014; GUAN et al., 2015; KOCH et al., 2015), 

o Deoxicolato de Sódio (BÖER et al., 2011; PELLEGATA et al., 2013; TOTONELLI et 

al., 2013; HELLSTRÖM et al., 2014), o Triton X-100 (DE CASTRO BRÁS et al., 2013; 

HELLSTRÖM et al., 2014; KHORRAMIROUZ et al., 2014; GARDIN et al., 2015; GUAN 

et al., 2015), e o CHAPS (FAULK et al., 2014a; TSUCHIYA et al., 2014) (Figura 2). 

Figura 2 - Fórmula química dos principais detergentes usados em protocolos de decelularização 

 

 

Fonte: Seddon, Curnow e Booth (2004). 
Legenda: Em A) estrutura química do detergente Dodecil Sulfato de Sódio (exemplo de detergente 
iônico); B) Deoxicolato de Sódio (detergente iônico); C) Triton X-100 (detergente não-iônico) e D) 
CHAPS (detergente zwitteriônico). 

 

 O SDS é um detergente iônico que possui uma cadeia de hidrocarbono linear 

contendo um grupo de cabeças hidrofílicas carregadas com carga negativa. Essas 

características têm influência direta na sua interação com proteínas permitindo que 

ele solubilize as membranas citoplasmática e nuclear causando o extravasamento do 

conteúdo celular (PRIVÉ, 2007; FAULK et al., 2014a). De todos os detergentes 

descritos, este é comprovadamente um dos mais eficazes na remoção celular; porém 

causa alteração da composição da MEC, diminuindo a concentração de GAGs, 

citocinas e colágeno (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a; SANTOSO et al., 

2014; KAWASAKI et al., 2015).  

 Biomateriais produzidos com rins suínos utilizando inicialmente SDS à 1% (e 

posterior incubação com Triton X-100), apresentaram redução de 95% do DNA, 

remoção quase total de células do órgão preservando a rede vascular, colágeno IV, 

laminina e fatores de crescimento como o HGF e VEGF. Resultados promissores 
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foram descritos ainda em relação à biocompatibilidade do biomaterial (GUAN et al., 

2015). Em contrapartida, a associação dos mesmos detergentes para decelularização 

da mucosa do intestino delgado de suínos não obteve resultados tão positivos. Apesar 

dos detergentes terem deixado quantidade de DNA menor que 50ng/mg de MEC, 

houve grande comprometimento de sua biocompatibilidade prejudicando a 

recelularização (CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; SYED et al., 2014). 

 Em alguns casos a lise celular não depende da associação entre detergentes, 

ou do tempo de incubação, mas sim da sua concentração utilizada. González-

Andrades et al. (2015) descreveram que para a decelularização de córneas suínas,  

três concentrações de SDS (0,01%, 0,05% e 0,1%) apresentaram bons resultados 

tanto na remoção celular quanto na preservação da estrutura e composição da MEC, 

sendo que, quanto maior a concentração do detergente melhor a eficiência na 

remoção das células.  

 Na decelularização de discos intervertebrais realizada por Xu et al. (2014), o 

SDS na concentração de 0,5% foi um dos detergentes com melhores resultados na 

remoção das células e diminuição da concentração de DNA, porém foi também, o que 

provocou maior desarranjo nas fibras colágenas criando grandes espaços entre elas, 

diminuindo a concentração de GAGs e alterando características mecânicas do tecido. 

Alterações nos vasos sanguíneos (colabamento e desarranjo de sua estrutura 

tridimensional) também são descritas na literatura (MELO et al., 2014). 

 O detergente deoxicolato de sódio também é um detergente iônico 

[classificado por Seddon, Curnow e Booth (2004) como um tipo de detergente do 

grupo de sais ácidos biliares] usado para decelularização de tecidos (CRAPO; 

GILBERT; BADYLAK, 2011).  

 Esse detergente foi usado para a produção de biomateriais acelulares por 

Totonelli et al. (2013). Apesar de algumas perdas na quantidade de GAGs e glândulas 

da submucosa de esôfagos suínos, ele foi capaz de produzir um tecido com aspectos 

translúcido e livre de núcleos celulares nas análises histológicas, conservando o 

colágeno nas camadas da mucosa, submucosa e muscular. Quando usado em aortas 

suínas, o mesmo detergente permitiu a preservação da estrutura da MEC da camada 
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interna dos vasos, ausência de remanescentes nucleares e alterações não 

significantes nas propriedades mecânicas (PELLEGATA et al., 2013).  

 Em artérias carótidas equinas a associação entre os dois detergentes iônicos 

- deoxicolato de sódio e SDS (ambos na concentração de 0,5%) - foi testada, 

produzindo uma matriz decelularizada e com concentração de DNA com valor de 

60ng/mg de MEC (33% do encontrado no grupo controle). Além disso, durante análise 

proteica, aproximadamente 306 proteínas foram descritas sendo 12 delas 

pertencentes à matriz extracelular (BÖER et al., 2011). 

 O Triton X-100 (t-octilfenoxipolietoxietanol) é um detergente não-iônico com 

estrutura química bastante heterogênea (PRIVÉ, 2007; CRAPO; GILBERT; 

BADYLAK, 2011) descrito na decelularização de placenta (SCHNEIDER et al., 2015), 

glândula lacrimal (LIN et al., 2015), pâncreas (ZHENG et al., 2015), fígado (ZHENG et 

al., 2015), dentro outros tecidos.  

 Ele é considerado um detergente menos agressivo aos componentes 

biológicos da MEC, sendo capaz de permitir a decelularização enquanto mantém 

grande parte de seus componentes como GAGs, redes fibrilares de colágeno, 

conservação das propriedades mecânicas e da sua biocompatibilidade. Na 

decelularização de intestinos de ratos o Triton X-100 foi um dos que obteve melhores 

resultados produzindo biomaterial acelular tridimensional, conservando os pequenos 

espaços presentes entre fibras colágenas (OLIVEIRA et al., 2013; XU et al., 2014).  

 A escolha de cada detergente depende do tecido a ser decelularizado. 

Idealmente, biomateriais utilizados em bioengenharia de tecidos devem manter sua 

estrutura física e propriedades biológicas, facilitando posterior recelularização. Sendo 

assim, o Triton X-100, por ser um detergente menos agressivo, tem sido preferível 

quando possível, em relação ao SDS, pois preserva de forma mais qualitativa a 

estrutura conformacional da MEC pós-decelularização (PRIVÉ, 2007; FAULK et al., 

2014a). 

 Entretanto, há controvérsias em relação à sua ação menos prejudicial aos 

componentes da MEC. Em um estudo realizado por Santoso et al. (2014), o Triton X-

100 não só foi o detergente que mais danificou a estrutura de colágeno e elastina da 

matriz de úteros de ratas, como também foi considerado insatisfatório na remoção das 
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células, por não ser capaz de penetrar nas camadas mais profundas do tecido. Burk 

et al. (2014) também mostraram que ele não foi capaz de remover satisfatoriamente 

as células presentes em tendões equinos, como observado com outros métodos 

testados e que apresentaram melhores resultados. Rins decelularizados com esse 

detergente por Caralt et al. (2015), mesmo ao final do protocolo, apresentaram células 

endoteliais e musculares visíveis. 

 Os detergentes zwitteriônicos, em geral protegem a estrutura natural dos 

tecidos durante o procedimento de decelularização.  No entanto, há relatos de que 

eles podem desnaturar proteínas de modo mais agressivo que os detergentes iônicos 

e não-iônicos. O detergente zwitteriônico mais conhecido é o (3-[(3-

cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate), ou CHAPS, que apresenta 

uma rígida forma de anel esteroide (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a; FAULK 

et al., 2014a; KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015). 

 Na decelularização de cordões umbilicais com incubação em 8mM CHAPS (e 

posterior incubação com 1.8mM SDS), as células foram removidas e a concentração 

de DNA reduzida para 6% (74,4 ng/mg) do valor encontrado no grupo controle, sendo 

este o protocolo que mais se aproximou dos parâmetros aceitáveis para aplicação 

terapêutica do biomaterial. Somado a isso, proteínas estruturais da matriz extracelular, 

como o colágeno, foram preservadas após decelularização (CRAPO; GILBERT; 

BADYLAK, 2011; MALLIS et al., 2014). 

 A mesma concentração desse detergente zwitteriônico (8mM CHAPS) foi 

usada em pulmões de ratos. Nos estudos de Tsuchiya et al. (2014), análises 

histológicas comprovaram a completa eliminação celular, preservação dos septos 

alveolares e demais características arquitetônicas do órgão. Petersen et al. (2012) 

mostraram ainda que o detergente diminuiu de forma significativa a quantidade de 

elastina do tecido pulmonar; por outro lado, foi capaz de remover aproximadamente 

99% do DNA e preservar basicamente a mesma quantidade de colágeno encontrada 

no grupo controle.  

 Os ácidos e bases desnaturam proteínas, rompem a membrana celular, 

solubilizam os elementos celulares e alteram ácidos nucleicos. No entanto, essas 

soluções não são seletivas e podem afetar elementos da MEC, particularmente o 
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colágeno, GAGs e fatores de crescimento.  O ácido peracético ou peroxiacético 

(paracetic acid - PAA) usado na decelularização da submucosa do intestino delgado 

(small intestinal submucosa - SIS), reduziu a quantidade de DNA bem próximo à 

50ng/mg de MEC. No entanto, houve a diminuição da elasticidade do tecido, 

alterações mecânicas no biomaterial e em toda a sua superfície, causando rachaduras 

e defeitos visíveis na microscopia eletrônica de varredura (FU et al., 2014; SYED et 

al., 2014).  

 Em tumores, um dos protocolos para remoção celular fez uso de PAA por 16 

horas, sendo comprovado remoção incompleta das células desse tecido, produzindo 

uma amostra com aspecto sólido e de tonalidade opaca. Mesmo retendo maior 

quantidade de células ele foi capaz de reduzir a quantidade de DNA em concentrações 

menores que 50 ng/mg de MEC, sendo ainda positivo para as marcações de 

citoqueratina 7 (CK7) e α-actina de músculo liso (αAML) (LÜ et al., 2014). 

 Em relação ao pH de soluções de decelularização, Tsuchiya et al. (2014), 

demonstraram que pulmões decelularizados com CHAPS em pH=8 foram os que 

melhor preservaram os constituintes da MEC, removendo maior quantidade de DNA 

e β-actina (proteína presente no citoesqueleto). Curiosamente, mesmo com presença 

de remanescentes celulares, quando implantado in vivo, esse biomaterial não causou 

resposta inflamatória exacerbada. Já o grupo tratado com CHAPS em pH=12, além 

de apresentar uma resposta imunológica mais agressiva, levou à perda de 30% na 

quantidade de colágeno e diminuição também na quantidade de elastina, fibronectina 

e laminina (TSUCHIYA et al., 2014). 

 As soluções hiper/hipotônicos interferem na relação entre o DNA e as 

proteínas causando a lise celular por choque osmótico, em lavagens alternadas entre 

os dois tipos de soluções. As lavagens têm objetivo não só de remover as células do 

tecido, mas também servem como uma maneira de retirar os resíduos celulares 

provenientes das etapas anteriores do protocolo de decelularização (CRAPO; 

GILBERT; BADYLAK, 2011; FAULK et al., 2014b; FU et al., 2014). 

 O cloreto de sódio (NaCl – solução hipertônica) foi descrito no protocolo de 

decelularização de intestinos de ratos com remoção de aproximadamente 89% do 

conteúdo celular e preservação dos espaços interfibrilares do colágeno, causando 
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desorganização e alteração da estrutura tridimensional do tecido, intensa perda de 

fibras reticulares e eliminação de 50% de GAGs (OLIVEIRA et al., 2013). Incubação 

alternada de tumores em solução tampão hipotônica e hipertônica associada 

posteriormente com a incubação em detergentes removeu completamente as células 

de tecidos sendo que após o final do protocolo não houve marcação positiva de CK7 

e α-AML, reduzindo a quase zero a quantidade de DNA (LÜ et al., 2014).   

 Agentes quelantes de cálcio como o ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 

e ácido etileno glicol tetracético (EGTA) se ligam aos cátions bivalentes que estão 

presentes nos locais de adesões entre célula-célula e célula-matriz, facilitando a 

remoção do material celular dos tecidos. Em geral, o EDTA é usado em associação 

com a tripsina (método enzimático), sendo importante limitar o tempo de exposição a 

eles evitando danos à estrutura e composição da matriz (GILBERT; SELLARO; 

BADYLAK, 2006a; PAN et al., 2014; KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015). 

 Na decelularização de córneas suínas incubou-se os tecidos em solução de 

EDTA (isoladamente, depois com adição do detergente SDS), o que resultou na 

remoção de células sem desestruturação aparente da MEC e na preservação de sua 

estrutura em camadas. A biocompatibilidade foi mantida, sendo observada integração 

com tecidos adjacentes e recelularização autóloga após implantação in vivo. Com as 

análises de coloração nuclear por DAPI, núcleos mostraram-se presentes após essa 

implantação, indicando a migração de células do hospedeiro para o biomaterial 

(YOERUEK et al., 2012). 

 Em pâncreas de ratos o uso do EGTA (ácido etileno glicol tetracético) deixou 

remanescente de DNA menores que 50 ng/mg de matriz e comprimento de fita menor 

que 200 pares de bases. A preservação da porosidade promoveu adesão celular, 

conservando ainda componentes de membrana basal como laminina e fibronectina, 

além de colágeno tipo I e IV. A análise in vivo evidenciou resposta inflamatória branda 

e com presença de angiogênese, assim como formação de redes fibrilares de 

colágeno após três semanas do implante (XIANG et al., 2015). Já em rins, o protocolo 

com associação do EGTA e tripsina causou a translucidez do órgão preservando a 

rede vascular, o microambiente estrutural e seus componentes funcionais (vasos, 

túbulos e glomérulo); no entanto, em análises histológicas debris proteináceos foram 

observados em meio à MEC (CARALT et al., 2015). 
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 EDTA e EGTA são dois ácidos quimicamente semelhantes, embora o último 

apresente maior número de íons carbono, hidrogênio e oxigênio em sua molécula, o 

que lhe confere maior habilidade em quelar cálcio, comparado ao primeiro (EDTA). 

Este, por sua vez, além de atuar sobre o cálcio, quela também metais tais como íons 

de magnésio, levando à interrupção da ação de enzimas (SOUSA; SILVA, 2005; 

GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006b). 

 

 

2.2   MÉTODOS FÍSICOS DE DECELULARIZAÇÃO 

 

 

 Os métodos físicos de decelularização são tidos como eficazes na 

preservação da bioatividade da matriz extracelular e seus fatores de crescimento. 

Dentre os mais comumente utilizados estão o uso de diferentes gradientes de 

temperatura, aplicação de pressões e ondas sonoras sob o tecido/órgão (GILBERT; 

SELLARO; BADYLAK, 2006a; FAULK et al., 2014b; FU et al., 2014).  

 O congelamento, além de ser um método de conservação de tecidos bastante 

eficaz, provoca a formação de cristais de gelo dentro das células, causando a ruptura 

da membrana celular. Essa taxa de mudança de temperatura deve ser controlada 

cuidadosamente para que a formação de gelo não afete também a estrutura da MEC. 

Enquanto o congelamento é efetivo para a morte celular, as etapas seguintes do 

protocolo de decelularização devem ser usados para a remoção do material celular 

remanescente (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a; NONAKA et al., 2014). 

 Esse método físico pode ser aplicado tanto em tecidos uniformes ou até 

mesmo em órgãos inteiros. Após serem decelularizados, pulmões de ratos foram 

submetidos à ciclos alternados de congelamento e descongelamento nas 

temperaturas de -20ºC e -80ºC, para avaliação do efeito do congelamento nas suas 

propriedades ventilatórios. Nenhuma alteração mecânica significativa na matriz dos 

pulmões decelularizados após tais ciclos foi descrita (NONAKA et al., 2014). 

 Tendões de equinos congelados e posteriormente incubados com 

detergentes, apresentaram espaços vazios entre fibras de colágeno e nenhuma 

estrutura celular visível. Consequentemente menor quantidade de DNA foi encontrada 
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(cerca de 80% a menos que o controle). Em ensaios in vitro houve ainda adesão 

celular, sendo que com o passar dos dias a densidade e migração celular aumentou 

gradualmente por entre as fibras de colágeno (BURK et al., 2014). 

 No mesmo estudo os autores comprovaram ainda que o congelamento 

melhorou a eficiência da decelularização em etapas posteriores, quando associado 

aos métodos químicos. Usado isoladamente, o detergente Triton X-100 não foi capaz 

de remover adequadamente as células dos tendões; entretanto, quando utilizado após 

o congelamento, maior remoção celular, menores concentrações de DNA 

remanescente e melhor citocompatibilidade foram observados (BURK et al., 2014).  

 A aplicação de gradientes de pressão sob o tecido provoca a morte celular e 

consequente eliminação de resíduos celulares após a decelularização. Esse método 

é indicado para tecidos mais finos e superficiais (vasos sanguíneos, por exemplo) e 

que não apresentam uma MEC densamente organizada (fígado e pulmão). Essa 

técnica facilita a remoção das camadas teciduais de órgãos laminares (tais como 

intestino delgado e ureter) e pode ser usado isoladamente ou associado aos métodos 

químicos/enzimáticos. Outro método semelhante é o uso de alta pressão hidrostática 

em alguns protocolos, reduzindo o tempo de exposição dos tecidos com detergentes 

mais agressivos (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a; KEANE; SWINEHART; 

BADYLAK, 2015). 

 A alta pressão hidrostática (High Hydrostatic Pressure - HHP) rompe 

membranas celulares retirando as células de todas as camadas teciduais, sem 

desnaturar ou reduzir as proteínas de matriz (SANTOSO et al., 2014). Em úteros de 

ratas a HHP removeu células de todas as suas camadas reduzindo satisfatoriamente 

a quantidade de DNA. Após remoção de um pequeno fragmento dos cornos uterinos 

de ratas e posterior implantação in vivo do biomaterial, houve o recrutamento de 

células autólogas (migração e proliferação celular), com consequente regeneração 

tecidual, e aumento nas proteínas de matriz como o colágeno e elastina. Além disso 

o novo tecido formado apresentou-se responsivo ao hormônio ovariano estrógeno. 

Com a conservação das propriedades mecânicas e dos componentes da MEC, as 

fêmeas foram ainda capazes de ficar prenhas e manter a gestação por mais de 20 

dias (SANTOSO et al., 2014). 
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 Na decelularização de corações e fígados de ratos, a HHP não deixou nenhum 

núcleo visível na coloração de HE. Após as MECs de ambos tecidos (corações e 

fígados) serem congeladas e trituradas, os fragmentos derivados da MEC hepática 

apresentaram-se com menor tamanho quando comparados aos do coração. A 

incubação com fibroblastos por 24 horas mostrou que esses fragmentos menores 

derivados da matriz hepática promoveram migração celular in vitro, ao contrário 

daqueles derivados do coração (TABUCHI et al., 2015). 

 Hashimoto et al. (2015) decelularizaram córneas suínas pelo método de HHP 

demonstrando com sucesso a remoção das células e quantidade remanescente de 

DNA menor que 50ng/mg de MEC. Apesar de ter apresentado maior período de tempo 

para re-epitelização do que o observado em córneas normais, a implantação do 

biomaterial em coelhos permitiu recelularização por queratócitos autólogos e seis 

meses após a cirurgia, estava totalmente integrado ao tecido adjacente, sem presença 

de células inflamatórias (macrófago e monócitos) (HASHIMOTO et al., 2015).     

 A sonicação (aplicação de ondas sonoras em soluções líquidas), quando 

usada na frequência/magnitude adequada, pode causar o rompimento celular, 

dependendo da velocidade, do volume do reagente e do comprimento das ondas 

aplicado na agitação mecânica. A intensidade da sonicação deve ser monitorada 

constantemente: conforme ela aumenta, sua capacidade de remoção de DNA pode 

chegar a até 99%; no entanto, alterações estruturais na matriz também são relatadas 

(GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a; AZHIM et al., 2014). 

 A sonicação associada com métodos químicos aprimora o processo de 

decelularização, promovendo a ruptura da membrana celular uniformemente em todo 

tecido. Após curto período de tempo, a posterior imersão no detergente, remove os 

debris e possíveis remanescente celulares. A técnica possui limitações como o fato 

de ser aplicada em apenas uma dimensão do tecido; contudo, com algumas 

modificações no aparato de sonicação, ela pode ser empregada em tecidos com 

organização estrutural mais complexa. Neste caso, sua intensidade deve ser a mesma 

em todas as regiões do tecido, para evitar diferenças no processo de decelularização 

(AZHIM et al., 2014). 
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 Quando utilizou-se a sonicação na decelularização de intestinos de ratos, 

houve aumento nos espaços entre as redes fibrilares de colágeno, com 

desorganização da estrutura original da MEC (OLIVEIRA et al., 2013). Já em aortas 

suínas decelularizadas com a mesma técnica e posterior incubação em SDS, as redes 

fibrilares de colágeno e elastina foram mantidas (compactadas), as células foram 

removidas e 90% do DNA eliminado. In vivo, o biomaterial apresentou menor 

quantidade de infiltrado de células CD4 (responsáveis por reações imunológicas 

contra implantes). Macrofágos foram encontrados nas regiões próximas ao local do 

implante, iniciando o processo de degradação e remodelação desse biomaterial 

(AZHIM et al., 2014). 

 

 

2.3 MÉTODOS ENZIMÁTICOS DE DECELULARIZAÇÃO 

 

 

 Os métodos enzimáticos causam ruptura das células e das ligações 

peptídicas que as ancoram à MEC, removendo resíduos de DNA que permanecem 

aderidos às proteínas de matriz após o rompimento nuclear. Seu uso deve ser 

controlado já que as soluções enzimáticas podem permanecer nos tecidos em 

quantidades suficientes para desencadear reações imunológicas adversas. Ademais, 

longos períodos de exposição às enzimas podem causar a desestruturação da matriz 

com remoção de colágeno, laminina, fibronectina, elastina e GAGs. Exemplos de 

soluções enzimáticas usadas em protocolos de decelularização são a tripsina e as 

endonucleases (DNAse e RNAse) (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006a; CRAPO; 

GILBERT; BADYLAK, 2011; PETERSEN et al., 2012; FU et al., 2014).   

 A tripsina causa a separação celular da matriz adjacente e pode alterar a 

quantidade de colágeno tipo I, afetar as GAGs, além de eliminar totalmente a elastina 

do tecido, causando desordem na matriz e desorganização dos seus poros. Fatores 

de crescimento também podem ser afetados pela sua ação, de modo que sua 

concentração pode ser bastante reduzida ou mesmo completamente eliminada 

(FAULK et al., 2014b; KHORRAMIROUZ et al., 2014; XU et al., 2014; CARALT et al., 

2015). 
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 A associação da tripsina com o EDTA é comum em protocolos de 

decelularização. Após lavagens em soluções hipo e hipertônicas, tumores foram 

incubados com essa associação antes do tratamento com detergente e após análises 

de caracterização de matriz e quantificação de DNA, esse foi considerado o protocolo 

que melhor conservou a distribuição de fibras colágenas, assim como a de GAGs. Em 

posterior recelularização do biomaterial, as células nele semeadas in vitro 

apresentaram viabilidade celular significativa, sendo capazes de secretar fatores de 

crescimento como IL-8, VEGF e bFGF (LÜ et al., 2014).  

 Na decelularização de artérias carótidas, Mancuso et al. (2014) usaram a 

mesma associação de tripsina e EDTA. Observaram a remoção de células musculares 

da camada média dos vasos, com conservação dos componentes estruturais da MEC 

(elastina, colágeno e fibronectina) e dos poros entre as fibras de colágeno. Os autores 

reportaram, entretanto, eliminação total da laminina, assim como a eliminação quase 

que 100% da concentração de DNA, não havendo, porém, comprometimento da 

adesão e proliferação celular. 

  As endonucleases digerem resíduos de DNA presentes na MEC após o 

rompimento celular (BÖER et al., 2011). Para remoção eficaz de DNA remanescente, 

após o rompimento nuclear, a concentração das endonucleases e associação com 

outros métodos de decelularização deve ser realizado. Em esôfagos suínos a 

concentração de 2000kU de DNAse-I reduziu de forma significativa a quantidade de 

DNA; no entanto essa mesma concentração foi usada em artérias carótidas e, apesar 

de ter reduzido consideravelmente a quantidade de DNA, os parâmetros exigidos para 

uso clínico não foram atingidos (PELLEGATA et al., 2013; TOTONELLI et al., 2013; 

WRONA et al., 2015). 
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3 (I ARTIGO) PLACENTA COMO FONTE DE MATRIZ EXTRACELULAR (MEC) 

 

 

Resumo 

A placenta é um órgão temporal e dinâmico, que apresenta importantes propriedades 

imunológicas que permitem o desenvolvimento e sobrevivência do feto, sendo 

comumente usada para estudar a evolução das espécies. Sob vários aspectos, essas 

propriedades se assemelham àquelas encontradas na progressão de tumores. Devido 

ao fato de geralmente ser descartada após o parto e de apresentar uma rica 

composição de matriz extracelular (MEC), a placenta se torna uma importante fonte 

de células e matriz para os propósitos da bioengenharia de tecidos e medicina 

regenerativa. As diferenças em relação aos tipos de classificação das placentas entre 

as várias espécies, assim como os principais componentes da sua matriz extracelular 

foram revisados aqui.  

 

 

Palavras-chave: Placenta. Matriz extracelular. Decelularização. 

 

 

Abstract 

Placenta is a temporal and dynamic organ, which presents important immunological 

properties that allows fetal development and survival, and is commonly used to study 

the evolution of species. Under several aspects, its formation resembles tumor 

progression. The fact that it is usually discarded after birth, allows high yield of stem/ 

progenitor cells and is rich in extracellular matrix, makes it an important source of cells 

and matrix for tissue engineering and regenerative medicine purposes. The differences 

regarding the types and classifications of the placentas among several species as well 

as the placental extracellular matrix components were revised herein. 

 

 

Key words: Placenta. Extracellular matrix. Decellularization. 

 

 

 



36 
 

3.1  INTRODUÇÃO 

 
 

 A placenta é um órgão de estrutura complexa que permite o desenvolvimento 

e nutrição fetal, apresentando inúmeras variações morfológicas entre os mamíferos 

(CARTER; MESS, 2013). A placentação é a “aproximação ou combinação de um 

tecido embrionário àqueles naturais à mãe para a realização das trocas fisiológicas” 

(MOSSMAN, 1987. p. 312), enquanto que o novo tecido formado – a placenta – é 

definido como a estrutura capaz de permitir tais trocas entre a mãe e o concepto 

(BENIRSCHKE; KAUFMANN; BAERGEN, 2006), incluindo gases e nutrientes (MESS; 

CARTER, 2007). Problemas relacionados à implantação e placentação podem ser as 

causas de uma deficiência reprodutiva entre os mamíferos (JOHNSON, 2003). 

 A placentação representa um importante passo no processo evolucionário. O 

crescimento do embrião dentro de um ovo (oviparidade) permitiu que os vertebrados 

vivessem na terra e se tornassem independentes da água para reprodução. O embrião 

desenvolvido dentro de ovos (no caso das aves e espécies não-mamíferas) está 

envolvido por quatro membranas extra-embrionárias denominadas de âmnio, saco 

vitelino, alantoide e córion, das quais a placenta dos mamíferos evoluiu (MOSSMAN, 

1987). O atual conhecimento das diversidades placentárias nas diferentes espécies 

de mamíferos sugere as suas distintas origens evolucionárias.   

 Placentas apresentam importantes propriedades imunoregulatórias, que são 

representadas pela tolerância do feto pelo sistema imune materno, sendo esse um 

processo que envolve a inibição de uma excessiva inflamação depois da implantação 

do blastocisto e proliferação de células T regulatórias (TRIPATHI; GULERIA, 2015). 

Além disso, elas têm mostrado propriedades anti-inflamatórias, antibacteriana e anti-

cicatricial, que combinadas com o fato de serem geralmente descartadas após o parto, 

despertaram o interesse pela sua aplicação na terapia celular e medicina regenerativa 

(LOPEZ-ESPINOSA et al., 2009; HONG et al., 2010; DE; CHAKRABORTY; 

BHATTACHARYYA, 2011; CHOI et al., 2013). 

 

 

  



37 
 

3.2  CLASSIFICAÇÕES DAS PLACENTAS  

 

 

 A formação da placenta tem início logo na implantação (nidação), onde ocorre 

a aposição e adesão do blastocisto formado ao endométrio, e invasão (penetração) 

do trofoblasto fetal no útero. Esse processo invasivo varia entre os mamíferos eutérios 

(placentários) e pode ocorrer mediante uma penetração invasiva (como em humanos, 

macaco rhesus, guinea-pig), por deslocamento (rato e camundongo) ou ainda por 

fusão (coelhos e ruminantes) (BISCHOF; MARTELLI, 1992). A penetração do 

trofoectoderma do concepto no endométrio, que em humanos pode ocorrer em locais 

ectópicos com grande frequência, assemelha-se à invasões de carcinomas, havendo 

alterações na expressão de moléculas de adesão e aumento da expressão de 

proteinases que degradam a matriz extracelular (BISCHOF; MARTELLI, 1992).  

 A placenta, as membranas fetais e o cordão umbilical correspondem aos 

anexos fetais (PAROLINI et al., 2008). As membranas fetais compreendem o âmnio 

(membrana amniótica), uma íntima camada que circunda o feto contendo o líquido 

amniótico, e o córion, uma camada externa que adere à decídua, sendo a parte 

materna da placenta (PAROLINI et al., 2008; MAKHOUL; CHIU; CECERE, 2013). O 

âmnio é um tecido avascular constituído por três camadas (correspondendo à uma 

camada interna e compacta, uma camada de células mesenquimatosas e uma 

camada externa intermediária ou camada esponjosa), ou ainda mais detalhadamente 

como uma membrana apresentando cinco camadas distintas: 1) camada epitelial 

amniótica, que apresenta uma única camada de células cuboides ou colunares; 2) 

membrana basal; 3) camada compacta ou estroma rica em fibras colágenas; 4) 

camada fibroblástica e 5) uma camada esponjosa ou rica em mucina, mais próxima 

do córion (PAROLINI et al., 2008; NIKNEJAD et al., 2013). O córion é composto por 

mesênquima e uma região de células trofoblásticas extravilosas proliferativas 

(PAROLINI et al., 2008).  

 Em embriões de mamíferos, o âmnio e os principais componentes do saco 

vitelino (endoderma) e alantóide são derivados da massa celular interna do 

blastocisto, enquanto que a camada mais externa de células dará origem ao 

trofoblasto e contribuirá para a formação das membranas extra-embrionárias. 

Somente quando o mesoderma, que apresenta ramos dos vasos vitelinos, está 
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interposto entre o endoderma e o trofoblasto, é que a troca materno-fetal é 

estabelecida (CARTER; ENDERS, 2004). Essa estrutura trilaminar – endoderma, 

mesoderma e trofoblasto – forma o coriovitelino ou saco vitelino da placenta, que 

persiste até o parto em algumas espécies como roedores e logomorfos (CARTER; 

ENDERS, 2004; MESS; CARTER, 2007). Em outras espécies, como nos humanos, o 

crescimento do alantoide causa o deslocamento do saco vitelino do trofoblasto, e 

então a placentação corioalantoide é estabelecida; essa é vascularizada pelos vasos 

do alantoide ou vasos umbilicais (MESS; CARTER, 2007). 

 Na placenta corionalantoide, três camadas maternas e três camadas fetais 

podem ser observadas justapostas logo após a formação da placenta: 1) o endotélio 

fetal dos capilares do alantoide; 2) o tecido conjuntivo fetal do mesoderma 

corioalantoide; 3) o epitélio coriônico formado pelo trofoblasto; 4) os capilares 

endoteliais maternos dos vasos sanguíneos do endométrio; 5) o estroma uterino ou 

tecido conjuntivo do endométrio (decídua) e 6) o epitélio uterino (MESS; CARTER, 

2007). A decídua corresponde ao lado materno da interface materno-fetal, enquanto 

que o lado fetal dessa interface corresponde ao trofoblasto da placenta (JOHNSON, 

2003).  

 Placentas são comumente classificadas de acordo com suas características 

macroscópicas, ou conforme o tipo de interface materno-fetal (barreira) e o tipo de 

interdigitação materno-fetal (estrutura interna). 

 Dependendo de suas características macroscópicas, que também envolvem a 

distribuição das áreas de contato entre as membranas fetais e o endométrio, as 

placentas são denominadas: 1) discoide, onde uma única área de contato dará origem 

à placenta (humanos, primatas e roedores); 2) cotiledonária, onde múltiplas áreas do 

corioalantoide são formadas com o endométrio (ruminantes); 3) difusa, em que a 

grande maioria da superfície do corioalantoide está envolvida na formação da placenta 

(observada em equinos, suínos e baleias) e 4) zonária, onde a placenta forma uma 

espécie de anel ao redor do feto (observada em carnívoros como cachorras, gatas, 

ursas e elefantas). Na placenta cotiledonária, a porção fetal em contato é denominada 

cotilédone, a porção materna é conhecida como carúncula e o complexo cotilédone-

carúncula é chamado de placentoma (Figura 3). 
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Figura 3 - Tipos morfológicos das placentas: discoide, cotiledonária, difusa e zonária 

 

 

 

Fonte: Steven e Morriss (1975); Benirschke, Kaufmann e Baergen (2006) e Vejlsted (2012), modificado 
por Leonel (2015). 
Legenda: A – Placenta cotiledonária da espécie bovina e outros ruminantes; B – placenta difusa 
encontrada nas espécies equina e suína; C – placenta zonária de carnívoros; D – placenta discoide da 
mulher com visão da parte fetal (superior à esquerda) e do cordão umbilical e outra da parte materna 
(inferior à esquerda) contrastando os sulcos cotiledonários; a – cotilédones; b – microcotilédones; c – 
hematoma marginal; d – placenta zonária da cadela; e – cordão umbilical; f – sulcos cotiledonários.  

 
 

 De acordo com a interface materno-fetal (relação entre o trofoblasto fetal e 

superfície endometrial materna), as placentas são classificadas em: 1) epiteliocorial, 

onde o trofoblasto está justaposto através de uma simples interdigitação microvilar do 

epitélio uterino (observada em cavalos, porcos e ruminantes como bovinos, ovinos, 

caprinos e veado); 2) sinepiteliocorial, onde há uma aposição do trofoblasto com o 

tecido conjuntivo materno, mas com a persistência do epitélio uterino que é modificado 

pela migração de células trofoblásticas binucleares/gigantes (esse termo é atualmente 

usado em substituição de sindesmocorial); 3) endoteliocorial, na qual o trofoblasto 

está em contato com o endotélio dos vasos sanguíneos materno (encontrada em 

carnívoros) e 4) hemocorial, onde o trofoblasto está em contato direto com o sangue 

materno (observada em humanos, macacos e roedores). No entanto, uma 

combinação dessas interfaces pode ser observada em diferentes espécies, como nos 



40 
 

ruminantes. O tipo hemocorial pode ser subdividido em hemo-monocorial, hemo-

dicorial e hemo-tricorial, dependendo do número de camadas de células trofoblásticas 

observadas na superfície vilosa, como visto em primatas (CARTER; ENDERS, 2004; 

PETER, 2013) (Figura 4).  

 

Figura 4 - Esquemas das barreiras materno-fetais epiteliocorial, sinepiteliocorial, endoteliocorial 
e hemocorial 

 

 
Fonte: Vejlsted (2012) e Furukawa, Kuroda e Sugiyama (2014), modificado por Leonel (2015). 

Legenda: A – placenta epiteliocorial encontrada nas espécies suína e equina; B – placenta 
sinepiteliocorial de ruminantes; C – placenta endoteliocorial encontrada nos carnívoros; D – placenta 
hemo-monocorial de guinea-pig e da placenta humana à termo com uma única camada de trofoblasto; 
E – placenta hemo-dicorial encontrada em coelhos e no primeiro trimestre da gestação humana 
apresentando duas camadas de trofoblasto; e F – placenta hemo-tricorial de camundongos e com três 
camadas de trofoblasto. a – componentes fetais da placenta; b – componentes maternos da placenta; 
c – citotrofoblasto; d – epitélio endometrial; e – vasos fetais; f – células binucleadas; g – vasos 
maternos; h – sinciotrofoblasto; i – células vermelhas do sangue.  
 

 

 Conforme o tipo de interdigitação materno-fetal (estrutura interna), placentas 

são descritas como: 1) pregueada (porcos); 2) lamelar (carnívoros); 3) trabecular, em 

que os vasos sanguíneos fetais formam uma espécie de árvore vilosa, que é rodeada 
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pelo sangue materno em seu espaço intertrabecular (alguns primatas); 4) labiríntica, 

onde os capilares fetais estão em paralelo com os capilares maternos ou canais/redes 

repletas de sangue (roedores, logomorfos como coelhos, insetívoros) e 5) vilosa, em 

que uma espécie de árvore vilosa flutuante é rodeada por sangue materno em um 

espaço interviloso (humanos) (CARTER; MESS, 2013) (Figura 5). 

 

Figura 5 - Tipos de interdigitações materno-fetais: pregueada, lamelar, trabecular, vilosa e labiríntica 

 

 

Fonte: Benirschke, Kaufmann, Baergen (2006), modificado por Leonel (2015). 
Legenda: A – Tipo de placenta com interdigitação pregueada encontrada em placenta difusa; B – Tipo 
lamelar de interdigitação placentária  descrita em carnívoros; C – Tipo de interdigitação trabecular 
encontrada em alguns macacos (Callithrix), é semelhante ao tipo pregueada e lamelar; D – Tipo de 
interdigitação vilosa da placenta de ruminantes e primatas mais evoluídos; E – Tipo de interdigitação 
labiríntica encontrada em algumas espécies de roedores e alguns macacos menos evoluídos, 
caracterizada pela penetração do trofoblasto com canais repletos com sangue materno e/ou vasos 
fetais. a – tecidos fetais; b – trofoblasto; c – tecidos maternos; d – vasos fetais.   

 

 Baseado nesses critérios, a placenta humana é considerada do tipo discoide, 

corionalantoide, hemocorial e vilosa. Em contrapartida a placenta canina, pode ser 

classificada como zonária, corioalantoide, endoteliocorial e lamelar. No entanto, é 

importante realçar que nem todas as combinações das classificações das placentas 

foram vistas ou descritas. 
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3.3  MATRIZ EXTRACELULAR DA PLACENTA  

 

 

 A matriz extracelular (MEC) é sintetizada pelas células, sendo fundamental 

para a determinação de seu microambiente e provendo suporte estrutural e funcional 

para tecidos e órgãos (BORNSTEIN; SAGE, 2002; LUTOLF; GILBERT; BLAU, 2009; 

SCHULTZ; WYSOCKI, 2009). A remodelação da MEC endometrial e do córion é 

fundamental para o processo de implantação e placentação (KORHONEN; 

VIRTANEN, 1997; GUILLOMOT et al., 2014). Igualmente importante é a remodelação 

placentária que ocorre ao longo da gestação, que leva à diferenças na composição da 

MEC em diferentes idades gestacionais (KORHONEN; VIRTANEN, 1997; JOHNSON, 

2003; GUILLOMOT et al., 2014). 

 A MEC é um componente crucial do microambiente tecidual que compreende 

os sinais bioquímicos e biofísicos que a célula recebe da matriz, células vizinhas, 

sistema imune e fatores solúveis como citocinas, hormônios e fatores de crescimento 

(XU; BOUDREAU; BISSELL, 2009). A síntese e remodelação da MEC (ciclo 

degradação/síntese) é um importante passo para a morfogênese, para a cicatrização 

de feridas e manutenção tecidual (SCHULTZ; WYSOCKI, 2009; XU; BOUDREAU; 

BISSELL, 2009). 

 A MEC implementa um ambiente regulatório de sinais bioquímicos que 

somado à propriedades biofísicas, tais como mecânicas e arquitetônicas/topográficas, 

garantem valiosas informações no que dizem respeito ao comportamento celular 

(BORNSTEIN; SAGE, 2002; LUTOLF; GILBERT; BLAU, 2009). 

 A interação entre célula-matriz extracelular regula o destino celular mediante 

um processo denominado reciprocidade dinâmica, no qual MEC e núcleo celular estão 

constantemente regulando um ao outro (BISSELL; HALL; PARRY, 1982; XU; 

BOUDREAU; BISSELL, 2009). Essa interação dinâmica e recíproca é mediada pelas 

integrinas que levam à uma reorganização da actina e de outros componentes do 

citoesqueleto (como microfilamentos, filamentos intermediários e microtúbulos), além 

das laminas, que são proteínas estruturais do envelope nuclear e que estão 

conectadas ao citoesqueleto através da nesprina. Em última análise, essas ligações 
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influenciam a forma global e específica do locus da cromatina e consequentemente, 

modulam a expressão gênica (XU; BOUDREAU; BISSELL, 2009).  

 Inversamente, células podem ativamente remodelar a MEC através da tensão 

do citoesqueleto. Desta forma, pode-se por exemplo, modular a agregação de 

fibronectina e regular a transcrição de metaloproteinases de matriz (MMPs). Portanto, 

características físicas e bioquímicas (moduladas por processos de 

mecanotransdução), localização nuclear, movimento, expressão gênica e 

homeostase tecidual são diretamente reguladas (XU; BOUDREAU; BISSELL, 2009).  

 As proteínas da MEC são classificadas em quatro grupos principais: 1) 

proteínas estruturais (como o colágeno e elastina), 2) glicoproteínas adesivas com 

múltiplos domínios (como a fibronectina, laminina, vitronectina), 3) 

glicosaminoglicanas (como o hialurano) e proteoglicanas (como versican, sindecan, 

glipican, perlecan, também conhecida como proteína de proteoglicano de heparan 

sulfato (HSPG) ou proteoglicana de heparan sulfato 2 – HSPG2) e 4) proteínas 

matricelulares, que são proteínas com variadas funções, que interagem com proteínas 

estruturais assim como com receptores celulares, proteases, hormônios e outras 

moléculas bioativas. Exemplos de proteínas matricelulares são a SPARC (proteína 

secretora rica em cisteína) – que inclui a osteonectina, trombospondina 1 e 2, 

tenascina C e X, osteopontina e periostina (BORNSTEIN; SAGE, 2002; SCHULTZ; 

WYSOCKI, 2009; MORRIS; KYRIAKIDES, 2014). 

 Proteínas matricelulares (anteriormente denominadas matriz pericelular) 

estão localizadas em um sub compartimento da matriz extracelular adjacente à células 

e têm sido classificadas em diferentes categorias devido ao fato de serem encontradas 

em baixos níveis nos tecidos adultos: sua expressão é aumentada no 

desenvolvimento, patologias e depois de lesões e podem ser encontradas no estado 

solúvel ou insolúvel. Funcionalmente atuam como moduladoras de interação célula-

matriz, muitas vezes podem induzir desprendimentos de células se opondo à maioria 

das proteínas de adesão encontradas na matriz e produzem, em camundongos 

knockout, um fenótipo de grosseiramente normal a sútil (BORNSTEIN; SAGE, 2002; 

BORNSTEIN, 2009; MORRIS; KYRIAKIDES, 2014). 
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 Durante a decidualização, processo de remodelagem endometrial que ocorre 

depois da ovulação em preparação para a gestação, as proteínas matricelulares 

(membrana basal) encontradas ao redor de cada célula decidual compreendem 

lamina com cadeias α1, α2, β1, β2 e γ1, fibronectina, colágeno tipo IV e proteoglicano 

de heparan sulfato (WEWER et al., 1985; KORHONEN; VIRTANEN, 1997; 

GELLERSEN; BROSENS; BROSENS, 2007). As células da decidualização estromal 

controlam a invasão do trofoblasto, resistem ao estresse oxidativo, inflamatório e às 

respostas imunes maternas (GELLERSEN; BROSENS; BROSENS, 2007).  

 Outra proteína matricelular encontrada ao longo da placentação e que é 

conhecida por ter diversas funções no útero é a osteopontina. Ela influencia a 

implantação e a placentação, desempenhando papéis desde os estágios iniciais até 

os períodos mais avançados da gestação. A osteopontina tem sido relacionada com 

a transdução de sinal na adesão da interface útero-placenta, sendo expressa no 

estroma uterino e associada ao grau de invasão do concepto, regulando o 

comportamento de células imunes e a produção de citocinas (JOHNSON, 2003). 

 Outra importante proteína matricelular é a proteoglicana pequena rica em 

leucina (Small Leucin-rich Proteoglycan - SLRP) denominada decorina. A expressão 

diminuída de decorina tem sido associada com proliferação, remodelação e 

vascularização de tecidos placentários e sua desregulação, com anomalias 

placentárias de clones bovinos produzidos por transferência nuclear de células 

somáticas (GUILLOMOT et al., 2014). A expressão diminuída do gene da decorina 

diminui também a proliferação de células endoteliais da microvasculatura humana 

provavelmente devido à uma consequente queda da expressão intracelular de 

EGFR1, IGFR1 e VEGFR, assim como pela formação de redes de trombina (CHUI et 

al., 2014). 

 A MEC apresenta locais específicos de ligação para fatores de crescimento, 

que influenciam sua disponibilidade e sinalização. As fibronectina, vitronectina, 

tenascina C, osteopontina, fibrinogênio e o colágeno I de menor tamanho, são 

particularmente importantes para a ligação de fatores de crescimento como o fator de 

crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF), fator de crescimento transformador β (TGF-β), fator de crescimento 

fibrobláticos (FGF) e neurotrofina (MARTINO et al., 2014). O PIGF apresenta dois 
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tipos de splices alternativos chamados PlGF-1 e PIGF-2, esse último apresenta uma 

sequência de ligação para heparina próximo à extremidade terminal C e se liga 

fortemente a várias outras proteínas da MEC, se opondo à PlGF-1 que não apresenta 

local de ligação aos componentes da MEC (ATHANASSIADES; LALA, 1998; 

MARTINO et al., 2014). PlGF é sintetizada pelas células trofoblásticas extravilosas 

humanas e pela placenta humana e interage somente com o receptor de VEGF Flt-1 

mas não com KDR (região contendo o domínio quinase) (ATHANASSIADES; LALA, 

1998). 

 

 

3. 4 CONCLUSÃO 

 

 

Durante toda a gestação, a placenta será o órgão responsável pela 

manutenção e sobrevivência do feto em todos mamíferos eutérios. Apesar de 

apresentar a mesma função entre os mamíferos, são encontradas variabilidades entre 

as espécies que permitem classificá-las de acordo com aspectos 

morfológicos/macroscópicos, aspectos microscópicos e com base ainda no tipo de 

interação em que estabelecem entre os tecidos maternos e fetais. Igualmente variável, 

é sua composição de matriz extracelular contendo proteínas estruturais e 

responsáveis por sinalização celular durante todo o período embriológico. A matriz 

extracelular, inclusive a derivada de placentas, tem sido amplamente utilizada na 

bioengenharia de tecidos. A variabilidade desse órgão observado nas diferentes 

espécies deve ser melhor estudada com vistas as potenciais aplicações clínicas.   
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4  (II ARTIGO) COMPARAÇÃO DE PROTOCOLOS PARA DECELULARIZAÇÃO 

DE PLACENTAS CANINAS  

 

 

Resumo 

Vários métodos de decelularização de tecidos são descritos para a produção de 

biomaterias bioativos acelulares. Idealmente a remoção celular feita por métodos 

químicos, físicos e/ou enzimáticos deve preservar a composição e arranjo estrutural 

da matriz celular (MEC), e varia de acordo com cada tecido. Placentas caninas foram 

submetidas a dez protocolos preliminares, a partir dos quais foram selecionados dois, 

o protocolo I que utilizou 1% SDS, 5mM EDTA + 50mM TRIS + 0,5% antibiótico e 

Triton X-100 1% e protocolo II 1% SDS, 5m EDTA, 0,05% tripsina, 0,5% antibiótico e 

Triton X-100 1%. Placentas decelularizadas pelo protocolo I conservaram melhor a 

estrutura da MEC, mas mostraram  maior quantidade de núcleo celular remanescente 

e concentração de DNA, ao contrário do observado pelas amostras decelularizadas 

com o protocolo II. As proteínas de matriz laminina, fibronectina e colágeno tipo I foram 

preservadas. O protocolo II proporcionou maior remoção de células, apresentando 

uma tendência de diminuição de concentração de DNA, embora tenha afetado mais a 

estrutura da MEC, este protocolo mostrou-se o mais promissor, dentre os testados, 

para a decelularização de placentas caninas. 

 

Palavras-chave: Biomaterial. Engenharia de tecidos. Placenta. 

 

Abstract 

Various methods for tissue decellularization have been described aiming at producing 

acellular bioactive biomaterials. Ideally, cell removal performed using chemical, 

physical and/or enzymatic methods, should preserve the composition and structure of 

the remaining extracellular matrix (ECM) and varies among tissues. Canine placentas 

were subjected to ten protocols for decellularization and two of them were chosen 

afterward: protocol I (SDS 1%, 5mM EDTA, 50mM TRIS, 0,5% antibiotic and Triton X-

100 1%) or protocol II (SDS 1%, 5mM EDTA, 0,05% trypsin, 0,5% antibiotic and Triton 

X-100 1%). Placentas decellularized using protocol I better preserved the ECM 

structure but kept larger amount of cells as well DNA concentration, as opposed to that 

were decellularized using protocol II. The matrices proteins laminin, fibronectin and 
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collagen type I were preserved. Protocol II optimized cell removal and presented a 

trend of lower DNA concentration. Although it has affected the ECM structure, it was 

shown to be the most promising protocol, among the tested ones, for decellularization 

of canine placentas.  

 

Key words: Biomaterial. Tissue engineering. Placenta. 

 

 

4.1  INTRODUÇÃO 

 

 

Variados protocolos de decelularização são descritos na literatura, os quais 

visam a remoção do conteúdo celular e nuclear de determinado tecido/órgão, 

enquanto conservam as propriedades biológicas e mecânicas da matriz extracelular 

(MEC) remanescente, que pode então ser utilizada como biomaterial em medicina 

regenerativa (FU et al., 2014; PAN et al., 2014; GONZÁLEZ-ANDRADES et al., 2015; 

KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015). 

 Biomaterias biológicos derivados da MEC podem apresentar conexões 

estruturais intrínsecas de vários componentes fibrilares e moléculas funcionais sendo 

elas proteínas, glicoproteínas, carboidratos e fatores de crescimento. Essas 

características justificam seu uso na bioengenharia de tecidos, pois servem não só 

como suporte estrutural tridimensional para regeneração de lesões teciduais, mas 

também permitem aderência e proliferação celular (LU et al., 2012; GUAN et al., 2015).  

Idealmente a remoção celular deve ser realizada afetando o mínimo possível a 

conformação estrutural da MEC, preservando as características nativas do tecido. 

Entretanto, métodos de decelularização inevitavelmente alteram a matriz. A extensão 

dessas modificações muito depende de fatores como espessura, densidade e 

quantidade de células do tecido/órgão. Portanto, análises minuciosas e comparativas 

de métodos de decelularização são necessárias (FAULK et al., 2014b).  

Os métodos de decelularização podem ser classificados como químicos, físicos 

e enzimáticos; contudo a maioria dos protocolos descritos trazem uma combinação 
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entre tais métodos com objetivo de otimizá-los, aumentando sua eficiência e 

minimizando a exposição exacerbada à soluções que causariam irreversíveis danos 

à MEC (FAULK et al., 2014b; FU et al., 2014; KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 

2015). 

Este trabalho objetiva comparar a eficácia de protocolos a serem utilizados na 

decelularização das porções materna e fetal de placentas caninas, para produção de 

biomaterial acelular bioativo, visando futuras aplicações na bioengenharia de tecidos. 

Para tanto, a remoção do conteúdo celular, a concentração de DNA 

remanescente e a preservação de algumas proteínas da MEC após a decelularização 

foram avaliadas. 

 

 

4.2  MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.2.1  Coleta 

 
 
 O trabalho descrito foi aprovado pela Comissão de Ética no Uso de Animais 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia da Universidade de São Paulo 

(CEUA/FMVZ-USP) com número de protocolo 4195280115. Foram usados úteros de 

cadelas prenhas coletados em campanha de castração realizada no município de 

Embu das Artes – SP, entre os meses de Junho/2014 à Agosto/2015. Após a cirurgia 

de ovarioasalpingohisterectomia (OSH) os úteros foram acondicionados em caixas 

térmicas com gelo e transportados para o laboratório, para o início do processamento. 

 A idade gestacional dos fetos foi definida com a mensuração do crown-rump 

(CR), que se refere à medida da distância entre o ponto mais alto da cabeça de cada 

feto até o início da cauda. Essa medida então comparada ao gráfico descrito por 

Evans e Sack (1973) (Gráfico 1).  

 As placentas foram dissecadas, lavadas em água corrente e a porção materna 

e fetal, separadas.  
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Gráfico 1 - Gráfico utilizado para o cálculo da idade gestacional dos fetos 

 

 

Fonte: Evans e Sack (1973).  
Legenda: No eixo ‘Y’ tem-se as medidas do tamanho dos fetos em milímetros; no eixo ‘X’ os dias 
gestacionais referentes ao seu comprimento em milímetros. 
 

 

4.2.2  Métodos para decelularização das placentas caninas  

 

 

 Inicialmente dez protocolos diferentes foram usados para decelularização das 

placentas caninas (Quadro 1). Variáveis como concentração e tempo de incubação 

em detergentes e soluções enzimáticas, imersão, perfusão, diferença de gradientes 

de temperatura e incubação estática vs. agitação foram testadas. Para a avaliação da 

eficácia inicial dessas variáveis, utilizou-se como parâmetros: 1) a transparência 

adquirida pelo tecido durante a incubação com detergentes (quanto maior a 

translucência, melhor o resultado), e 2) análises histológicas, com coloração de HE e 

Tricrômio de Masson para a localização de possíveis núcleos celulares 

remanescentes na MEC, após o término dos referidos protocolos (quanto menor o 

número de núcleos remanescentes, melhor). Caso o tecido placentário não adquirisse 

o aspecto translúcido (conforme descrito em literatura para biomareriais 

decelularizados) e ainda apresentasse marcação nuclear visível pelas técnicas 
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histológicas, um novo protocolo era estabelecido usando novos reagentes e testando 

as variáveis citadas.  

 A análise dessas variáveis contribuiu para a elaboração de dois protocolos, 

descritos no Quadro 2, que foram posteriormente utilizados. 

 O método de decelularização por imersão (Figura 6 – 1A e 2A) foi utilizado 

com 86 fragmentos da porção fetal da placenta canina e 55 fragmentos da porção 

materna, divididos entre os dez protocolos iniciais. Após a lavagem em água corrente, 

ambas porções foram seccionadas em amostras de aproximadamente 2,5cm de 

comprimento x 2,5cm de largura e imersas nos reagentes com volume de 30ml por 

amostra. À imersão, associou-se agitação das amostras em ‘Agitador TS-2000A tipo 

VDRL Shaker’ (Biomixer). Para o método de perfusão foram usadas 4 porções fetais, 

lavadas em água corrente, canuladas com cateter nº 20 e perfundidas por período de 

12 horas por dia utilizando o aparelho ‘JYM – Infusion Pump JSB-1200’ (Jian Yuan 

Medical Technology Co. Ltda, Changsha, China), com vazão de 150ml/hr (Figura 6 – 

1B, 2B e Coluna C).   

 As amostras decelularizadas com os protocolos descritos no Quadro 2 foram 

canuladas com cateter nº 18 e perfundidas com 60ml de água corrente para a remoção 

do sangue dentro dos vasos sanguíneos. Após essa perfusão, as amostras foram 

fragmentadas com 2cm de comprimento x 2cm de largura, lavadas três vezes com 

água destilada por 5 minutos e incubadas com SDS 1% por 4 dias. No primeiro dia de 

incubação foram realizadas três trocas da solução e nos dias restantes duas: uma no 

período diurno e outra no período noturno. Após a incubação com o detergente, foram 

realizadas três lavagens com solução de 40 mM de HEPES + 0,5% de antibiótico 

(Penicilina-Estreptomicina) por cinco minutos. A partir daí, as amostras foram então 

divididas entre os dois protocolos: no Protocolo I, as amostras foram incubadas em 

5mM EDTA + 50 mM TRIS + 0,5% de antibiótico (ATB) e no Protocolo II em 5 mM 

EDTA + 0,05% de Tripsina + 0,5% de ATB por 48 horas, havendo duas trocas diárias 

das soluções. Posteriormente a essa incubação, mais três lavagens com 40 mM 

HEPES + 0,5% de ATB por cinco minutos foram realizadas e seguindo-se com 

imersão em Triton X-100 a 1% por 2 dias, também com duas trocas. No último dia de 

protocolo, três lavagens em PBS 1x + 0,5% de ATB por uma hora, três lavagens com 

álcool 70% por trinta minutos e três lavagens também de trinta minutos em PBS 1x + 
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0,5% de ATB foram realizadas, totalizando 10 dias de protocolos, como mostra a 

Figura 7.  

 As amostras foram deixadas em agitação na temperatura ambiente e 

mantidas em geladeira overnight (sem agitação), à 4ºC. Após o último dia dos 

protocolos, as amostras foram fixadas em paraformaldeído a 4% ou glutaraldeído a 

2,5% e alguns fragmentos congelados a -80ºC para análise de proteômica. 

Figura 6 - Métodos de imersão e perfusão das soluções de decelularização para as placentas 
caninas 

 

 

Fonte: Leonel, L. C. P. C. (2015). 
Legenda: Método de decelularização por imersão (1A) e por perfusão (1B). Durante o dia os 
fragmentos permaneceram em temperatura ambiente com constante agitação (1A), após o que, eles 
foram mantidos em estática overnight à 4ºC (2A). Em 1B, 2B a porção fetal da placenta canina 
encontra-se canulada para perfusão utilizando-se bomba de infusão. Coluna C mostra o aparato 
utilizado para a perfusão das soluções.   
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Quadro 1 - Descrição dos dez protocolos testes de decelularização e suas variáveis usadas, com 
respectiva duração, número de placentas processadas e idade gestacional dos fetos 

 

 
Legenda: SDS – Dodecil sulfato de sódio, mM – Milimolar, EDTA - Ácido etilenodiamino tetra-acético, 
ATB – Antibiótico (Penicilina-Estreptomicina), h – hora, min – minutos.   

  

PROTOCOLO 
VARIÁVEIS  PORÇÃO 

FETAL  
PORÇÃO 

MATERNA 
CROW 
RUMP Método Temperatura Reagentes Duração  

 
1 

Imersão 

 
 

4 ºC 
 

SDS 1% ou 
SDS + 10mM 

TRIS 
2 dias 

8 8 

40 dias 

Triton X-100 
1% 

2 dias 

 
 

4 ºC 
 

SDS 1% ou 
SDS + 10mM 

TRIS 
3 dias 

8 8 

Triton X-100 
1% 

2 dias 

2 

 

Imersão 

 
-20ºC ou -

80ºC 

SDS + 10mM 
TRIS 

10 dias 

20 4 47 dias 
Triton X-100 

1% 
2 dias 

3 
 
Imersão 
 

 
-20ºC ou -

80ºC 

SDS + 10mM 
TRIS 

10 dias 

6 1 

50 dias 

Triton X-100 
1% 

2 dias 

4 Perfusão 
 

-20ºC ou -
80ºC 

SDS + 10mM 
TRIS 

10 dias 

2 (inteiras) --- 
Triton X-100 

1% 
2 dias 

5 
 
Imersão  

 
Temperatura 

Ambiente 

SDS + 10mM 
TRIS 

9 dias 

6 4 

53 dias  

Triton X-100 
1% 

2 dias 

6 
 
Perfusão 

 
Temperatura 

Ambiente 

SDS + 10mM 
TRIS 

8 dias 

1 (inteira) --- 
Triton X-100 

1% 
2 dias 

7 Imersão 
Temperatura 

Ambiente 

SDS + 10mM 
TRIS 

3 dias 

12 7 

43 dias  Triton X-100 
1% 

2 dias 

8 Perfusão  
Temperatura 

Ambiente 
SDS + 10mM 

TRIS 
8 dias 1 (inteira) --- 

9 Imersão  
Temperatura 

Ambiente 

SDS 1% 4 dias 

4 4 55 dias 

5mM EDTA + 
0,5% de ATB 

ou 50 mM 
TRIS + 5 mM 
EDTA + 0,5% 

ATB 

2 dias 

DNAse-I 5 horas 

Álcool 70% 1h30min 

10 Imersão 
Temperatura 

Ambiente 

SDS 1% 4 dias 

6 6 56 dias 

5mM EDTA + 
0,05% de 

Tripsina + 0,5% 
de ATB ou 50 
mM TRIS + 5 
mM EDTA + 
0,5% ATB 

2 dias 

Álcool 70% 1h30min 
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Quadro 2 - Descrição dos dois protocolos de decelularização selecionados e elaborados após as 
análises dos dez protocolos descritos no Quadro 1, com o número de placentas 
processadas e a idade gestacional dos fetos estão indicados 

 

 

DESCRIÇÃO DOS PROTOCOLOS 
PORÇÃO 

FETAL 
PORÇÃO 

MATERNA 
CROW 
RUMP 

 SDS 1% por 4 dias  
 

 5mM EDTA + 50mM TRIS + 0,5% ATB (Protocolo I) ou 

5mM EDTA + 0,05% Tripsina + 0,5% ATB (Protocolo II) por 
48 horas 

 

 Triton X-100 1% por 2 dias  
 

 Álcool 70% por 1h30min 

4 3 54 

4 2 55 

4 4 54 

4 4 51 

 
Legenda: SDS – Dodecil sulfato de sódio; EDTA - Ácido etilenodiamino tetra-acético; ATB – Antibiótico 
(Penicilina-Estreptomicina), h – hora, min – minutos. 

 
 
 
Figura 7 - Descrição esquemática dos 10 dias dos protocolos I e II de decelularização descritos 

no Quadro 2 

 

 

 
Legenda: SDS – Dodecil sulfato de sódio; mM – Milimolar; ATB – Antibiótico (Penicilina-
Estreptomicina); EDTA – Ácido etilenodiamino tetra-acético); PBS – Tampão fosfato salino. 

  



58 
 

4.2.3  Análises Histológicas  

 
 
 As amostras controle (não decelularizadas) e experimentais 

(decelularizadas), tanto da porção materna quanto fetal das placentas foram fixadas 

em PFA 4% ou glutaraldeído 2,5% por 72 horas e submetidas ao protocolo de 

desidratação, diafanização e inclusão em parafina (Apêndice A). Cortes de 5 

micrômetros de espessura foram feitos e corados com Hematoxilina-Eosina 

(Apêndice B) para a avaliação da decelularização e visualização de possíveis núcleos 

remanescentes; a conservação e organização das fibras colágenas foi avaliada, 

utilizando-se colorações de Tricrômio de Masson (Apêndice C) e Picrosirius com luz 

polarizada (Apêndice D). 

 A análise das lâminas histológicas coradas com Hematoxilina-Esina (HE) e 

Tricrômio de Masson foi realizada em ‘Microscópio de Luz Nikon 80i’, enquanto que 

as lâminas coradas com Picrosirius foram analisadas em luz polarizada em 

‘Microscópio Carl Zeiss com câmera (Zeiss West Germany 47 30 23 9900 / 47 30 12 

9902)’. 

 

 

4.2.4  Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV)  

 

 

 Para a análise de Microscopia Eletrônica de Varredura foram usados 

fragmentos do grupo controle e do grupo decelularizado. Após a fixação em 

paraformaldeído 4% por no mínimo 72 horas, as amostras foram fragmentadas com 

gilete e lavadas em ultrassom por 24 minutos em água destilada (duas lavagens de 

dois minutos e quatro lavagens de cinco minutos), sendo feita troca da água a cada 5 

minutos. Após a lavagem as amostras foram colocadas em álcool 70% overnight. No 

dia seguinte, seguiu-se com a desidratação utilizando-se concentrações crescentes 

de álcool. Foram realizadas duas imersões em álcool 80%, seguidas de imersões em 

álcool 90% por 5 minutos (com troca do álcool entre cada imersão) e três lavagens 

com álcool 100% por 10 minutos (cada imersão compreendendo duas trocas de 

solução) (Apêndice E).  
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 Após o processo de desidratação das amostras foi realizado o ponto crítico no 

‘Aparelho CPD020 Balzers Union’, metalização com ouro utilizando-se equipamento 

‘Emitec 14550’ e análise no ‘Microscópio Eletrônico de Varredura Leo 435 VP’. 

 

 

4.2.5  Análise de Pico-Green® (Protocolo I e II)  

 
 

 A quantificação do DNA remanescente foi realizada com as amostras 

decelularizadas pelos protocolos descritos no Quadro 2 usando o kit Quant-

iTTMPicoGreen®dsDNAreagent (Life Technologies – Walthan, Massachusetts, USA), 

de acordo com as recomendações do fabricante. Esse teste detecta fitas duplas de 

DNA (dsDNA) – diminuindo a interferência de possíveis remanescentes de RNA e de 

fitas simples de DNA (ssDNA) presentes nas amostras –, em fragmentos de até 25 

pg/mL, através da ligação de fluoróforo nas dsDNA. A análise da fluorescência foi feita 

com leitura em espectofotômetro utilizando-se comprimento de onda de 480nm de 

excitação e 520nm de emissão. A solução de PicoGreen® foi preparada usando o 

tampão TE 1x. Para a construção da curva padrão (controle) e sua relação com a 

fluorescência, utilizou-se cinco concentrações conhecidas de Lambda DNA (1µg/ml, 

100ng/ml, 10ng/ml, 1ng/ml e blank – sem DNA), também diluído em tampão TE 1x. 

 Após o último dia do protocolo de decelularização, as amostras dos Protocolos 

I e II foram mantidas em PBS 1x + 0,5% de ATB na geladeira à 4ºC até a realização 

do experimento. Amostras apresentando 3mm de comprimento x 3mm de largura 

foram então fragmentadas e colocadas em placas de 96 wells, contendo 100 

microlitros de solução de PicoGreen®. Essa incubação foi feita por período de 18 

horas, sendo que as amostras foram mantidas em estufa à 37ºC. As placas foram 

envolvidas em papel alumínio para proteção contra a luz. Após esse período, a 

solução de PicoGreen® de cada poço foi pipetada, transferida para placas negras – 

Black Plate 96 wells (Falcon® - Cary, Carolina do Norte, USA) – e analisada com o 

programa SoftMax Pro6 (SpectraMax®Paradigm® - Sunnyvale, California, USA). 
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4.2.6  Análise Proteômica  

 
 
 Após o último dia de protocolo, pequenos fragmentos das amostras 

decelularizadas foram congelados em freezer -80ºC, para envio ao Centro de Química 

e Proteínas da Faculdade de Medicina da USP de Ribeirão Preto. O estudo de 

proteômica foi feito pela técnica de bottom-up. As amostras foram submetidas à 

digestão enzimática com tripsina, os peptídeos foram ionizados em instrumento ESI-

QUAD-TOF, os espectros MS/MS foram analisados e as proteínas foram identificadas 

utilizando os programas SwissPro e MASCOT. As modificações pós-traducionais 

correspondentes à metilação e oxidação foram consideradas na busca.  

 

 

4.2.7  Imunofluorescência  

 

 

 A verificação da presença de proteínas da matriz extracelular placentária, 

antes e após a decelularização, foi feita pela técnica de imunofluorescência utilizando-

se os anticorpos anti-laminina, anti-fibronectina, anti-colágeno tipo I e anti-colágeno 

tipo III (Quadro 3). Fragmentos de placentas do grupo controle e decelularizados pelo 

Protocolo I e II foram embebidos em ‘Optimal Cutting Temperature (O.C.T.)’, 

congelados em nitrogênio líquido e mantidos em freezer à -150ºC. Cortes de 8 

micrômetros de espessura foram realizados em ‘Criostato Leica CM1850’ e mantidos 

em temperatura ambiente por 1 hora, para secagem. A fixação foi realizada com 

acetona fria (previamente mantida overnight à 4ºC) por 10 minutos dentro da 

geladeira. As lâminas foram então mantidas em temperatura ambiente por 20 minutos 

para secagem e posteriormente foram incubadas com solução de TBS + BSA 2% por 

1 hora, para bloqueio de ligações inespecíficas. A incubação dos cortes com o 

anticorpo primário foi feita overnight à 4ºC em câmara umedecida e protegida da luz.  

 No segundo dia, os cortes foram lavados três vezes, por cinco minutos cada 

lavagem, com TBS + BSA 0,2%, em temperatura ambiente e incubados com o 

anticorpo secundário por uma hora. Seguiu-se com nova lavagem em solução de TBS 

+ BSA 0,2% (3x por cinco minutos) e incubação com DAPI (1:10.000) por 10 minutos 

em temperatura ambiente. Três outras lavagens de cinco minutos com TBS 1x foram 
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realizadas, sendo que em todas as etapas as lâminas permaneceram dentro de 

câmara escura e úmida (Apêndice F). A montagem das lâminas foi feita com glicerol 

diluído em PBS 1x (1:1), seladas com esmalte e deixadas para secar overnight em 

temperatura ambiente protegidas da luz. A leitura foi feita em ‘Microscópio Confocal 

FV1000 Olympus IX81’ em objetiva de 400x de cinco campos microscópicos 

diferentes. 

 

Quadro 3 - Listagem dos anticorpos usados para caracterização da matriz extracelular das 
placentas decelularizadas com os Protocolos I e II 

 

Identificação do 
Anticorpo 

Imunoglobulina / 
Hospedeiro 

Empresa 
Nº de 

catálogo 
Diluição 

Anticorpo Primário 

Anti-Laminina IgG / Rabbit ABCAM ab11575 1:200 
Anti-Fibronectina IgG / Rabbit ABCAM ab2413 1:200 
Pro-COL3A1 (N-18) IgG / Goat Santa Cruz  sc8779 1:200 
COL1A1 (D-13) IgG / Goat Santa Cruz  sc25974 1:200 

Anticorpo Secundário 
Alexa Fluor® 488 goat anti-Rabbit Life Technologies A11008 1:300 
Alexa Fluor ® 488 rabbit anti-Goat  Life Technologies A11078 1:300 

 

 

4.2.8 Análise Estatística 

 

 

Os dados encontrados no ensaio de quantificação de DNA pelo kit Quant-

iTTMPicoGreen®dsDNAreagent (Life Technologies – Walthan, Massachusetts, USA) 

foram analisados calculando seu desvio padrão e ‘Correlação de Pearson’ (divisão da 

covariância das variáveis pelos seus respectivos desvios padrão). Para tanto, 

calculou-se a regressão linear (com base na fluorescência) encontrando a equação 

que permitisse o cálculo da concentração de DNA em cada amostra. Seguida de 

cálculo da média e desvio padrão, fez-se o estudo de correlação cruzada entre os 

valores das amostras dos seguintes grupos: 1) porção fetal (protocolo I) vs. porção 

fetal (protocolo II), 2) porção materna (protocolo I) vs. porção materna (protocolo II); 

3) porção materna (protocolo I) vs. porção fetal (protocolo I), 4) porção materna 

(protocolo II) vs. porção fetal (protocolo II), 5) porção materna (protocolo I) vs. porção 

fetal (protocolo II) e 6) porção materna (protocolo II) vs. porção fetal (protocolo I);  

analisando existência de correlação estatística (ou não) entre os grupos.  
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4.3  RESULTADOS 

 

 

4.3.1  Análise das variáveis presentes nos dez protocolos iniciais de 

decelularização (Quadro 1) 

 

 

4.3.1.1  Imersão vs. Perfusão 

 

 A perfusão das placentas somente foi realizada nas suas porções fetais, devido 

ao acesso dos vasos sanguíneos que foram canulados. 

As porções fetais decelularizadas por perfusão não apresentaram diferenças 

macroscópicas (Figura 8 – 1A) ou microscópicas (Figura 8 – 2A) quando comparadas 

com as decelularizadas pelo método de imersão (Figura 8 – 1B e 2B). Ambos 

métodos produziram amostras com aspecto gelatinoso e translúcido ao final dos 

protocolos e promoveram a remoção da maior parte do conteúdo celular. Semelhança 

também foi observada quanto ao tempo requerido para que as amostras das placentas 

adquirissem as características macroscópicas citadas acima. Ao contrário do 

esperado, o protocolo de perfusão utilizado neste estudo não reduziu o tempo do 

processo de decelularização. 

Entretanto, a abundante lavagem dos tecidos previamente ao início do 

processo de decelularização mostrou-se de grande importância e fator determinante 

no resultado final. 

O fato de algumas placentas não terem sido previamente perfundidas com água 

para remoção do sangue de dentro dos vasos assim como do estroma (Figura 8 – 4A 

e 4B, Figura 9 – 1A e 1B), contribuiu para a manutenção de coágulos sanguíneos, o 

que atribuiu coloração marrom-avermelhado às amostras e comprometeu a ação dos 

detergentes quando usado o método de imersão. 
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Figura 8 - Avaliação macro e microscópica da porção fetal das placentas decelularizadas pelos 

métodos de imersão e perfusão e previamente congeladas à -20ºC e -80ºC 

 

 

Fonte: Leonel, L. C. P. C. (2015). 
Legenda: Aspecto macroscópico da porção fetal submetida à decelularização utilizando-se perfusão 
(1A e 2A, 3A e 3B) e imersão (1B e 2B) ambas apresentam-se com aspecto gelatinoso e translúcido. 
Quanto a remoção celular, nenhuma diferença foi encontrada entre os dois métodos, sendo que 
remanescentes celulares não foram identificados pela coloração de HE. Diferenças também não foram 
encontradas na remoção celular das placentas congeladas à -20ºC (2A e 3A) e a -80ºC (2B e 3B); em 
4A porção fetal da placenta após ter sido lavada com perfusão de água pelos vasos sanguíneos 
(lavagem realizada a partir do protocolo nº 9) mostrando a diferença na sua coloração comparada com 
4B, que não foi previamente lavada. Barra = 1cm. 
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4.3.1.2 Diferentes gradientes de temperatura   

 

 

 O congelamento prévio das placentas em duas temperaturas (-20ºC e -80ºC) 

foi testado e comparado à manutenção em geladeira à 4ºC. As amostras congeladas 

não foram previamente lavadas para a remoção dos coágulos sanguíneos, o que 

prejudicou o processo de decelularização. As amostras tiveram que permanecer por 

maior tempo nas soluções de detergentes; o que pode ter contribuído para uma maior 

desorganização da matriz, observada nas análises histológicas, por outro lado houve 

remoção celular eficaz. 

 

 

4.3.1.3 Tempo de incubação, tipo e concentração de detergentes 

 

 

 A escolha dos reagentes, suas respectivas concentrações e o tempo de 

incubação inicialmente utilizados foram selecionados a partir de protocolos já 

descritos na literatura, para decelularização de placentas.  

 Nas análises histológicas e por microscopia eletrônica de varredura observou-

se presença de células em algumas amostras quando os detergentes SDS e Triton X-

100 foram utilizados (Figura 9 – 2A e, 2B) nos dez protocolos iniciais (Figura 9 – 3A 

e 2B). Consequentemente, visando otimizar a remoção das células, o quelante de 

cálcio EDTA, e agentes enzimáticos como a Tripsina e DNA-se foram associados. 

Fez-se também uso de antibióticos para prevenir contaminação das matrizes 

decelularizadas (Figura 9 – 3B).   
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Figura 9 - Aspecto macroscópico, histológico e tridimensional da MEC fetal e/ou materna 
submetidas à diferentes protocolos de decelularização  

 

 
Fonte: Leonel, L. C. P. C. (2015). 
Legenda: Linha 1 porções fetais após um dia em imersão em SDS 1% + 10mM TRIS, perfundida com 
água corrente antes do início do protocolo de decelularização (1B) e não perfundida (1A), mostrando a 
diferença na ação do detergente. Linha 1: barra = 1cm. Linha 2: aumento 20x, barra = 100 micrometros, 
coloração: HE. 2A porção materna após 4 dias em SDS 1% mostrando a presença de núcleos celulares 
(seta preta), e 2B porção materna decelularizada com SDS 1% por 4 dias seguido de imersão em 5mM 
EDTA + 50mM TRIS por 48 horas, também com núcleos celulares visíveis (seta preta). MEV das 
porções fetal (3A) e materna (3B) decelularizadas pelo protocolo nº 1 (Quadro 1) onde observa-se a 
arquitetura tridimensional das fibras (seta vermelha) e decelularização parcial das MECs (seta 
amarela), além de contaminação bacteriana (seta verde). Linha 3: barra = 300 micrometros (3A) e 1 
micrometro (3B). 
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4.3.1.4 Identificação de proteínas da MEC após decelularização  

 

 

 A análise de proteômica foi realizada com placentas decelularizadas por dois 

protocolos descritos no Quadro 1 (Protocolos nº 5 e nº 7). A técnica utilizada foi a de 

bottom-up, por digestão enzimática com tripsina, posterior ionização dos peptídeos 

gerados e analisados por MS/MS (espectrometria de massas) com identificação das 

proteínas em banco de dados SwissPro e MASCOT.    

 Apesar da incubação das MECs decelularizadas em tripsina por até uma 

semana, não foi possível a digestão enzimática de toda a matriz em nenhum dos 

grupos analisados; no entanto, algumas proteínas da MEC puderam ser identificadas, 

conforme descrito no Quadro 4. Foram identificadas 32 proteínas na porção materna 

(Tabela 1) e 34 proteínas na porção fetal decelularizadas pelo protocolo nº 5 (Tabela 

2). Já na porção materna (Tabela 3) e fetal (Tabela 4) decelularizadas pelo protocolo 

nº 7, foram identificadas 34 e 53 proteínas respectivamente. De modo geral, as 

proteínas descritas no Quadro 4 correspondem à proteínas estruturais da matriz 

(colágenos) e à proteínas de membrana basal (laminina). A maior parte das proteínas 

descritas relacionam-se ao citoesqueleto, perfazendo mais de 60% dos achados em 

todos os quatro grupos (Gráfico 2). Com base nessa avaliação proteica fez-se a 

escolha dos anticorpos usados na técnica de imunofluorescência para sua localização 

nas matrizes decelularizadas pelos Protocolos I e II. 

 
Quadro 4 –  Relação das proteínas de matriz extracelular encontradas nas análises de proteômica 

de amostras dos protocolos nº 5 e nº 7 
 

Proteína Identificada Codificação 
Porção da 
Placenta 

Protocolo 

Cadeia α2 do colágeno I CO1A2_CANFA Porção Materna nº 5 

Cadeia α2 de Colágeno I CO1A2_MAMAE Porção Materna nº 5 

Laminina (subunidade γ1) LAMIC1_HUMAN Porção fetal nº 5 

Cadeia α3 de Colágeno VI CO6A3_HUMAN Porção Fetal nº 5 

Cadeia α2 de colágeno I CO1A2_CANFA Porção Materna nº 7 

Cadeia α3 de Colágeno VI CO6A3_HUMAN Porção Materna nº 7 

Periostina POSTN_HUMAN Porção Fetal nº 7 

Periostina POSTN_MOUSE Porção Fetal nº 7 
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Gráfico 2 - Distribuição das proteínas das placentas decelularizadas identificadas por proteômica. 
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Tabela 1 - Lista das proteínas identificadas pela análise de proteômica da porção materna da 
placenta canina decelularizada pelo protocolo número 5 (imersão em SDS 1% + 10mM 
TRIS por 9 dias; imersão em Triton X-100 1% por 2 dias) 

 

Identificação da Proteìna Codificação Mascot Score Peso molecular (Da) 

Cadeia α2 do colágeno I CO1A2_CANFA 87 129725 

Anexina A1 ANXA1_CAVCU 80 38761 

Anexina A1 ANXA1_CHICK 80 14435 

Anexina A1 ANXA1_HUMAN 80 38874 

Anexina A1 ANXA1_MOUSE 80 38940 

Anexina A1 ANXA1_RABBIT 80 38941 

Anexina A1 ANXA1_RAT 80 39081 

Lisil endopeptidase LYSC_PSEAB 79 48470 

Lisil endopeptidase LYSC_PSEAB 79 48505 

Citoqueratina tipo II 5  K2C5_BOVIN 76 63036 

Citoqueratina tipo II 5  K2C5_MOUSE 76 61913 

Citoqueratina tipo II 5  K2C5_RAT 76 61926 

Citoqueratina tipo II 6A K2C6A_MOUSE 76 50575 

Citoqueratina tipo II 6A K2C6A_RAT 76 59489 

Citoqueratina tipo II 6B K2C6B_MOUSE 76 60561 

Citoqueratina tipo II 75 K2C75_BOVIN 76 59321 

Citoqueratina tipo II 75 K2C75_MOUSE 76 59888 

Citoqueratina tipo II 1 K2C75_RAT 76 59175 

Citoqueratina tipo II 1 K2C1_HUMAN 73 66137 

Citoqueratina tipo II 7 K2C1_PANTR 73 65588 

Citoqueratina tipo II 7 K2C7_BOVIN 73 51592 

Citoqueratina tipo II 7 K2C7_HUMAN 73 51400 

Citoqueratina tipo II 7 K2C7_PANTR 73 51428 

Citoqueratina tipo II 8 K2C8_HUMAN 67 53671 

Citoqueratina tipo II 8 K2C8_MESAU 67 12966 

Citoqueratina tipo II 8 K2C8_MOUSE 67 54531 

Citoqueratina tipo II 8 K2C8_POTTR 67 351149 

Citoqueratina tipo II 8 K2C8_RAT 67 53985 

Anexina A5 ANXA5_HUMAN 51 35960 

Anexina A5 ANXA5_MACFA 51 35870 

Anexina A5 ANXA5_PANTR 51 35960 

Cadeia α2 de Colágeno I CO1A2_MAMAE 51 93128 
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Tabela 2 - Lista das proteínas identificadas pela análise de proteômica da porção fetal da placenta 
canina decelularizada pelo protocolo número 5 (imersão em SDS 1% + 10mM TRIS por 
9 dias; imersão em Triton X-100 1% por 2 dias) 

 

Identificação da Proteìna Codificação Mascot Score Peso molecular (Da) 

Cadeia α3 de Colágeno VI CO6A3_HUMAN 164 344836 

Laminina (subunidade γ1) LAMIC1_HUMAN 154 182087 

Lisil endopeptidase LYSC_PSEAB 86 48470 

Lisil endopeptidase LYSC_PSEAE 86 48505 

Transgelina 2 TAGL2_BOVIN 73 22550 

Transgelina 2 TAGL2_HUMAN 73 22515 

Transgelina 2 TAGL2_MOUSE 73 22519 

Transgelina 2 TAGL2_RAT 73 22517 

Anexina A1 ANXA1_CAVCU 65 38761 

Anexina A1 ANXA1_CHICK 65 14435 

Anexina A1 ANXA1_HUMAN 65 38874 

Anexina A1 ANXA1_MOUSE 65 38940 

Anexina A1 ANXA1_RABIT 65 38941 

Anexina A1 ANXA1_RAT 65 39081 

Actina α1 ACTN1_ CHICK 60 103510 

Actina α1 ACTN1_HUMAN 60 103453 

Actina α1 ACTN1_MACFA 60 103421 

Actina α1 ACTN1_MOUSE 60 103509 

Actina α1 ACTN1_RAT 60 103355 

Actina α4 ACTN4_BOVIN 60 105230 

Actina α4 ACTN4_CHICK 60 104602 

Actina α4 ACTN4_HUMAN 60 105156 

Actina α4 ACTN4_MOUSE  60 105279 

Actina α4 ACTN4_PONAB 60 105157 

Actina α4 ACTN4_RAT 60 105217 

Actina α1 ACTN1_BOVIN 58 103375 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_BOVIN 50 45936 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_HUMAN 50 45919 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_MACFA 50 45965 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_MOUSE 50 45977 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_RAT 50 45977 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea H 

HNRPF_HUMAN 50 49428 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea H 

HNRPF_MOUSE 50 49398 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea H 

HNRPF_RAT 50 48397 
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Tabela 3 - Lista das proteínas identificadas pela análise de proteômica da porção materna da 
placenta canina decelularizada pelo protocolo número 7 (imersão em SDS 1% + 10mM 
TRIS por 3 dias; imersão em Triton X-100 1% por 2 dias) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Identificação da Proteína Codificação Mascot Score Peso molecular (Da) 

Cadeia α3 de Colágeno VI CO6A3_HUMAN 161 344836 

Desmoplaquina DESP_HUMAN 90 333546 

Desmoplaquina DESP_MOUSE 90 334683 

Miosina-9 MYH9_CANFA 67 227340 

Miosina-9 MYH9_HUMAN 67 227403 

Miosina-9 MYH9_MOUSE 67 227197 

Miosina-9 MYH9_CHICK 65 227237 

Miosina-9 MYH9_RAT 67 227301 

Anexina A1 ANXA1_CAVCU 67 38761 

Anexina A1 ANXA1_CHICK 67 14435 

Anexina A1 ANXA1_HUMAN 67 38874 

Anexina A1 ANXA1_MOUSE 67 38940 

Anexina A1 ANXA1_RABBIT 67 38941 

Anexina A1 ANXA1_RAT 67 39081 

Cadeia α2 de colágeno I CO1A2_CANFA 59 129735 

Lisil endopeptidase LYSC_PSEAB 56 48470 

Lisil endopeptidase LYSC_PSEAB 56 48505 

Actina α1 ACTN1_CHICK 56 103510 

Actina α1 ACTN1_HUMAN 56 103453 

Actina α1 ACTN1_MACFA 56 103421 

Actina α1 ACTN1_MOUSE 56 103509 

Actina α1 ACTN1_RAT 56 103355 

Actina α4 ACTN4_BOVIN 56 105230 

Actina α4 ACTN4_CHICK 56 104602 

Actina α4 ACTN4_HUMAN 56 105156 

Actina α4 ACTN4_MOUSE 56 105279 

Actina α4 ACTN4_PONAB 56 105157 

Actina α4 ACTN4_RAT 56 105217 

Actina α1 ACTN1_BOVIN 53 103375 

Integrina β1 ITB1_BOVIN 44 90703 

Integrina β1 ITB1_CAMBA 44 90720 

Integrina β1 ITB1_FELCA 44 90702 

Integrina β1 ITB1_PIG 44 90829 

Integrina β1 ITB1_SHEEP 44 90719 
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Tabela 4 - Lista das proteínas identificadas pela análise de proteômica da porção fetal da placenta 
canina decelularizada pelo protocolo número 7 (imersão em SDS 1% + 10mM TRIS por 
3 dias; imersão em Triton X-100 1% por 2 dias) 

(Continua) 
Identificação da Proteína Codificação Mascot Score Peso molecular (Da) 

Periostina POSTN_HUMAN 96 93761 

Periostina POSTN_MOUSE 77 93637 

Cadeia de α-tubulina TBA_PICAB 76 12703 

Cadeia de α-tubulina TBA_PRUDU 76 50047 

Cadeia de α-tubulina TBA_TORMA 76 50687 

Cadeia de α-tubulina TBA_WHEAT 76 50263 

Cadeia de α-tubulina TBA_XENLA 76 50399 

Cadeia de α-tubulina TBA_XENTR 76 50524 

Cadeia de α-tubulina 1A TBA1A_GRIGR 76 50655 

Cadeia de α-tubulina 1A TBA1A_HUMAN 76 50655 

Cadeia de α-tubulina 1A TBA1A_MOUSE 76 50655 

Cadeia de α-tubulina 1A TBA1A_PANTR 76 50655 

Cadeia de α-tubulina 1A TBA1A_PIG 76 50588 

Cadeia de α-tubulina 1A TBA1A_RAT 76 50655 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_BOVIN 76 50671 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_GRIGR 76 50671 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_HUMAN 76 50671 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_MACFA 76 50671 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_MERUN 76 50671 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_MOUSE 76 50671 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_PANTR 76 50656 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_PIG 76 50671 

Cadeia de α-tubulina 1B TBA1B_RAT 76 50671 

Cadeia de α-tubulina 1C TBA1C_BOVIN 76 50377 

Cadeia de α-tubulina 1C TBA1C_GRIGR 76 50429 

Cadeia de α-tubulina 1C TBA1C_HUMAN 76 50415 

Cadeia de α-tubulina 1C TBA1C_MOUSE 76 505429 

Cadeia de α-tubulina 1C TBA1C_RAT 76 50457 

Cadeia de α-tubulina 1D TBA1D_BOVIN 76 50802 

Cadeia de α-tubulina 1 TBA1_CHICK 76 46286 

Cadeia de α-tubulina 1 TBA1_ELEIN 76 50251 

Cadeia de α-tubulina 1 TBA1_MAIZE 76 50251 

Cadeia de α-tubulina 1 TBA1_PEA 76 50173 

Cadeia de α-tubulina 2 TBA2_ARATH 76 50061 

Cadeia de α-tubulina 2 TBA2_GOSHI 76 50061 

Cadeia de α-tubulina 2 TBA2_HORVU 76 50221 

Cadeia de α-tubulina 2 TBA2_MAIZE 76 50251 

Cadeia de α-tubulina 2 TBA2_ORYSJ 76 50257 

Cadeia de α-tubulina 3 TBA3_ARATH 76 50128 

Cadeia de α-tubulina 3 TBA3_HORVU 76 50249 

Cadeia de α-tubulina 4 TBA4_ARATH 76 50061 

Cadeia de α-tubulina 4 TBA4_GOSHI 76 50091 

Cadeia de α-tubulina 5 TBA5_ARATH 76 50128 
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(Conclusão) 
Identificação da Proteína Codificação Mascot Score Peso molecular (Da) 

 

Cadeia de α-tubulina 6 TBA6_ARATH 76 50058 

Cadeia de α-tubulina TBA_ENTDO 76 50058 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_BOVIN 46 45936 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_HUMAN 46 45919 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_MACFA 46 45965 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea F 

HNRPF_MOUSE 46 45977 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea H 

HNRPF_RAT 46 45977 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea H 

HNRPF_HUMAN 46 49428 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea H 

HNRPF_MOUSE 46 49398 

Ribonucleoproteína Nuclear 

Heterogênea H 

HNRPF_RAT 46 49387 

 

 

4.3.2  Análises dos Protocolos I e II de decelularização 

 

 

O aspecto macroscópico (transparência) e redução da quantidade de núcleos 

celulares visíveis em colorações histológicas foram os dois parâmetros iniciais para a 

seleção de protocolos mais favoráveis à decelularização de placentas. Assim, dentre 

os dez protocolos descritos no Quadro 1, dois (I e II) foram selecionados. À esses, 

associaram-se métodos químicos e enzimáticos, e outras análises foram levadas à 

cabo. Avaliações por histologia, microscopia eletrônica de varredura (MEV), 

quantificação de DNA remanescente nas MECs e identificação de proteínas presentes 

nas matrizes decelularizadas foram levadas à cabo.   
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4.3.2.1 Análise macroscópica   

 

 

 O fato das porções fetais da placenta canina terem sido canuladas e 

perfundidas manualmente com água corrente, contribuiu de forma significativa para a 

remoção do sangue e pode ter colaborado para a ação das demais soluções usadas 

para decelularização. Logo após serem perfundidas com água, as placentas 

apresentaram-se livres de sangue, tendo adquirido coloração mais clara (rosa claro) 

em contraposição ao aspecto marrom-avermelhado observado na coleta (Figura 8 – 

4B) e nas amostras que não foram lavadas previamente, quando iniciado o protocolo 

de decelularização, três lavagens em água foram suficientes para remover a sujidade 

inicial de cada amostra previamente limpa, tanto da porção fetal quanto da materna 

(Figura 10 – 1A e 2B). 

 Inicialmente, três trocas diárias de solução de SDS 1% foram necessárias, 

posteriormente, duas trocas mostraram-se suficientes. A porção fetal, logo no primeiro 

dia de incubação de SDS 1%, já apresentou coloração translúcida nas extremidades, 

sendo que, ao final do quinto dia de protocolo (quarto dia de incubação com o 

detergente) a amostra já estava totalmente translúcida e com aspecto gelatinoso. A 

organização e estrutura dos vasos sanguíneos, observadas macroscopicamente, 

foram mantidas. Houve entretanto, diminuição do tamanho, em largura e espessura, 

das amostras. Já a porção materna, logo após quatro dias da ação do SDS 1% passou 

de uma coloração amarelada para uma totalmente branca (porém não translúcida 

como a observada na porção fetal).   

 As amostras submetidas à imersão com a associação de 5mM EDTA + 0,05% 

de Tripsina + 0,5% de antibiótico (Protocolo II), logo após 24 horas de incubação, 

apresentaram estrutura muito mais frágil, sendo facilmente fragmentadas 

(principalmente a porção fetal), quando comparadas àquelas que foram incubadas 

com 5mM EDTA + 50mM TRIS + 0,5% de antibiótico (Protocolo I). Além disso, durante 

as duas últimas trocas da solução do Protocolo II, observou-se a destruição da MEC 

remanescente das amostras em ambas as porções da placenta. 

 Com as 48 horas completas de incubação e posterior lavagem com solução 

tampão, as amostras foram incubadas com Triton X-100 1% por mais dois dias e 

nenhuma alteração macroscópica significativa foi observada. Esse detergente 
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(comparado às demais soluções usadas até então nos protocolos) foi o que menos 

danificou macroscopicamente a estrutura arquitetônica da MEC.   

 O restante do protocolo também não causou alterações estruturais 

macroscópicas nas porções placentárias. Entretanto, ao final do décimo dia, 

observou-se que as amostras submetidas ao Protocolo I (Figura 10 – Coluna B) 

tornaram-se totalmente translúcidas, gelatinosas e diminuídas em suas dimensões 

(espessura, largura e comprimento). 

  As amostras do Protocolo II (Figura 10 – Coluna C), por sua vez, 

apresentaram grande desorganização de sua MEC ao longo das etapas de 

decelularização (principalmente quando incubadas com 5mM EDTA + 0,05% de 

Tripsina + 0,5% de antibiótico). No final do décimo dia haviam perdido o formato 

retangular e a organização nítida dos vasos sanguíneos. As porções fetal e materna 

tornaram-se muito mais frágeis e friáveis, comparadas àquelas processadas de 

acordo com o Protocolo I, sendo que a porção mais afetada e danificada foi a fetal, 

que adquiriu um aspecto quase liquefeito.  
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Figura 10 - Análise macroscópica das placentas do grupo controle e decelularizadas com os 
Protocolos I e II 

 

Fonte: Leonel, L. C. P. C. (2015). 
Legenda: Coluna A grupo controle da porção fetal (1A) e da porção materna (2A) da placenta canina 
no primeiro dia do protocolo de decelularização (dia da coleta). Coluna B porção fetal (1B) e materna 
(2B) decelularizadas com o Protocolo I e Coluna C porção fetal (1C) e materna (2C) decelularizadas 
com o Protocolo II. A porção fetal decelularizada com o Protocolo I (1B) mostrou melhor conservação 
da estrutura retangular desde o início do processamento, em contrapartida ao Protocolo II (1C) que foi 
mais agressivo e danificou o arranjo estrutural macroscópico observado no dia da coleta. Na porção 
materna (Linha 2) não houve alterações significativas quanto à estrutura nas amostras do Protocolo I 
(2B) e o Protocolo II (2C). Barras = 1cm. 

 

 

4.3.2.2  Análises histológicas   

 

 

 Durante as análises histológicas observaram-se diferenças principalmente 

referentes às porções fetais submetidas aos protocolos I (incubadas com 5mM EDTA 

+ 50mM TRIS + 0,5% antibiótico) e II (incubadas com 5mM EDTA + 0,05% de Tripsina 

+ 0,5% antibiótico). Ambos levaram à remoção considerável e quase total das células 

das porções placentárias; entretanto, diferenças na organização espacial dos 

componentes da MEC foram observadas.   
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 Análises histológicas das porções fetais submetidas ao Protocolo I mostraram 

conservação da organização estrutural da MEC e remoção de grande parte do núcleo 

celular (Figura 11 – 1B) Porém nas regiões próximas aos vasos sanguíneos ainda foi 

possível observar a presença de núcleos celulares, mesmo que de modo 

desorganizado e em pouca quantidade (Figura 11 – 2B) Em contrapartida, o grupo 

submetido ao Protocolo II apresentou remoção total das células, porém com nítido 

desarranjo da MEC remanescente, assim como de toda a estrutura dos vasos 

sanguíneos (Figura 11 – 1C, 2C) As fibras colágenas das amostras do Protocolo I 

(Figura 11 – 3B)foram coradas com mais intensidade pelo Tricrômio de Masson do 

que aquelas do Protocolo II (Figura 11 – 3C), sugerindo melhor e maior conservação 

das mesmas. 

 A porção materna da placenta também apresentou núcleos celulares 

dispersos nas amostras submetidas ao Protocolo I (Figura 12 – 2B). Assim como 

aconteceu com a porção fetal, as amostras maternas submetidas ao Protocolo II 

(Figura 12 – 1C, 2C) tiverem sua estrutura mais desarranjada do que as 

decelularizadas pelo Protocolo I; porém, não apresentaram núcleos celulares visíveis. 

Macroscopicamente as alterações observadas na porção materna das placentas não 

foram tão significativas quanto as observadas na porção fetal. Pequenos vasos 

sanguíneos foram conservados em ambos protocolos (Figura 12 – 3B, 3C). 

 Na coloração de picrossirius (análise em luz polarizada), o colágeno fibrilar foi 

observado em todas as amostras (Figura 13). 
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Figura 11 - Análise microscópica por colorações de Hematoxilina-Eosina e Tricrômio de Masson 
da porção fetal da placenta canina referente ao grupo controle e decelularizado com 
Protocolo I e Protocolo II 

 

 

 
Fonte: Leonel, L. C. P. C. (2015). 
Legenda: Microscopia de luz do grupo controle (Coluna A); placenta decelularizada com o Protocolo I 
(incubação com 5mM EDTA + 50mM TRIS + 0,5% antibiótico por 48h) (Coluna B) e com Protocolo II 
(incubação com 5mM EDTA + 0,05% Tripsina + 0,5% antibiótico por 48h) (Coluna C). Ambos 
protocolos foram capazes de remover a maior parte do conteúdo celular das amostras. Em 1B observa-
se maior quantidade de matriz extracelular que se encontra estruturalmente mais organizada do que a 
observada em 1C. Nas amostras decelularizadas com o Protocolo I ainda são observados núcleos, 
principalmente ao redor dos vasos sanguíneos (seta preta) (2B). Quando comparadas com o grupo 
controle o Protocolo II (Coluna C) foi mais agressivo causando desorganização da MEC. Em 3B 
(Protocolo I) a MEC encontra-se orientada de modo mais organizada, sendo possível ainda observar a 
luz dos vasos sanguíneos (seta vermelha) e todo o arranjo arquitetônico do colágeno na parede 
vascular. Linha 1: aumento = 20x, barra = 100 micrometros, coloração: HE. Linha 2: aumento = 40x, 
barra = 50 micrometros, coloração: HE. Linha 3: aumento 20x, barra = 100 micrometros, coloração: 
Tricrômio de Masson. 
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Figura 12 - Análise microscópica por colorações de Hematoxilina-Eosina e Tricrômio de Masson 
da porção materna da placenta canina referente ao grupo controle e decelularizado 
com o Protocolo I e Protocolo II 

 

 

 
Fonte: Leonel, L. C. P. C. (2015). 
Legenda: Microscopia de luz grupo controle (Coluna A), decelularizada de acordo com o Protocolo I 
(incubação com 5mM EDTA + 50mM TRIS + 0,5% antibiótico por 48h) (Coluna B) e com o Protocolo 
II (incubação com 5mM EDTA + 0,05% Tripsina + 0,5% antibiótico por 48h) (Coluna C). A remoção de 
praticamente todo conteúdo nuclear foi evidenciada nos dois protocolos de decelularização, porém no 
Protocolo I (2B) foram observados mais núcleos celulares (seta preta) em comparação ao Protocolo II 
(2C). Linhas 1 e 2 coloração de HE. A estrutura de vasos sanguíneos (seta vermelha) foi preservada 
em ambos os Protocolos I e II (3B e 3C respectivamente). Linha 1: aumento = 20x, barra = 100 
micrometros, coloração: HE. Linha 2: aumento = 40x, barra = 50 micrometros, coloração: HE. Linha 3: 
aumento 20x, barra = 100 micrometros, coloração: Tricrômio de Masson. 
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Figura 13 - Análise do colágeno fibrilar das porções fetal e materna da placenta canina do grupo 
controle e decelularizadas pelos Protocolos I e II 

 

 

Fonte: Leonel, L. C. P. C. (2015). 
Legenda: Microscopia com luz polarizada das porções fetal (Linha 1) e materna (Linha 2) de placentas 
dos grupos controle (Coluna A) e decelularizados pelos protocolos I (Coluna B) e II (Coluna C). Ambos 
protocolos e ambas porções mantiveram as redes fibrilares características de fibras colágenas. 
Coloração: Picrosirius; Objetiva 16, aumento de 1,25. 

 

 

4.3.2.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

 

 

 As análises por microscopia eletrônica de varredura mostraram que as MECs 

decelularizadas por ambos protocolos apresentaram estrutura arquitetônica 

tridimensional com poros. As amostras fetais do Protocolo I aparentemente 

apresentaram, entretanto, poros maiores entre os componentes fibrilares (Figura 14 

– 1B) do que os encontrados nas amostras do Protocolo II (Figura 14 – 1C), muito 

embora a porosidade não tenha sido mensurada e quantificada. Na porção materna, 

a estrutura arquitetônica apresentou-se semelhante em ambos protocolos. Poros 

também foram encontrados e a organização fibrilar dos componentes das MECs 

decelularizada demonstrou ser mais compactada do que aquela encontrada na porção 

fetal (Figura 14 – 2B e 2C). 



80 
 

4.3.2.4 Análise de Pico-Green® dos Protocolos I e II 

 

 

 Para quantificar a concentração de DNA remanescente nas MECs após a 

decelularização das placentas caninas com ambos protocolos I (imersão com 5mM 

EDTA + 50mM TRIS + 0,5% de antibiótico) e II (imersão com 5mM EDTA + 0,05% de 

Tripsina + 0,5% de antibiótico), utilizou-se o Kit Quant-iTTMPicoGreen®dsDNAreagent 

(Life Technologies – Walthan, Massachusetts, USA), seguindo-se instruções do 

fabricante.  

 Foram usados seis fragmentos de placentas de ambas as porções para 

análise da concentração de DNA remanescente em cada um dos dois protocolos. O 

Gráfico 3 mostra uma tendência de maior remoção de DNA das amostras 

processadas pelo protocolo II, em ambas porções materna e fetal (concentração de 

412 ng/ml e 387 ng/ml respectivamente), do que pelo protocolo I. Essa diferença não 

foi, entretanto, estatisticamente significativa. 
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Gráfico 3 - Análise da quantidade de DNA remanescente nas placentas decelularizadas por 
Protocolo I e Protocolo II 

 

 

Fonte: Leonel, L. C. P. C. (2015). 

 

 

4.3.2.5 Imunofluorescência  

 

 

4.3 2.5.1  Laminina  

 

 

 A imunomarcação da laminina, foi observada tanto na porção fetal quanto na 

porção materna (Figura 15 – Linha 1) da placenta canina do grupo controle. A 

laminina encontrou-se presente na porção fetal (Figura 15 – Colunas A, B e C) em 

ambos protocolos. Por outro lado, a porção materna decelularizada pelo protocolo II 

apresentou expressão bastante diminuída (Figura 15 – 3D e 3F). A marcação do DAPI 

demonstrou a remoção do componente celular das porções fetal e materna, 

processadas por ambos protocolos. 
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4.3.2.5.2 Fibronectina 

 

 

 A imunomarcação da fibronectina foi observada nas porções fetal e materna 

tanto no grupo controle quanto nos decelularizados. As porções maternas 

decelularizadas pelo Protocolo II (Figura 16 – 3D – 3F) mostraram distribuição de 

fibronectina mais semelhante ao grupo controle, comparado àquelas submetidas ao 

Protocolo I (Figura 16 – 2D – 2F). A marcação do DAPI não evidenciou núcleos 

celulares nas porções fetal e materna decelularizadas. 

 

 

4.3.2.5.3 Colágeno tipo I 

 

 

 A imunomarcação para colágeno tipo I foi observada na porção materna e 

fetal do grupo controle (Figura 17 – Linha 1). Na porção materna (Figura 17 – 

Colunas D, E e F) observa-se organização linear e disposição paralela das fibras 

colágenas. Na porção fetal formaram redes dispersas e espessas. Após a 

decelularização por ambos os protocolos a porção materna (Figura 17 – 2D – 2F e 

3D – 3F) mostrou-se com fibras colágenas mais desorganizadas quando comparadas 

com o grupo controle. A marcação do DAPI não evidenciou a presença de núcleos 

nas porções fetal e materna. 

 

 

4.3.2.5.4 Colágeno tipo III 

 

 

 A imunomarcação do colágeno tipo III foi menos intensa do que as demais 

testadas. Na porção fetal e materna do grupo controle (Figura 18 – Linha 1) mostrou 

arranjo semelhante ao observado para o colágeno tipo I (Figura 17 – Linha 1). A 

porção fetal decelularizada da placenta (Figura 18 – 2A – 2C, 3A – 3C) apresentou 

marcação bastante discreta ambos os protocolos. Não houve marcação de colágeno 

tipo III na porção materna após ambos protocolos de decelularização. A marcação do 

DAPI não evidenciou a presença de componente nuclear nas porções fetal e materna. 
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4.4  DISCUSSÃO 

 

 

 Diferentes protocolos de decelularização têm sido aplicados à distintos tecidos 

e órgão, tais como rins (GUAN et al., 2015; KARCZEWSKI; MALKIEWICZ, 2015; 

RAFIGHDOUST; SHAHRI; BAHARARA, 2015), fígado (DE KOCK et al., 2011; SOTO-

GUTIERREZ et al., 2011; CARALT, 2015; ZHOU et al., 2015), coração (MOMTAHAN 

et al., 2015; PEREA-GIL et al., 2015; SÁNCHEZ et al., 2015), pulmão (TSUCHIYA et 

al., 2014; DA PALMA et al., 2015), pâncreas (XIANG et al., 2015), além de placentas 

humanas (HOPPER; WOODHOUSE; SEMPLE, 2003; FLYNN; SEMPLE; 

WOODHOUSE, 2006; SCHNEIDER et al., 2015) e bovinas (KAKABADZE; 

KAKABADZE, 2015). O presente trabalho é o primeiro descrito na literatura, que avalia 

protocolos de decelularização de placentas caninas. 

 A combinação de métodos de decelularização (químicos, físicos e enzimáticos) 

e suas variáveis (perfusão/imersão, tempo de incubação e concentração de 

detergentes, gradientes de temperatura) permitiu a elaboração e seleção inicial de 

dois protocolos promissores que permitissem a remoção das células de placentas 

caninas e a manutenção de sua estrutura física. Devido à complexidade da placenta 

e sua grande vascularização, estabelecer um protocolo reproduzível de 

decelularização pode ser um desafio (FLYNN; SEMPLE; WOODHOUSE, 2006). 

 As lavagens iniciais realizadas com perfusão de água para retirada do sangue 

presente em todo o tecido contribuíram para a limpeza inicial e posterior penetração 

das demais soluções (detergentes) ao longo dos protocolos testados. Os detergentes 

(SDS e Triton X-100) e soluções enzimáticas (tripsina) mostraram-se eficazes, porém 

com efeitos distintos nas duas porções placentárias (fetal e materna). A remoção dos 

debris celulares foi realizada mediante abundantes lavagens em solução tampão, ao 

longo e entre as distintas etapas dos protocolos, conforme descrito na literatura 

(HOPPER; WOODHOUSE; SEMPLE, 2003; CHOI et al., 2013; SCHNEIDER et al., 

2015). 

 Lavagens iniciais das placentas, antes de serem incubadas com detergentes 

são necessárias, conforme descrito por Hopper et al. (2003) e Choi et al., que 

decelularizaram placentas humanas. Em placentas bovinas, a mesma lavagem para 

remoção de sangue foi levada à cabo; no entanto, antes da ação de detergentes 
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iônicos e não-iônicos essas placentas foram congeladas a -80ºC por 12 horas 

(KAKABADZE; KAKABADZE, 2015). 

 O cinturão da placenta canina é formado por três sistemas vasculares (arterial, 

venoso e os capilares do labirinto da placenta) e após os 45 dias de gestação, essa 

rede capilar está distribuída e organizada na forma de lóbulos por toda zona do 

labirinto fetal. A rede capilar presente em cada lóbulo individualizado não está isolada, 

apresentando conexões entre os capilares adjacentes (KISO et al., 1990). Soluções 

perfundidas por qualquer um desses sistemas vasculares serão distribuídas por todo 

tecido através dessa intrínseca rede de pequenos vasos interconectados presentes 

na porção fetal da placenta canina. Vale ressaltar que em nosso trabalho, essa 

perfusão com água logo após a coleta e antes dos fragmentos serem incubados com 

detergentes, não foi feita em todos os protocolos.   

 Nos protocolos em que esse procedimento não foi realizado, houve 

comprometimento significativo do tempo necessário para a remoção celular 

(principalmente nos Protocolos nº 2, 3 e 4).  Mesmo com o congelamento das 

placentas e decelularização comprovada pelas análises histológicas, esses foram os 

protocolos em que elas permaneceram por maior período de tempo incubadas com o 

detergente SDS, para adquirirem o aspecto translúcido. A lavagem por perfusão antes 

do congelamento de placentas deve ser realizada para evitar a formação de coágulos 

dentro dos vasos, o que pode dificultar a penetração das soluções de decelularização 

nas etapas seguintes. Hopper et al. (2003) mostraram que a difusão das soluções 

químicas de decelularização em placentas pode ser prejudicada por esse bloqueio 

causado por células sanguíneas presentes dentro dos capilares, impedindo a 

passagem dos reagentes.  

 A perfusão das soluções para decelularização através das redes vasculares 

permite sua distribuição mais homogênea por todo tecido. Quando o método de 

imersão nessas soluções é utilizado, o período de incubação deve ser 

cuidadosamente observado e padronizado, já que tecidos mais espessos necessitam 

de mais tempo imersos para a remoção total das células (KEANE; SWINEHART; 

BADYLAK, 2015).  

Assim, tecidos com maior volume e espessura, como placentas humanas, 

podem apresentar maior dificuldade de penetração das soluções, tornando o processo 

de decelularização incompleto; nesse caso a utilização de perfusão pode ser 

imprescindível. Essa perfusão deve ser realizada utilizando-se diferentes fluxos de 
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infusão (HOPPER; WOODHOUSE; SEMPLE, 2003). Conforme demonstrado por 

Flynn et al. (2006), a combinação de diferentes vazões de perfusão nas porções fetal 

e materna de placentas humanas, removeu todo o conteúdo celular de forma 

satisfatória, sem gastos desnecessários de reagentes.  

Em nosso trabalho ambos métodos - perfusão e imersão - removeram o 

conteúdo celular e garantiram o aspecto transparente das amostras, havendo 

diferenças apenas no tempo requerido para que tal característica fosse alcançada. 

Entretanto, o método de perfusão exigiu dispêndio muito maior de volume de 

soluções, o que contribuiu para a escolha do método de imersão. Apenas a infusão 

com fluxo 150ml/h foi utilizada neste estudo. Outros protocolos de infusão ainda 

requerem análises.  

 O aspecto gelatinoso, semitransparente e a diminuição das dimensões 

(comprimento, largura e espessura) do tecido decelularizado são características 

encontradas em grande parte dos biomateriais biológicos produzidos por técnica de 

decelularização (PAN et al., 2014; XU et al., 2014; GUAN et al., 2015; KAWASAKI et 

al., 2015). Após serem submetidas a esse processo, placentas se tornam mais friáveis 

e com coloração transparente devido à remoção celular (FLYNN; SEMPLE; 

WOODHOUSE, 2006), como observado em nossos resultados.  

A solução enzimática (tripsina) utilizada no Protocolo II causou mais danos na 

arquitetura tridimensional da MEC, quando comparada com a associação entre EDTA 

e TRIS, no Protocolo I. 

 A preservação da estrutura tridimensional de biomateriais biológicos acelulares 

auxilia no suporte e desenvolvimento de novos tecidos (BADYLAK; FREYTES; 

GILBERT, 2009; BROWN; BADYLAK, 2014). Essa estrutura tridimensional pode ser 

comprometida quando se usa um protocolo com longos períodos de incubação com 

soluções enzimáticas, em especial a tripsina. Ela rompe ligações das células com a 

matriz, provocando alterações da MEC e destruição indiscriminada de suas proteínas 

(principalmente GAGs e elastina), afetando sua conformação original. Além disso, 

lavagens constantes para sua remoção do tecido ou até mesmo a utilização de 

soluções que  possam inativar sua ação são necessárias (FLYNN; SEMPLE; 

WOODHOUSE, 2006; FAULK et al., 2014a; FU et al., 2014; XU et al., 2014).  

 Neste estudo, a desestruturação dos fragmentos decelularizados com o 

protocolo II pode ter ocorrido devido ao longo período (48 horas) de exposição à ação 

da enzima, ainda que um número maior de lavagens tenha sido realizada. 
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Concentrações menores e a adição de soluções que inativem a sua ação podem ser 

acrescentadas em futuros protocolos de modo a minimizar tais danos à MEC da 

placenta.   

 O uso isolado de um único método de decelularização pode não ser capaz de 

remover o conteúdo celular, sendo importante a associação entre um ou mais 

métodos. Somente os detergentes (SDS e Triton X-100) não foram suficientes para 

promover a decelularização das placentas caninas de forma eficaz, mesmo sob longos 

períodos de incubação. Placentas são órgão heterólogos e com muitas variações 

entre as espécies; sobretudo são tecidos com grande volume tanto em tamanho 

quanto em espessura (FLYNN; SEMPLE; WOODHOUSE, 2006; KAKABADZE; 

KAKABADZE, 2015). Logo, o uso de soluções adicionais para melhorar a remoção 

das células é necessário.  

A concentração do detergente iônico SDS usado para a decelularização das 

placentas caninas neste trabalho foi de 1% como descrito em outros protocolos 

(KAKABADZE; KAKABADZE, 2015), sendo que logo no início do processo a remoção 

da maior quantidade de células dos tecidos da placenta, já pôde ser observada, porém 

não em sua totalidade. Com isso, a associação de outras soluções ao longo do 

protocolo (detergentes e soluções enzimáticas) como descrito em outros protocolos 

para placentas humanas (HOPPER; WOODHOUSE; SEMPLE, 2003; FLYNN; 

SEMPLE; WOODHOUSE, 2006) se fez necessário, uma vez que o SDS não foi capaz 

de remover todo conteúdo celular do tecido.  

 A organização tridimensional da MEC, combinada à sua composição química, 

são características únicas de cada tecido (BADYLAK; FREYTES; GILBERT, 2009). 

Sua manutenção tem sido crucial na determinação da resposta biológica à biomaterias 

biológicos produzidos a partir da decelularização de tecidos  (BROWN et al., 2010; 

BROWN; BADYLAK, 2014).  

 A desestruturação da organização tridimensional da MEC remanescente pelo 

protocolo II foi observada em análises histológicas. No entanto com base na análise 

por microscopia eletrônica de varredura, ambos protocolos mantiveram certa 

organização arquitetônica das proteínas da matriz, assim como a presença de poros 

entre elas. 

 A remoção do DNA remanescente na matriz extracelular (após a ruptura da 

membrana celular) é tão importante quanto a preservação da estrutura tridimensional 

de biomateriais acelulares, sendo que para sua aplicação clínica é sugerida 
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concentração menor que 50ng/mg de matriz. Concentrações elevadas de DNA podem 

causar resposta inflamatória exacerbada após a implantação do biomaterial, 

comprometer a recelularização por células autólogas e até mesmo causar a sua 

rejeição. Em alguns casos essa reposta imunológica pode não ocorrer logo de 

imediato sendo necessário o acompanhamento durante anos após a implantação 

(CRAPO; GILBERT; BADYLAK, 2011; KEANE; BADYLAK, 2014; GUAN et al., 2015). 

Para a eliminação de DNA é comum o uso de endonucleases (DNAse e RNAse) 

nas etapas finais de protocolos de decelularização de placentas (HOPPER; 

WOODHOUSE; SEMPLE, 2003; FLYNN; SEMPLE; WOODHOUSE, 2006; BÖER et 

al., 2011; SCHNEIDER et al., 2015).  Neste estudo, em consequência da restrita 

disponibilidade, a DNAase e RNAse não puderam ser utilizadas. Entretanto, vale 

ressaltar que a associação desse método enzimático corresponde à etapa 

imprescindível, caso o objetivo de uso das matrizes decelularizadas seja aplicações 

clínicas em bioengenharia de tecidos.  

 A composição química da matriz extracelular é determinada pela presença de 

glicoproteínas, proteoglicanas e outras moléculas que desempenham fundamental 

papel tanto no período embrionário quanto na homeostasia pós-natal, influenciando o 

comportamento e diferenciação celular. Além disso ela é responsável por manter as 

células e a funcionalidade do órgão, servindo como uma intrínseca rede de 

comunicação celular, que provê uma estrutura de suporte (FAULK et al., 2014b). 

 Os principais componentes encontrados na matriz extracelular de placentas 

são os colágenos tipo I, III, IV, V, VI, fibronectina e laminina (AMENTA et al., 1986). 

Para a identificação da constituição química dos tecidos decelularizados, as técnicas 

de proteômica e imunofluorescência foram realizadas. Esta última investigou a 

expressão de laminina, fibronectina, colágeno I e III nos tecidos decelularizados pelos 

protocolos I e II e seus respectivos grupos controles.  

 A composição e características estruturais que permitem o suporte e 

crescimento celular e consequente regeneração tecidual promovido por biomateriais 

biológicos decelularizados ainda não são totalmente conhecidas. Análises como a de 

proteômica podem contribuir para esse entendimento mais generalizado dos 

componentes de matrizes decelularizadas, suas interações e sinalizações com as 

células e demais componentes da MEC (CHANG et al., 2015; LI et al., 2015). 
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Os protocolos testes destinados para a análise de proteômica foram os nº 5 e 

nº 7 em que as placentas processadas não haviam sido congeladas previamente e 

sendo submetidas a ação dos detergentes SDS e Triton X-100. Fez-se necessário a 

escolha de tais protocolos para avaliação dos detergentes usados até então nas 

matrizes decelularizadas, identificando a sua composição de proteínas antes da 

associação com as demais soluções químicas e enzimáticas, descritas nos protocolos 

selecionados I e II.  

Grande parte das proteínas identificadas pela análise de proteômica neste 

estudo, foram aquelas referentes ao citoesqueleto. Proteínas de matriz foram 

encontradas em menor quantidade, muito provavelmente pelo fato da tripsina (técnica 

bottom-up) não ter sido capaz de digerir as matrizes decelularizadas em sua 

totalidade. De fato, uma das dificuldades na identificação das proteínas da matriz 

extracelular é sua complexa organização estrutural e insolubilidade de seus 

componentes dificultando seu fracionamento. Outro agravante, são as grandes 

quantidades de proteínas citoplasmáticas e mitocondriais que dificultam a detecção 

das proteínas da MEC (LÜ et al., 2014; GUAN et al., 2015).  

A técnica bottom-up para análise de proteômica (fragmentação das proteínas 

por digestão enzimática e posterior identificação dos peptídeos gerados pela 

espectrometria de massas – MS), apesar de simples, resulta em uma complexa 

mistura de peptídeos. Alta sensibilidade e eficiência de automação para a 

decodificação dessa mistura são necessárias, ressaltando ainda que pode ocorrer de 

nem todos os peptídeos serem observados e/ou lidos de maneira correta pela análise 

de MS, o que pode comprometer a identificação das proteínas presentes. Isto torna 

necessário ensaios mais acurados e específicos para confirmação da presença 

proteica (HAN; ASLANIAN; YATES, 2008), como a técnica de imunofluorescência.  

 A laminina é uma proteína presente na membrana basal da placenta, sendo 

mais marcada na superfície basal do trofoblasto. Sua expressão aumenta com o 

avançar da gestação (CHEN; APLIN, 2003) e apresenta correlação com outras 

proteínas estruturais da matriz placentária, tais como o colágeno tipo IV (AMENTA et 

al., 1986).  

 O colágeno tipo I, de diâmetro aproximado entre 30-35 nanômetros, associa-se 

à outros componentes estruturais da matriz, como os colágenos tipo III, V, VI e 

fibronectina, e possui distribuição variada, sendo observado principalmente no 
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estroma viloso e paredes de vasos sanguíneos (AMENTA et al., 1986; CHEN; APLIN, 

2003).  

 O colágeno tipo III (diâmetro aproximado variando entre 15-20 nanômetros) 

também associa-se com a fibronectina e comumente apresenta-se entrelaçado com 

outras fibras de colágeno, como o do tipo I na MEC (AMENTA et al., 1986). 

 A fibronectina é uma proteína bastante abundante no estroma placentário, 

áreas abaixo da membrana basal do trofoblasto e paredes de vasos sanguíneos, tanto 

no início quanto no final da gestação (NANAEV et al., 1991; CHEN; APLIN, 2003). 

 A marcação para as quatro proteínas testadas foi observada em ambas 

porções das placentas caninas. Tanto o grupo controle quanto o grupo decelularizado, 

apresentaram intensa marcação para colágeno tipo I e fibronectina. A laminina foi 

levemente marcada na porção materna processada pelo protocolo II, embora sua 

expressão tenha sido alta no protocolo I. Exceção se fez com o colágeno tipo III, sendo 

totalmente eliminado nas porções maternas decelularizadas pelos protocolos I e II. A 

localização exata dessas proteínas após a decelularização não pôde ser descrita, já 

que com a remoção celular perdem-se os pontos de referência de cada uma.  

  

 

4.5 CONCLUSÃO 

 

 

Estabelecer protocolo de decelularização de placentas caninas é um desafio 

devido à variabilidade individual do tecido, à suas diferentes dimensões (espessura, 

largura e tamanho) e também composição de matriz. Na decelularização de placentas 

caninas o detergente responsável pela remoção da maior quantidade de células foi o 

SDS na concentração de 1%, sendo necessário entretanto, a associação de outros 

métodos para otimizar essa eliminação, nas etapas seguintes dos protocolos.  

O congelamento prévio das placentas sem prévia perfusão com água para 

retirada de sangue dos vasos sanguíneos, comprometeu a ação dos detergentes, 

exigindo maior período de tempo de incubação para remoção celular eficaz. O método 

de perfusão não demonstrou redução no tempo de decelularização quando 

comparado com método de imersão, no entanto, outras vazões de perfusão devem 

ser testadas na tentativa de alcançar menor período em exposição a esses 

detergentes.   
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Após a seleção de dois protocolos com base nas análises já descritas, pôde-se 

observar que o protocolo em que continha a associação com método enzimático de 

decelularização (incubação com 5mM EDTA + 0,05% tripsina + 0,5% antibiótico) foi o 

que melhor removeu conteúdo celular, diminuindo também a quantidade de DNA 

remanescente, porém com nítida desestruturação das proteínas de matriz. Oposto foi 

observado com o protocolo I (incubação com 5mM EDTA + 50mM TRIS + 0,5% 

antibiótico), em que a conformação estrutural da matriz placentária decelularizada foi 

preservada, porém sem a eliminação total das células do tecido como observado pelas 

análises histológicas.  

Sendo assim, conclui-se que o melhor protocolo para decelularização das 

amostras de placentas caninas (com base em remoção de células e concentração de 

DNA remanescente) foi o Protocolo II. No entanto, faz-se necessário a sua otimização, 

de modo a alcançar melhor preservação da estrutura da matriz extracelular 

(diminuindo o tempo de exposição a tripsina e/ou usar soluções que possam inativar 

sua ação), maior remoção de conteúdo de DNA (associação no protocolo com 

endonucleases) e eliminação das proteínas do citoesqueleto encontradas na 

caracterização proteica das matrizes decelularizadas, antes de avaliações in vivo.   
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5 CONCLUSÕES 

 

 

 Placentas são responsáveis pelo desenvolvimento e manutenção do feto 

durante toda a gravidez, com importantes características imunoregulatórias. Devido a 

sua grande variabilidade entre as espécies podem ser classificadas levando em 

consideração os seguintes aspectos: 1) forma macroscópica (cotiledonária, discoide, 

difusa ou zonária); 2) interação materno-fetal (epiteliocorial, endotelicorial, 

sinepitelicorial ou hemocorial – esta última com três variações hemo-monocorial, 

hemo-dicorial ou hemo-tricorial); ou ainda 3) de acordo com as barreiras materno-

fetais (pregueada, lamelar, trabecular, vilosa ou labiríntica). A placenta canina é 

classificada então como, zonária, endoteliocorial e lamelar. A composição de sua 

matriz extracelular possui proteínas com importante papel na sinalização e 

direcionamento celular imprescindíveis para a remodelação endometrial durante todo 

o período gestacional.  

  Devido a sua composição de matriz, elas despertam o interesse da 

bioengenharia de tecidos. Com sua complexa organização de matriz, espessura e 

variabilidade de tecido, para a criação de protocolo de decelularização de placentas 

caninas foi necessária a associação de diferentes métodos de decelularização 

(químicos, físicos e enzimáticos). Análises iniciais realizadas com dez protocolos 

distintos comprovaram que neste estudo, o método de imersão e perfusão 

promoveram remoção celular satisfatória e o congelamento prévio das placentas 

aumentou o tempo requerido de exposição aos detergentes. Após serem selecionados 

dois protocolos (Protocolo I e II), observou-se que ambos removeram 

consideravelmente as células do tecido e preservaram a expressão de fibronectina e 

colágeno tipo I e, em menor extensão, laminina e colágeno tipo III. O protocolo com 

uso do método enzimático (tripsina) removeu todo conteúdo celular, afetando também 

arranjo estrutural de toda a matriz.  
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APÊNDICE A - PROTOCOLO DE DESIDRATAÇÃO DA PLACENTAS 
 

Reagentes Tempo 

Álcool 70% Overnight 

Álcool 80% 30 minutos 

Álcool 90% 30 minutos 

Álcool 95% 30 minutos 

Álcool 100% 30 minutos 

Álcool 100% 30 minutos 

Xilol I 30 minutos 

Xilol II 30 minutos 

Parafina  2 horas 

Inclusão em parafina 
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APÊNDICE B – PROTOCOLO DE COLORAÇÃO DE HEMATOXILINA-EOSINA (HE)  

 

Reagentes Tempo 

Xilol I 15 minutos 

Xilol II 15 minutos 

Álcool 100%  3 minutos 

Álcool 100% 3 minutos 

Álcool 95% 3 minutos 

Álcool 70% 3 minutos 

Água corrente 5 minutos 

Hematoxilina 5 minutos 

Água corrente 1 banho 

Álcool 95% 1 banho 

Álcool 100% 2 banhos 

Álcool 100% 2 banhos 

Xilol-álcool 1 minuto 

Xilol I 5 minutos 

Xilol II 5 minutos 

Montagem das lâminas com Permount  
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APÊNDICE C – PROTOCOLO DE COLORAÇÃO DE TRICRÔMIO DE MASSON 

 

Reagentes Tempo 

Xilol I 15 minutos 

Xilol II 15 minutos 

Álcool 100% 3 minutos 

Álcool 90% 3 minutos 

Álcool 70% 3 minutos 

Água corrente 4 minutos 

Hematoxilina 4 minutos 

Água corrente 3 minutos 

Solução A* 10 minutos 

Água corrente 3 banhos 

Solução B** 15 minutos 

Água corrente 2 banhos 

Solução C*** 15 minutos 

Água corrente 3 banhos 

Ácido acético 5 minutos 

Água corrente 3 banhos 

Álcool 70% 1 banho 

Álcool 90% 1 banho 

Álcool 100% 3 banhos 

Xilol I 5 minutos 

Xilol II 5 minutos 

Montagem das lâminas com Permount 

* Solução A : 1g de Fucsina Ácida + 1 ml de Ácido Acético + 100ml de água destilada 
** Solução B : 1g de Ácido Fosfamolibdico + 100ml de água destilada 
*** Solução C : 2,5g de azul de anilina + 2,5ml de Ácido Acético + 100ml de água 
destilada.  
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APÊNDICE D – PROTOCOLO DE COLORAÇÃO DE PICROSIRIUS 

 

Reagentes Tempo 

Xilol I 20 minutos 

Xilol II 20 minutos 

Álcool 100% 2 minutos 

Álcool 100% 2 minutos 

Álcool 95% 2 minutos 

Álcool 95% 2 minutos 

Álcool 85% 2 minutos 

Álcool 70% 2 minutos 

Solução de Picrosirius 20 minutos 

Água corrente 2 banhos 

Álcool 70% 1 minuto 

Álcool 85% 1 minuto 

Álcool 95% 1 minuto 

Álcool 100% 1 minuto 

Xilol I 5 minutos 

Xilol II 5 minutos 

Montagem das lâminas com Permount e análise em luz polarizada 
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APÊNDICE E – PROTOCOLO DE PROCESSAMENTO PARA MICROSCOPIA 

ELETRÔNICA DE VARREDURA  

 

Reagentes Tempo 

Lavagem com água destilada em ultrassom 24 minutos 

Álcool 70%  Overnight 

Álcool 80% 5 minutos 

Álcool 80% 5 minutos 

Álcool 90% 5 minutos 

Álcool 90% 5 minutos  

Álcool 100% 10 minutos  

Álcool 100% 10 minutos  

Álcool 100% 10 minutos  

Ponto Crítico 

Metalização 

Leitura 
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APÊNDICE F – PROTOCOLO PARA TÉCNICA DE IMUNOFLUORÊSCENCIA 

 

Reagentes Tempo 

Secagem das lâminas em temperatura ambiente  1 hora  

Fixação com acetona fria dentro da geladeira 10 minutos 

Secagem em temperatura ambiente 20 minutos 

Bloqueio de ligação inespecífica com TBS* + BSA 2% 1 hora 

Incubação com anticorpo primário dentro da geladeira Overnight 

Lavagem com TBS + BSA 0,2% em temperatura ambiente 5 minutos  

Lavagem com TBS + BSA 0,2% em temperatura ambiente 5 minutos  

Lavagem com TBS + BSA 0,2% em temperatura ambiente 5 minutos  

Incubação com anticorpo secundário  1 hora 

Lavagem com TBS + BSA 0,2% 5 minutos  

Lavagem com TBS + BSA 0,2% 5 minutos  

Lavagem com TBS + BSA 0,2% 5 minutos  

Incubação com DAPI (1:10.000) 10 minutos  

Lavagem com TBS 1x em temperatura ambiente 5 minutos 

Lavagem com TBS 1x em temperatura ambiente 5 minutos 

Lavagem com TBS 1x em temperatura ambiente 5 minutos 

Montagem das lâminas com Glicerol diluído em PBS 1x (1:1) vedadas com esmalte 

* TBS 1x = 8g de NaCl + 0,2g de KCl + 3g de TRIS diluído em 1 litro de água destilada. 
Ajustar o pH para 7,8. 

 

 

 




