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And if you're homesick, 

Give me your hand and I'll hold it 
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Nothing will drag you down 

Oh, and if I had a brain 

Oh, and if I had a brain 

I'd be cold as a stone and rich as the fool 

That turned all those good hearts away” 
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RESUMO 
 

OLIVEIRA, T.S. Biogel derivado de placenta para bioengenharia de scaffolds 
vasculares. 2023, 72 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina 
Veterinária e Zootecnia, Universidade de São Paulo, 2023. 

 
Doenças vasculares são as principais causas de morbidade e mortalidade a 

nível nacional e mundial, implicando na necessidade de implantes vasculares. 

Sendo assim, a produção de biomateriais vasculares por recelularização ou cultivo 

em biogel tem se mostrado alternativas promissoras às terapias empregadas em 

estudos relacionados à fisiologia vascular. O presente trabalho tem como objetivo 

produzir biogel e protótipos de vasos sanguíneos a partir da matriz extracelular de 

placenta bovina descelularizada. Para tanto, foram utilizados vasos da superfície 

corioalantoide da placenta bovina para a produção de scaffolds descelularizados, 

processo previamente estabelecido por nosso grupo. Logo após os fragmentos de 

vasos foram recelularizados com células caninas precursoras endoteliais (SV) ou 

com células caninas precursoras endoteliais com superexpressão de fator de 

crescimento endotelial vascular (SVVEGF), em concentração de 1,5x104. Em 

segundo momento a recelularização das células SVVEGF também foram testadas 

em concentração de 1x105/ml, pela técnica de injeção no lúmen dos scaffolds. Os 

vasos sanguíneos de placenta, também passaram por um processo de digestão da 

sua matriz extracelular tendo como produto um biogel. Para aumento da sua 

viscosidade foi utilizado alginato 10%. Na avaliação da compatibilidade do biogel, 

3x105 células SVVEGF foram semeadas em cada placa. Após o período de 

maturação celular, os biomateriais descelularizados ou cultivados em biogel foram 

avaliados por histologia básica, microscopia eletrônica de varredura e confocal. Foi 

possível observar que os scaffolds naturais mantiveram re-endotelização 

satisfatória por células SVVEGF. O biogel permitiu manutenção de características 

estruturais importantes além da viabilidade celular, podendo ser uma alternativa 

para cultivo ou até mesmo para procedimentos como bioimpressão.  

 

Palavras-chave: matriz extracelular descelularizada; recelularização; biogel 
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ABSTRACT 
 

OLIVEIRA, T.S. Placenta derived biogel for bioengineering vascular scaffolds. 
2023, 72 f. Tese (Doutorado em Ciências) – Faculdade de Medicina Veterinária e 
Zootecnia, Universidade de São Paulo, 2023. 

 
Vascular diseases are the main causes of morbidity and mortality nationally and 

worldwide, implying the need for vascular implants. Thus, the production of vascular 

biomaterials by recellularization or cultivation in biogel has shown to be promising 

alternatives to therapies used in studies related to vascular physiology. The present 

work aims to produce biogel and prototypes of blood vessels from the extracellular 

matrix of decellularized bovine placenta. For this purpose, vessels from the 

chorioallantoic surface of the bovine placenta were used to produce decellularized 

scaffolds, a process previously established by our group. Soon after, the vessel 

fragments were recellularized with canine endothelial precursor cells (SV) or with 

canine endothelial precursor cells with overexpression of vascular endothelial 

growth factor (SVVEGF), at a concentration of 1.5x104. Secondly, the 

recellularization of SVVEGF cells was also tested at a concentration of 1x105/ml, 

using the technique of injection into the lumen of the scaffolds. The placental blood 

vessels also underwent a process of digestion of their extracellular matrix, resulting 

in a biogel. To increase its viscosity, 10% alginate was used. In evaluating biogel 

compatibility, 3x105 SVVEGF cells were seeded on each plate. After the cell 

maturation period, the decellularized or biogel-cultured biomaterials were evaluated 

by basic histology, scanning electron and confocal microscopy. It was possible to 

observe that the natural scaffolds maintained satisfactory re-endothelialization by 

SVVEGF cells. The biogel allowed the maintenance of important structural 

characteristics in addition to cell viability, and could be an alternative for cultivation 

or even for procedures such as bioprinting.  

 

Keywords: decellularized extracellular matrix; recellularization; bioink 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O aumento da prevalência das Doenças Crônicas Não Transmissíveis 

(DCNT) é notável frente ao cenário de globalização e urbanização mundial. 

Principalmente devido ao sedentarismo, alimentação altamente calórica, consumo 

de álcool e tabaco. Dentre as DCNT, as que se relacionam com o aparelho 

circulatório são as principais causadoras de morbimortalidade a nível nacional e 

mundial (BRASIL, 2011; LAM et al., 2021; MALTA; SILVA JR, 2013; WHO, 2011)  

A necessidade de vasos viáveis é evidente na prática da cirurgia vascular, 

que comumente utilizam técnicas de dissecção de um vaso periférico autólogo para 

a revascularização do sítio afetado. É comum que ocorram complicações 

infecciosas, necrose e deiscência no local da retirada do vaso no indivíduo (DEUS, 

2015; IMADA; CHEN, 2022). Em alguns casos também ocorre a colocação de um 

estente no vaso lesionado, sendo suas possíveis complicações, as fraturas e a 

hiperplasia intimal (FRANÇA; PEREIRA, 2008; IMADA; CHEN, 2022). 

De acordo com o Sistema Nacional de Transplantes (SNT), 38.925 pessoas 

esperam por um transplante no Brasil (BRASIL, 2023). Nesse sentido, avanços 

significativos têm sido realizados pela bioengenharia na produção de novos órgãos 

funcionais ou funcionalizados (OLIVEIRA et al., 2018; SOLIS; CZEKANSKI, 2022). 

A fabricação de vasos sanguíneos é uma prática emergente, visto que uma 

vascularização funcional é imprescindível na produção de um órgão com espessura 

maior do que 0,2 mm.  

Até o momento já foram produzidos vasos em pequena escala em 

experimentos pontuais e a sua maioria é formada a partir de derivados de polímeros 

sintéticos rígidos (KOLESKY et al., 2016; MOORE et al., 2021; OH et al., 2019; 

SOLIS; CZEKANSKI, 2022). Neste sentido, ainda não foi produzido um vaso natural 

que mantenha sua função estrutural e celular por longos períodos (NOVOSEL; 

KLEINHANS; KLUGER, 2011b).  

Assim, o desenvolvimento de biomateriais vasculares por bioengenharia, se 

mostra como alternativa promissora no auxílio às terapêuticas empregadas em 

doenças e estudos relacionados à fisiologia vascular (BERTANHA, 2016; LI; CUI, 

2021; OLIVEIRA et al., 2017).  
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2. CAPÍTULO I - REVISÃO DE LITERATURA 

 BIOENGENHARIA DE TECIDOS 

Fisiologicamente a morte e a proliferação celular se mantem em 

homeostase, no entanto órgãos lesados podem perder esse equilíbrio e como 

consequência alterar sua funcionalidade. Para sua a refuncionalização, a medicina 

regenerativa lança mão de várias ferramentas, dentre elas a bioengenharia de 

tecidos, com objetivo de buscar alternativas de potencializar e controlar a 

regeneração de órgãos com o mínimo de efeitos adversos (CHEN et al., 2022; 

DOHMANN et al., 2007; MAO et al., 2006). Três fatores que devem ser levados em 

consideração na bioengenharia de tecidos são: o conteúdo celular; as 

características da estrutura para sustentação; e os fatores de 

crescimento/diferenciação presentes (BOROJEVIC, 2008; CHEN et al., 2022). 

Células embrionárias ou pluripotentes induzidas podem ser utilizadas na 

engenharia tecidual, pelo seu potencial de se diferenciar em praticamente qualquer 

célula adulta, entretanto a sua obtenção implica em confrontos éticos, pois são 

originadas de embriões ou de engenharia gênica, respectivamente (ALISON et al., 

2002; PERA; TROUNSON, 2004). Também existe a possibilidade de utilização das 

células tronco mesenquimais adultas, que possuem benefícios de não rejeição e 

podem ser obtidas em medula óssea (DA SILVA MEIRELLES; CHAGASTELLES; 

NARDI, 2006), tecido adiposo (MARX; SILVEIRA; BEYER NARDI, 2015), placenta, 

cordão umbilical (CAN; KARAHUSEYINOGLU, 2007; SHAKER; RUBIN, 2010). 

Porém essas células possuem capacidade de diferenciação reduzidas, restringindo 

às linhagens osteogênicas, condrogênicas, adipogênicas (PAROLINI et al., 2008). 

Em outros casos, são utilizadas células diferenciadas obtidas por cultivo 

primário, e com mesma origem ao órgão a ser reconstruído. Independente da fonte 

celular, seja cultura celular primária ou na diferenciação a partir de células tronco, 

é necessário definir o melhor biomaterial a ser aplicado e que seja citocompatível. 

Além da sustentação, o biomaterial, tem a função de integração com o organismo 

receptor, devendo ser estruturalmente semelhante ao local de implantação. 

Entretanto alguns tratamentos o biomaterial pode ser aplicado isoladamente para 

ser repopulado naturalmente pelas próprias células do paciente (BOROJEVIC, 

2008; DERUBEIS; CANCEDDA, 2004; IKADA, 2006). 
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 DESCELULARIZAÇÃO E RECELULARIZAÇÃO 

Dentro da engenharia de tecidos as técnicas de descelularização e 

recelularização são novas perspectivas para produção de órgãos ou de 

biomateriais funcionalizados (BADYLAK; TAYLOR; UYGUN, 2011; ZHANG et al., 

2022). 

A descelularização é a remoção das células de um tecido ou órgão por 

processos químicos, enzimáticos ou físicos, produzindo materiais biológicos com 

manutenção da composição e a estrutura da matriz extracelular (MEC) do tecido 

nativo (BADYLAK; TAYLOR; UYGUN, 2011; GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 

2006). Esse processo deve ser realizado com cautela, pela possibilidade de ruptura 

indesejada da MEC e pela necessidade da remoção do conteúdo celular (CRAPO; 

GILBERT; BADYLAK, 2011). 

Após a descelularização do órgão, para que adquira a funcionalidade 

desejada, pode ser realizada a recelularização. Ela consiste na repopulação celular 

do biomaterial descelularizado, visando tornar o novo órgão funcional ou 

funcionalizado. Para rearranjo e maturação celular podem ser aplicados fatores de 

crescimento, proteínas estruturais ou qualquer que seja o objetivo almejado para o 

tecido final (BADYLAK; TAYLOR; UYGUN, 2011). 

Os estudos mais recentes apontam que os enxertos vasculares produzidos 

por descelularização e recelularização demonstram resultados encorajadores, já 

que a curto e longo prazo esses vasos serão alternativos aos implantes. Alguns 

enxertos apresentaram adesão celular tecido específica, ou seja, células 

endoteliais no lúmen e células musculares na túnica média, inclusive com 

biossíntese de fibras colágenas (LIN et al., 2019; OLAUSSON et al., 2014). Por 

outro lado, implantes vasculares alogênicos, produzidos por bioengenharia, 

apresentaram eventos trombolíticos, instabilidade e permeabilidade desfavorável 

(WYSTRYCHOWSKI et al., 2014). 

 
 SCAFFOLDS, BIOMATERIAL, BIOGEL E BIOTINTA 

Os scaffolds (ou arcabouços) são estruturas tridimensionais com a finalidade 

de proporcionar sustentação, adesão, distinção e propagação celular. Por serem 
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essencialmente estruturais, devem obedecer a alguns requisitos mecânicos, como 

o acabamento adequado, facilitar a adesão celular e a facilidade de esterilização 

sem que haja destruição da sua estrutura (O’BRIEN, 2011; WEISSENBRUCH et 

al., 2022). Ademais, devem possibilitar a correta troca de gases e nutrientes, devem 

ser biocompatíveis, não apresentar toxicidade nem alergenicidade, além de 

poderem possuir fatores de crescimento. Quando biodegradáveis, não deve 

produzir substratos tóxicos na reação de degradação; e a taxa de degradação deve 

ser controlável, onde se ajusta sua deterioração de acordo com a regeneração do 

tecido (IKADA, 2006; O’BRIEN, 2011). 

Portanto, um órgão descelularizado pode ser classificado como um scaffold, 

sendo apenas considerado um biomaterial quando este for testado e confirmada 

sua biocompatibilidade, preservação estrutural e não alergenicidade. De modo 

geral, entende-se que o biomaterial é uma substância/material estruturalmente 

natural ou projetado, puro ou associado a outros elementos. Com fundamento de 

ser utilizado para interações com os sistemas vivos in vitro e/ou in vivo, assim, 

podendo ser empregado na medicina humana ou veterinária em procedimentos 

terapêuticos ou diagnósticos (GROLL et al., 2019; IKADA, 2006; INSUASTI-CRUZ 

et al., 2022; WILLIAMS, 2009). Os biomateriais podem ainda ser classificados em 

não-integráveis, que são aqueles que sustentam ou preenchem estruturas 

corpóreas; ou integráveis, que se incorporam ou são absorvidos pelo receptor 

(VENUGOPAL; RAMAKRISHNA, 2005).  

Um biomaterial normalmente tem estrutura sólida, porém quando adquire 

uma consistência mais gelificada é classificado como biogel. Este biogel pode ser 

utilizado para uso tópico, associado ou não à cultura celular. Ainda, quando esse 

biogel adquire uma consistência mais liquefeita, é classificado como hidrogel 

(GROLL et al., 2019; LUO; ZHANG; LIN, 2022; METHACRYLATED et al., 2022; 

PATI et al., 2014a). 

A partir do momento em que o biomaterial, seja ele biogel ou qualquer outro 

componente bioativo, recebe um conteúdo de células viáveis ele é caracterizado 

como biotinta. A biotinta está diretamente ligada às principais tecnologias de 

biofabricação presentes no mercado, como exemplo podemos citar a bioimpressão 

3D (GROLL et al., 2019; MAAN; MASRI; WILLERTH, 2022). 
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 IMPORTÂNCIA DAS BIOTINTAS NA BIOIMPRESSÃO 

A bioimpressão consiste na técnica utilizada para imprimir estruturas 

utilizando uma tinta de origem biológica, associando conhecimentos de robótica, 

tecnologia da informação e ciências biológicas (GUILLEMOT; MIRONOV; 

NAKAMURA, 2010; OLIVEIRA et al., 2017; XIANG et al., 2022).  

Existem formas diferenciadas de impressão conforme a impressora utilizada. 

Elas podem ser no formato jato contínuo, em que o biogel é depositado de modo 

ininterrupto. Ou também no formato gota a gota, no qual a deposição é como gota, 

esse formato inclusive é o mais adequado por proporcionar menos injúria celular 

(IRVINE; VENKATRAMAN, 2016). Outra modalidade de bioimpressão que pode ser 

citada é a impressão por extrusão, que constrói estruturas em tempo real, bem 

organizadas e nesse caso utiliza uma linha ininterrupta de biotinta (IRVINE; 

VENKATRAMAN, 2016; TONG et al., 2012). Na impressão a laser, ocorre 

basicamente a vaporização da superfície da estrutura que receberá a biotinta, 

assim, impulsiona as células que estão no cartucho de impressão para a superfície 

desejada. Esse último método possui vantagens como diminuição do atrito com as 

células durante a impressão, possibilidade de utilização de materiais mais viscosos 

e a não obstrução do canhão da impressora (TONG et al., 2012). 

Inúmeros estudos podem ser elencados na área da bioimpressão, como os 

que abordam a construção de tecidos cardíacos (LEE et al., 2020; LIU et al., 2022; 

YADID et al., 2021), cutâneos (MIGUEL et al., 2019), cartilaginosos (GROGAN et 

al., 2019), produção de hidrogel ideal para a bioimpressão (CHEN et al., 2019; LIU 

et al., 2019; SPENCER et al., 2019) e incontáveis outras temáticas. 

Alguns avanços na produção vascular e transplante in-vivo já são realidade, 

nos quais os lumens vasculares foram preenchidos completamente por células 

endoteliais. Em relação aos scaffolds bioimpressos a trama vascular apresentou 

anastomoses e junções celulares fortes. Ao final foi observada uma perfusão 

sanguínea que interagia entre a rede vascular impressa e a rede vascular nativa do 

implantado (DEBBI et al., 2022). 

Kolesky et al, (KOLESKY et al., 2016) conseguiram produzir por 

bioimpressão 3D um tecido vascularizado in vitro que ultrapassava 1 cm de 

espessura, o tecido sobreviveu por mais de 6 semanas sem alterações de sua 

funcionalidade até a interrupção do experimento para análise do órgão. Outro 
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experimento trabalhou com a bioimpressão com policaprolactona associado a 

miócitos derivados de aorta humana e células endoteliais derivadas de veia 

umbilical humana. As células apresentaram a proliferação desejável e 

permaneceram funcionais, sendo um estudo preliminar que mostra a possibilidade 

de produção de corpos com lúmen (OH et al., 2019). 

A tecnologia de bioimpressão 3D utilizando biotintas derivadas de órgãos 

descelularizados é promissora para a produção de órgãos com células de 

diferentes origens. De modo geral, é evidente a necessidade de estudos que 

trabalhem as propriedades reológicas, velocidade de impressão, dentre outras 

questões mecânicas desta biotinta (MAAN; MASRI; WILLERTH, 2022). Para tanto, 

Kabirian e Mozafari (KABIRIAN; MOZAFARI, 2019) reuniram alguns estudos 

relevantes para a área, e elencam informações como as técnicas utilizadas com 

maior frequência, origens de órgãos descelularizados utilizados na biotinta e a 

finalidade principal do experimento, esses dados foram sumarizados na Tabela 1 

ao final deste capítulo. 

 

 PLACENTA COMO BIOMATERIAL 

A placenta é um órgão transitório que realiza a comunicação da mãe com o 

feto, possui funcionalidades básicas de oferta de nutrientes, trocas de gases e do 

controle hormonal na gestação (FACCIOTTI, 2009; SCHLAFER; FISHER; DAVIES, 

2000). A interface materno-fetal pode variar de acordo com a espécie (FIGURA 1), 

nas quais podem ser classificadas em discoidal, cotiledonária, difusa e zonária 

(LEISER; KAUFMANN, 2009). 

A placenta difusa possui comunicação com todo endométrio, como 

acontecem em equinos, suínos e golfinhos. A placenta cotiledonária apresenta 

pontos delimitados de comunicação com a parede uterina, como ocorre em 

ruminantes. A placenta zonária possui formato de faixa que circunda o feto e 

permite contato com o endométrio, predominante em carnívoros. Por último a 

placenta discoidal, que tem formato de disco e é encontrada em humanos, roedores 

e outros (LEISER; KAUFMANN, 2009). 

Nesse sentido, a placenta bovina é uma fonte potencial de biomaterial para 

a bioengenharia de tecidos, principalmente à produção de enxertos vasculares. Isso 

é possível devido a rica matriz extracelular, vascularização bem desenvolvida e 
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disponibilidade de coleta do órgão. Ela possui a capacidade de ser perfundida por 

agentes descelularizantes e apresentam a característica de facilmente desenvolver 

anastomoses com o órgão receptor (BARRETO et al., 2018; HOPPER; 

WOODHOUSE; SEMPLE, 2003; KAKABADZE et al., 2014; KAKABADZE; 

KAKABADZE, 2015).  

 
Figura 1: Modelos placentários de interface materno-fetal. 

 
Fonte: (LEONEL, 2016). 
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 discoidal 
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.  

 
 

2.5.1.  VASCULARIZAÇÃO DA PLACENTA BOVINA 

Em análise macroscópica a placenta bovina é composta pelos cotilédones 

fetais, que se assemelham às pequenas esferas difusas e achatadas. Eles se 

conectam às carúnculas, que por sua vez fazem parte do endométrio uterino 

(FACCIOTTI, 2009; SCHLAFER; FISHER; DAVIES, 2000). 

Os vasos da superfície corioalantóide fazem a ligação entre a placenta e o 

feto (Figura 2). Eles podem ser divididos em quatro vasos sanguíneos maiores e 
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por um ducto alantóide envoltos por gelatina de Wharton e mais externamente pelo 

epitélio amniótico. Os vasos sanguíneos são fundamentalmente duas veias e duas 

artérias, que variam de comprimento em relação à idade gestacional do feto. Uma 

característica que distingue a anatomia desses vasos são principalmente a 

espessura da camada muscular, que é bem desenvolvida tanto na artéria quanto 

na veia (RIBEIRO; MIGLINO; DIDIO, 1997; STURION et al., 2013). 

As artérias umbilicais têm origem nas artérias ilíacas do feto, passam pelo 

anel umbilical e seguem até a placenta. Cada uma delas segue para um dos polos 

placentários e emitem ramos por toda a superfície corioalantóide. Todo cotilédone 

recebe um desses ramos, que mais à frente se divide em arteríolas. Essa última 

emite diversos capilares, e esses por sua vez chegam até as vilosidades terminais 

propriamente ditas (BARRETO et al., 2019). Os capilares em seu início são bem 

organizados e ao passo que se aproximam dos sinusóides as redes 

anastomosadas promovem uma diminuição desse padrão (BARRETO et al., 2019). 

Todo esse arcabouço descrito tem a finalidade de levar sangue pouco oxigenado e 

pobre em nutrientes para a placenta (RIBEIRO; MIGLINO; DIDIO, 1997; STURION 

et al., 2013). 

Entre as duas artérias é comum o aparecimento de uma anastomose que 

aparece antes que cada uma delas se separe para polos, ou na região intermediária 

entre o feto e a placenta. Em alguns casos a própria anastomose pode emitir ramos 

funiculares para placenta, que variam em comprimento e em número (RIBEIRO; 

MIGLINO; DIDIO, 1997; STURION et al., 2013). 

As veias umbilicais são localizadas perifericamente em relação às artérias. 

Elas têm origem nas vilosidades terminais (sinusóides), na qual as vênulas 

promovem a drenagem e mais a frente se fundem e formam duas veias umbilicais 

provenientes de cada polo placentário. Os dois vasos a partir daí, seguem paralelos 

até no anel umbilical, onde se fundem e levam o sangue rico em oxigênio e minerais 

para o fígado fetal (BARRETO et al., 2019). 

A gelatina de Wharton é um mucopolissacarídeo com a função estrutural e 

protetora do funículo umbilical. O ducto alantóide por sua vez está localizado 

medianamente no funículo umbilical e possui a função de coletar a urina produzida 

pelo feto durante a gestação (RIBEIRO; MIGLINO; DIDIO, 1997). Além destas 

estruturas, são evidentes inúmeros pequenos vasos, que são responsáveis pelo 
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suprimento sanguíneo dos próprios vasos existentes no funículo, assim, 

denominados de vasa vasorum (STURION et al., 2013). 

 
Figura 2: Esquema de vascularização da placenta bovina. 

 
Fonte: (BARRETO et al., 2019). 
Legenda: Em (a), feto bovino e placenta. Em B), quadro de (a), mostrando camadas e 

vascularização materna e fetal dentro do placentônio. Em (c), área quadrada de (b), mostrando 
microvascularização materna (ou caruncular). Em (d), em quadro de (b), mostrando 
microvascularização fetal (ou cotiledonária). 

 

Em análise histológica, os grandes vasos da superfície corioalantóide 

apresentam basicamente três camadas principais, uma túnica interna endotelial 

pregueada, uma túnica média muscular e espessa em relação às outras e uma 

túnica adventícia predominantemente colágena organizada em um tecido 
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conjuntivo frouxo (CAJERO-JUÁREZ et al., 2002; RIBEIRO; MIGLINO, 1997). 

As artérias umbilicais possuem menor quantidade de fibras reticulares em 

sua parede vascular e fibras colágenas menos concentradas em relação à veia. 

Nesse caso foi mais evidente o colágeno do tipo I e III, também foram encontrados 

nas pregas endoteliais e as fibras elásticas finas foram encontradas em quantidade 

semelhante à veia, por toda a parede arterial (RIBEIRO; MIGLINO, 1997). 

As veias umbilicais possuem em sua composição fibras reticulares em toda 

a parede vascular e fibras colágenas em grande quantidade na túnica externa, que 

por sua vez se direcionavam parcialmente até a túnica média. Colágeno do tipo I e 

II também foram encontrados nas pregas endoteliais, além de fibras elásticas finas 

em pequena quantidade por toda a parede venosa (CAJERO-JUÁREZ et al., 2002; 

RIBEIRO; MIGLINO, 1997). 

 

2.5.2. COMPOSIÇÃO DOS VASOS DA PLACENTA BOVINA 

DESCELULARIZADA  

A placenta bovina após a descelularização mantem a MEC dos vasos 

sanguíneos da superfície corioalantoide relativamente preservada. O scaffold 

permanece com estrutura circular e permite a manutenção das fibras colágenas e 

proteoglicanos. O colágeno apresentou ligeira diminuição em relação às fibras 

espessas e praticamente ausência das fibras colágenas finas, se mostrando mais 

preservado na parede e epitélio dos vasos, em maior quantidade do que no restante 

do mesênquima (BARRETO et al., 2018). 

A organização das fibras colágenas após a descelularização também 

apresentou alteração na avaliação histológica. Mesmo permanecendo organizadas 

em camadas, a estrutura demonstrou maior espaçamento entre elas. Em relação 

aos tipos, tanto o I quanto o III foram encontrados na mesma localização do 

controle, porem, em menor intensidade. O colágeno IV foi localizado em pequena 

quantidade na parede dos vasos, tanto em controle quanto em MEC 

descelularizada (BARRETO et al., 2018).  

Ademais, a parede dos grandes vasos descelularizados de placenta bovina 

também apresentaram fibronectina e laminina preservadas (BARRETO et al., 

2018). Além da manutenção de proteínas relacionadas ao modelamento de vasos 

sanguíneos (BARRETO et al., 2022). 
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 VASOS SANGUÍNEOS  

Os vasos sanguíneos são diferenciados em arteriais e venosos, e de acordo 

com o seu diâmetro, sendo o sistema arterial interconectado ao venoso por um 

meio do sistema capilar. Portanto, artérias se ramificam a arteríolas, se conectam 

ao sistema capilar, se conflui em vênulas, que por fim se confluem em veias 

(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Além da diferença de diâmetro, os diferentes 

vasos sanguíneos diferem na constituição da sua parede, entretanto possuem em 

comum o revestimento do seu lúmen por células endoteliais (DYCE; WENSING; W, 

2010; KONIG; LIEBICH, 2016) (FIGURA 3). 

Os vasos sanguíneos, de forma geral, possuem características estruturais 

em comum e são compostos basicamente por três camadas:  

ü túnica íntima: envolve a luz do vaso e é constituída por células 

endoteliais apoiadas sobre membrana basal e camada subendotelial 

constituída de lâmina elástica interna (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013);  

ü túnica média: constituída de células musculares lisas entremeadas por 

matriz extracelular rica em fibras de colágeno tipo III e IV, e 

proteoglicanos; é espessa em artérias (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 

2013);  

ü túnica adventícia: camada mais externa, é composta por colágeno do 

tipo I e III, fibras elásticas e fibroblastos. É descrito que os colágenos I e 

III, em associação com a elastina, são os principais responsáveis pela 

resistência mecânica da parede vascular. Sendo a elastina uma proteína 

fibrosa que constitui a matriz extracelular vascular, esta confere a 

propriedade de elasticidade aos tecidos (DAAMEN et al., 2007; 

MITHIEUX; WEISS, 2005).  

Algumas particularidades fogem à regra geral de composição dos vasos: em 

capilares sanguíneos estão presentes apenas a túnica íntima formada por endotélio 

fenestrado (que permite troca mútua de diferentes substâncias) apoiado sobre a 

membrana basal. As veias diferem das artérias por possuírem membrana basal fina 

ou ausente; túnica média menos espessa, e adventícia mais desenvolvida. As veias 

também possuem proeminências na sua túnica intima formando duas ou três 

válvulas cúspides em um fluxo unidirecional, com o objetivo de impedir refluxo 

sanguíneo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Dentre as artérias pode existir 
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variabilidade estrutural, onde há maior quantidade de fibras elásticas na parede de 

grandes artérias como a Aorta e o tronco pulmonar, para suportar maior pressão 

sistólica (DYCE; WENSING; W, 2010). 

 
Figura 3: As túnicas da parede arterial 

 
Fonte:(DYCE; WENSING; W, 2010). 
Legenda: 1, 2, túnica íntima (1, endotélio; 2, membrana elástica interna); 3, túnica média; 4, túnica 

adventícia; 5, vasa vasorum.  
 

Na túnica adventícia de grandes vasos, estão presentes o vasa vasorum, 

que são vasos de menor calibre (arteríolas, capilares e vênulas) responsáveis pela 

nutrição da parede deste grande vaso (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).  

As células que compõem cada uma destas três camadas possuem 

propriedades específicas. Na túnica íntima, o endotélio possui propriedades anti-

trombogênicas, que facilitam o fluxo laminar sanguíneo através do vaso, além de 

estar envolvido no processo de regulação do tônus vascular por liberação de óxido 

nítrico, sendo este um vasodilatador endógeno (DAVIGNON, 2004; SCARRITT et 

al., 2015; WAGENSEIL; MECHAM, 2009). 

A túnica íntima está particularmente envolvida no processo de aterosclerose, 

pois o endotélio íntegro impede a adesão de plaquetas e leucócitos, bem como a 

proliferação de células musculares lisas da túnica média, a qual levaria à 
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hiperplasia da parede e formação de trombo (HELENA et al., 2001; WAGENSEIL; 

MECHAM, 2009; ZHANG et al., 2007).  

Na túnica média, as células musculares estão envolvidas com a manutenção 

da integridade dos vasos e propriedades mecânicas, importante para a manutenção 

da pressão arterial e o fluxo sanguíneo (WAGENSEIL; MECHAM, 2009; ZHANG et 

al., 2007). 

Na túnica adventícia, fibroblastos estão envolvidos na manutenção do tecido 

conjuntivo frouxo com a produção de colágeno. Tal conteúdo ajuda a prevenir a 

ruptura dos vasos (WAGENSEIL; MECHAM, 2009). 

 

 

 CÉLULAS DE SACO VITELINO (SV) CANINO COM SUPEREXPRESSÃO 

DE FATOR DE CRESCIMENTO ENDOTELIAL VASCULAR (SVVEGF) 

As células de saco vitelino com superexpressão de fator de crescimento 

endotelial vascular (SVVEGF) foram utilizadas inicialmente por Fratini (FRATINI et 

al., 2016). Em sua composição, as células de saco vitelino (SV) de cão foram 

transduzidas para superexpressão do fator de crescimento endotelial vascular 

(VEGF), fazendo com que se comportassem como células progenitoras endoteliais 

e pluripotentes. As células SVVEGF também apresentaram maior taxa de 

crescimento em comparação com as células SV não tratadas. Nesse sentido, 

SVVEGF se tornam uma fonte possível e viável de células quando se busca a 

neovascularização (FRATINI et al., 2016).  

A recelularização de scaffolds a partir de células SVVEGF foi testada por 

Fratini (FRATINI et al., 2018). Foi realizado cocultivo de placenta de cão 

descelularizada com as células SVVEGF, ao final, formaram estruturas similares a 

brotos vasculares, além de se organizarem em forma de cordão (Figura 4 B). O 

aumento da taxa de proliferação celular também influenciou na superexpressão de 

fibronectina. Nesse sentido, ocorreu adesão das células SVVEGF à placenta de 

cão, também construindo um biomaterial com capacidade de utilização em estudos 

de vasos sanguíneos (FRATINI et al., 2018).  
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Figura 4: Processo de recelularização do scaffold da placenta de cão. 

 

Fonte: (FRATINI et al., 2018). 
Legenda: Em (A), células SV caninas na placa não aderente na presença de scaffold 

(asterisco). Observe a morfologia fibroblastóide das células. Em (B), células SV transduzidas 
com VEGF (SVVEGF) na presença de scaffold (asterisco), há uma mudança marcante na 
morfologia celular, com formação de pequenas colônias estruturadas e brotamentos. VEGF, fator 
de crescimento endotelial vascular; SV, saco vitelino.  

 
Tendo em vista que um dos objetivos desse trabalho é a recelularização de 

vasos da placenta bovina, as células SVVEGF foram selecionadas. Nesse sentido, 

permite a investigação da interação celular com a MEC descelularizada, 

proporcionando uma interação xenogênica (vasos de placenta bovina 

descelularizada e célula SVVEGF de cão). 

 

 MODELOS ANIMAIS EM DOENÇAS CARDIOVASCULARES  

Os modelos animais para estudo das doenças cardiovasculares são a base 

para o avanço inicial de testes in vivo (Tabela 2). No entanto, a escolha do animal 

deve ser bem caracterizada, já que deve possuir características anatômicas e 

fisiológicas com o organismo alvo. É importante ressaltar que muitas limitações de 

estudo vão ser encontradas, independente do animal, já que a tentativa é de 

reproduzir de forma similar, não excluindo as particularidades e alterações de 

resultados (ZARAGOZA et al., 2011).  
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Tabela 1: Visão geral sobre bioimpressão 3D e biogéis derivados de MEC descelularizada 

Técnica de impressão Origem do biogel/biotinta Finalidade principal 

Extrusão pneumática 

MEC descelularizada de músculo esquelético suíno 
Desenvolvimento de músculo esquelético 
funcional e também como uma carne potencial de 
alimentação 

MEC descelularizada de coração suíno Regeneração de tecido isquêmico 
MEC descelularizada de fígado suíno Engenharia de tecido hepático  
MEC descelularizada de tecido cardíaco, adiposo e 
cartilaginoso humano 

Modelos de testagem in vitro de fisiologia e 
patologia humana 

MEC descelularizada de vaso sanguíneo suíno Vasos sanguíneos 

MEC descelularizada de pulmão humano Modelos in vitro de fígado para estudos sobre 
infecção 

MEC descelularizada de pâncreas suíno Engenharia de pâncreas  
MEC descelularizada de mucosa traqueal suína Traqueia vascularizada in vitro 

Extrusão 

MEC descelularizada de coração suíno Diversas aplicações na biologia e medicina 
MEC descelularizada de coração suíno Reparo de miocárdio lesionado 
Córneas bovinas descelularizadas Doenças da córnea 
MEC descelularizada de cartilagem suína Engenharia de cartilagem 
MEC descelularizada de tendão calcâneo bovino Engenharia de tendão 
MEC descelularizada de pele suína Testagem de drogas e engenharia de tecidos 

Extrusão e jato de tinta  MEC descelularizada de pele suína Engenharia de pele 

Processamento digital de 
luz 

MEC descelularizada de fígado e coração suíno Ampla aplicação na engenharia de tecidos, 
principalmente hepático e cardíaco. 

MEC descelularizada de fígado suíno Modelo de estudo de patologia renal in vitro 
Fonte: Adaptado de Kabirian e Mozafari (KABIRIAN; MOZAFARI, 2019) 

 

 

 



 
 

32 

Tabela 2: Modelos animais comumente utilizados em estudos in vivo para doenças cardiovasculares 

Modelo 
Animal Vantagens 

Local do 
enxerto 
vascular 

Principais observações 

Cabra  Artéria 
carótida 

• Células endoteliais na túnica íntima, células musculares lisas na túnica 
média e fibroblastos na adventícia.  

• Menor espessamento em porção média. 

Camundongo 

• Ciclo reprodutivo rápido 
• Genoma bem conhecido 
• Barato  
• Estruturas facilmente visualizadas 

em exames de imagem 

 • Modelo elegível para aterosclerose  

Cão  

Aorta 
abdominal 

• Observação de células endoteliais no lúmen e células musculares lisas 
na túnica média. 

Artéria 
carótida 

• Scaffold não apresenta dilatação significativa, rupturas ou aneurismas 
• Observada camada de fibrina 
• Células musculares lisas repulularam em 8 semanas. 

Coelho • Tamanho médio 
• Acessível 

Artéria 
carótida 

• Ausência de hiperplasia intimal 
• Endotelização entre 1 - 3 meses 
• Sem alteração significativa do diâmetro e do fluxo sanguíneo 
• Túnica média com diminuição significativa da espessura  

Ovelha  

Aorta 
descendente 

ou artéria 
pulmonar 

• Migração de células através da matriz. 
• Não ocorreu calcificação. 

Porco 
• Lesões mais similares às doenças 

humanas  
• Modelo para prática cirúrgica 

 • Não evidenciado hiperplasia 
• Endotelização  

Rato • Maleável, disponibilidade em 
biotérios e barato 

Aorta 
abdominal 

• Microcalcificação, hiperplasia intimal local 
• Endotelização de 4-8 semanas 
• Trombose no sítio proximal; neo formação de colágeno na túnica média.  

Fonte: Adaptado de Zaragoza et al,(ZARAGOZA et al., 2011)  e Lin et al, (LIN et al., 2019) 
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3. OBJETIVOS 

 

 OBJETIVO GERAL 

Produzir biogel e protótipos de vasos sanguíneos a partir da matriz 

extracelular descelularizada de placenta bovina.  

 

 

 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Produzir biogel estável, denso e que mantenha as células imersas e viáveis; 

• Proporcionar adesão de células precursoras endoteliais nos biomateriais 

estruturalmente naturais; 

 

 

4. HIPÓTESE 

A matriz extracelular de vasos sanguíneos da superfície corioalantóide da 

placenta bovina é capaz de produzir biomateriais (scaffold e Biogel) aptos à adesão 

de células endoteliais em semelhança as condições observadas in vivo. 

 

 

5. JUSTIFICATIVA 

Os vasos sanguíneos da superfície corioalantóide da placenta bovina são 

uma fonte interessante de biomateriais, visto que são facilmente obtidos sem dano 

ao doador, além de possuir rede vascular com diâmetros diversos. Além disso, a 

produção de um biogel viável permite a otimização de técnicas inovadoras e 

interdisciplinares, como por exemplo a bioimpressão de novos vasos.  

Ainda nesse sentido, a produção de um protótipo de vasos sanguíneos, seja 

arterial ou venoso, será de grande valia para iniciar o desenvolvimento de enxertos 

personalizáveis. Além de permitir avanços na engenharia de órgãos mais espessos 

e estudos em fisiopatologia vascular in vitro. Ademais, existe a possibilidade de 

investigação da interação celular com a MEC descelularizada, proporcionando uma 
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interação xenogênica (vasos de placenta bovina descelularizada e células SVVEGF 

de cão). 

Por fim, tendo em vista o pequeno número de bancos de tecidos dessa 

natureza para procedimentos terapêuticos, a utilização destas técnicas também 

influenciaria reduzindo filas de espera para transplantes, complicações pós-

operatórias e custos para a saúde pública. 
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ABSTRACT 

Foundation: Diseases associated with the circulatory system are the main 

causes of worldwide morbidity and mortality, implying the need for vascular 

implants. Thus, the production of vascular biomaterials has shown to be promising 

alternatives to therapies used in studies and research related to vascular 

physiology. Objectives: The present project aims at the artificial development of 

blood vessels through the recellularization of vascular scaffolds derived from bovine 

placental vessels. Methods: The chorioallantoic surface of the bovine placenta was 

used to produce decellularized biomaterials. For recellularization, 2.5 x 104 

endothelial cells were seeded above each decellularized vessel fragment during 

three or seven days, when culture were interrupted, and fragments fixed for cell 

attachment analysis. Decellularized and recellularized biomaterials were evaluated 

by basic histology, scanning electron microscopy and immunohistochemistry. 

Results: the decellularization process produced vessels that maintained natural 

structure and elastin content, also no cells and gDNA reminiscent was observed. 

Also, endothelial precursor cells attached to lumen and external surface of the 

decellularized vessel. Conclusion: our results show a possibility in future uses of 

this biomaterial in cardiovascular medicine, such as for development of engineered 

vessels. 
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 INTRODUCTION  
 

The chronic non-communicable diseases (NCDs) have been increased 

mainly due to a sedentary lifestyle, industrial food, high-calorie intake, alcohol, and 

tobacco consumption. Among NCDs, the ones related to the circulatory system 

failure are the main causes of worldwide morbidity and mortality (BRASIL, 2011; 

MALTA; SILVA JR, 2013; WHO, 2011). This failure is majorly treated by vascular 

surgery and viable vessels are need, that are generally derived from autologous 

peripheral vessel dissection and implantation in the affected site. However, at vessel 

removal site commonly infectious complications, necrosis, and dehiscence are 

described. In some cases, stent is placed in the injured vessel instead of peripheral 

vessel fragment, however possible complications are fractures and intimal 

hyperplasia (BERTANHA, 2016; IMADA; CHEN, 2022). 

In this scenario, significant advances have been made by bioengineering in 

the production of new functional or functionalized organs, such as engineered blood 

vessels development to support functional vascularization (DEBBI et al., 2022; 

KOLESKY et al., 2016; MOORE et al., 2021). So far, small-scale vessels have been 

produced and most of them are formed from derivatives of rigid synthetic polymers 

(KOLESKY et al., 2016; SOLIS; CZEKANSKI, 2022). Otherwise, engineered 

vessels that maintains its structural and cellular function for long periods has not yet 

been produced.  

Thus, the development of vascular biomaterials by recellularization and 

especially by bioprinting, are shown to be promising alternatives to support 

therapies used in diseases and studies related to vascular physiology (NOVOSEL; 

KLEINHANS; KLUGER, 2011a; SOLIS; CZEKANSKI, 2022). Herein we aimed to 

produce vascular biomaterials derived from decellularized bovine placental vessels 

that could be used as its natural tridimensional structure or as biogels.  
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 MATERIALS AND METHODS 

 

6.2.1. Sample and cells 
To vessel isolation, bovine placenta was obtained at slaughterhouse with 

estimated age of 270 days of pregnancy. To cytocompatibility assays, two 

endothelial progenitor cells were used: canine yolk sac (SV) and canine yolk sac 

cells with vascular endothelial growth factor (VEGF) and enhanced green 

fluorescent protein (eGFP) overexpression (SV-VEGF) (FRATINI et al., 2016). All 

experiments were approved by the Committee on Ethics in the Use of Animals of 

the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science at the University of São 

Paulo, under protocol number 9715100718. 

 

6.2.2. Decellularization protocol 
The chorioallantoic surface of the bovine placenta was used to produce 

decellularized biomaterials. The chorioallantois was individualized and the umbilical 

arteries cannulated with #14 catheters and attached to the ORCA bioreactor 

(Harvard Aparattus, USA). Initially, perfusion was performed with phosphate buffer 

solution (PBS: 136.9 mM NaCl, 26.8 mM KCl, 14.7 MM KH2PO4 and 8.1 mM 

Na2HPO4.7H2O; pH 7.2) with constant volume of 0.5 ml/min until complete cleaning 

of the vascular system, approximately 24 hours. Then, a 0.01% solution of sodium 

dodecyl sulfate (SDS, Sigma-Aldrich 11767289001) was perfused in distilled water 

also under 0.5ml/min for 24 hours. Subsequently the solution was changed to 0.1% 

SDS for two days, to 0.25% for one day, to 0.5% for 1 day and to 1.0% for one day, 

respectively. The decellularized chorioallantois was then perfused with 1% Triton X-

100 (#0694-1L, Amresco-Solon, USA) for three hours. Finally, it was washed with 

PBS for 24 hours, making a total of 10 days. 

After decellularization all vascular system from allantochorionic surface was 

isolated form the cotyledon and membrane. Then vessels were 4% 

paraformaldehyde (PFA) preserved for decellularization validation or snap frozen 

for cytocompatility assay and hidrogel production. 
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6.2.3. Decellularization validation 
For decellularization validation by histological analysis the PFA preserved 

samples were routinely dehydrated, diaphanized and paraffin embedded. Then 

were sectioned using a manual microtome (Leica RM2125 RT) into 5 µm thick slices 

and transferred to histological slides. To verify the absence of visible cell nuclei, the 

slides were stained in Hematoxylin and Eosin (H&E) or 4',6'-diamino-2-fenil-indol 

(DAPI) stained and observed under a Nikon Eclipse 80l microscope under light or 

epifluorescence, respectively. 

Also, decellularization validation was performed by quantification of 

reminiscent genomic deoxyribonucleic acid (gDNA) that was extracted by salt 

precipitation, adapted from Olerup and Zetterquist 1992 (OLERUP; ZETTERQUIST, 

1992) as described by Barreto et al 2018 (BARRETO et al., 2018). 

 

6.2.4. Recellularization assay 
Firstly, decellularized vessels fragments of 4 cm were sterilized by wash with 

PBS supplement with 2% of antibiotics (penicillin and streptomycin), followed by 

70% alcohol bath and ultraviolet (UV) light.  

For recellularization, 2.5 x 104 SV cells or 2.5 x 104 SV-VEGF cells were 

seeded above each decellularized vessel fragment during three or seven days, 

when culture were interrupted, and fragments fixed for cell attachment analysis. 

Culture was performed with alpha minimum essential medium (α-MEM) (LGC 

Biotechnology), supplemented with 10% fetal bovine serum and 1% 

streptomycin/penicillin antibiotic, under 37°C and 5% CO2.  

 

6.2.5. Recellularization validation 
To verify cell attachment, some recellularized vessel fragments were DAPI 

stained and observed under laser confocal microscope (Olympus Fluo View 1000 - 

FV1000). Other fragments were fixed in Karnovsky (4% PFA and 2.5% 

glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer at pH 7.2) and then pos-fixed in 

1% osmium tetroxide (SEM R 148- HATFIELD, USA) for 90 minutes. They were 

dehydrated in an increasing series of Ethanol under agitation, then passed through 

an automated drying process (MSCPD 300, Leica) and metallized with gold (#K550, 

Emitech-Ashford, UK). Also, immunohistochemistry was performed, accordingly 
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(BARRETO et al., 2018), to verify elastin on vessel wall and VEGF from SV-VEGF 

cell line. 

 

 RESULTS 

 

After decellularization, no visible nuclei were observed in the vessels 

fragments neither by hematoxylin and eosin (HE) nor by DAPI stains (Figure 6- D2). 

Also, less than 50 ng of gDNA per mg of decellularized vessel was quantified (Figure 

5). Regarding conservation of the bovine placenta vessels vascular arrangement, it 

was observed, even in vessel up to 5 mm in diameter (Figure 5-F), by scanning 

electron microscopy the decellularized vessels showed structural maintenance and 

a porous lumen (Figure 6 – A4). 

After recellularization, even on day three of culture, cells were possible to be 

observed on decellularized vessel surface and lumen, however, visually the number 

of cells were increased on day seven. Also, SV-VEGF cells were more numerous 

than SV cells, both on day three and seven. Those cells were observed both by HE 

and DAPI stains (Figure 6 – D1 and F2).  

The elastin distribution pattern was similar both at native, decellularized and 

recellularized placental vessels (Figure 6 – A3, B3 and D3). 

 

 DISCUSSION 

 

The bovine placenta is an organ that, after decellularization, can be used as 

a source of biomaterial, especially vascular scaffolds. Even after the 

decellularization process, both the cotyledons (BARRETO et al., 2018), as for the 

chorioallantoic membrane (BALLESTEROS et al., 2020) maintained their structure 

and extracellular matrix composition preserved. Herein we produced decellularized 

vessels with structure and elastin maintenance, even in small diameter vessels. 

Also, those decellularized vessels had cytocompatibility with endothelial precursor 

cells (SV and SV-VEGF cells) and the morphological and behavioral results of these 

cell lines had already been described and remain in accordance with those 

presented by recellularization in other biomaterials, as demonstrated by Fratini et al 

(FRATINI et al., 2018). 
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Furthermore, other alternative to use this decellularized vessel is its digestion 

to produce biogels that is rich in collagen, and can be used to produce 

bioengineered vessels with different diameters and sizes  

(CHOUDHURY et al., 2018; KOLESKY et al., 2016; PATI et al., 2014a). 

 

 CONCLUSION 

 

The bovine placenta vessels can produce viable and cytocompatible 

decellularized biomaterials that can be a source structurally natural vascular 

biomaterials, as well as future prospects for bioengineered vessels.  
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Figura 5: Decellularization of the bovine placenta vessels 

 
Source: Oliveira, 2023. 
Subtitle: A: bar = 10 cm, placenta dissected, and umbilical artery and vein cannulated. B: bar = 10 cm, beginning of the decellularization process. C-

E: bar = 10 cm, progression of decellularization. F: bar = 10 cm, completion of decellularization, with maintenance of the structure. G: genomic 
deoxyribonucleic acid (gDNA) in the vascular scaffolds of the chorioallantoic surface of the decellularized bovine placenta.
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Figura 6: Analysis of decellularized and recellularized bovine placental vessel 

 
Source:  Oliveira, 2023. 

Subtitle: Hematoxylin eosin, (A1) Native vessel, Bar= 20 μm, (^) lumen: extracellular matrix fibers stained 
in pink and cell nucleus in purple; (B1) Decellularized, Bar= 20 μm,(*) external surface: absent cell nuclei; (C-
F1) Recellularized, Bar= 20 μm, (*) external surface: (C1), Recellularized three days (SV line), cell nuclei stained 
in purple adhered to the external surface of the biomaterial; (D1), Recellularized three days with canine yolk sac 
cells with vascular endothelial growth factor (VEGF) and enhanced green fluorescent protein (eGFP) 
overexpression (SV-VEGF lineage), extracellular matrix fibers stained in pink and cell nuclei in purple adhered 
to the external surface of the biomaterial; (E1), Recellularized seven days canine yolk sac cells (SV-lineage), 
cell nuclei stained in purple adhered to the external surface of the biomaterial; (F1), Recellularized seven days 
with cells (SV-VEGF lineage), extracellular matrix fibers stained in pink, cell nuclei in purple adhered to the 
external surface of the biomaterial. (A4) bar = 2 μm, decellularized: Observe preservation of fibers of the 
extracellular matrix of the vascular biomaterial; Recellularization with three days of culture (B4, C4): (B4) bar = 
30 μm, with SV cells adhered to the vascular biomaterial wall; (C4) bar = 10 μm, SV-VEGF cells adhered to the 
vascular biomaterial wall. Immunohistochemistry assay: elastin expression in the vascular biomaterial of the 
native bovine chorioallantoic surface, and recellularized with SV-VEGF cells. Caption: Bar=20 µm, (A3) native 
blood vessel of the chorioallantoic surface of the bovine placenta, observe elastin expression in the entire 
vascular wall; (B3) native blood vessel from the chorioallantoic surface of the bovine placenta, negative control 
stained with hematoxylin; (C3) 7-day recellularization of bovine placental vascular biomaterial with SV-VEGF 
cells, observing elastin expression in the entire vascular wall; (D3) 7-day recellularization of bovine placental 
vascular biomaterial with SV-VEGF cells, negative control stained with hematoxylin. Recellularization assay: 
Bar 20 µm ; (A2-C2) 3 days of cultivation; (A2) decellularized control vascular biomaterial, observe absent nuclei; 
(B2) biomaterial recellularized with canine yolk sac endothelial progenitor cells (SV), observe nuclei stained in 
blue by 4',6'-diamino-2-fenil-indol (DAPI); (C2) recellularized biomaterial with SV-VEGF cells, observe nuclei 
stained blue by DAPI, eGFP not observed; (D2-F2) 7 days of cultivation; (D2) vascular biomaterial decellularized 
control, observe absent nuclei; (E2) biomaterial recellularized with SV cells, observe nuclei stained in blue by 
DAPI; (F2) Biomaterial recellularized with SV-VEGF cells, observe nuclei stained in blue by DAPI. 
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RESUMO 
 

A Matriz extracelular descelularizada dos vasos da placenta bovina em 

avaliação macroscópica, mantém grande variedade de diâmetros. Ainda permite a 

manutenção de componentes estruturais importantes, como por exemplo 

colágenos, proteoglicanos, fibronectina e laminina. Recentemente esse órgão 

descelularizado vem sendo utilizado na medicina regenerativa, empregando sua 

estrutura para recelularização ou até mesmo para produção dos biogeis. O 

presente trabalho tem como objetivo produzir biogel e protótipos de vasos 

sanguíneos a partir da matriz extracelular de placenta bovina descelularizada. Para 

tanto, foram utilizados vasos da superfície corioalantoide da placenta bovina 

previamente descelularizados. Logo após os vasos foram recelularizados com 

células caninas precursoras endoteliais com superexpressão de fator de 

crescimento endotelial vascular (SVVEGF), em concentração de 1x105/ml. Os 

vasos sanguíneos de placenta, também passaram por um processo de digestão da 

sua matriz extracelular tendo como produto um biogel. Para aumento da sua 
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viscosidade foi utilizado alginato 10%. Na avaliação da compatibilidade do biogel, 

3x105 células SVVEGF foram semeadas em cada placa. Após o período de 

maturação celular, os biomateriais descelularizados ou cultivados em biogel foram 

avaliados por histologia básica, microscopia eletrônica de varredura e confocal. Foi 

possível observar que os scaffolds naturais mantiveram re-endotelização 

satisfatória por células SVVEGF. O biogel permitiu manutenção de características 

estruturais importantes além da viabilidade celular, podendo ser uma alternativa 

para cultivo ou até mesmo para procedimentos como bioimpressão.  

 

Palavras-chave: matriz extracelular descelularizada; recelularização; biogel 

 
 INTRODUCÃO 

 

A Matriz extracelular descelularizada dos vasos da placenta bovina em 

avaliação macroscópica, mantém grande variedade de diâmetros. Ainda permite a 

manutenção de componentes estruturais importantes, como por exemplo 

colágenos, proteoglicanos, fibronectina e laminina (BARRETO et al., 2018). 

Recentemente esse órgão descelularizado vem sendo utilizado na medicina 

regenerativa, empregando sua estrutura para recelularização (KAKABADZE et al., 

2019) ou até mesmo para produção dos biogeis.  

Os biogeis derivados de matriz extracelular (MEC) vem sendo utilizados pela 

comunidade científica para diversos fins. Tanto em formulações mais solúveis e 

injetáveis, quanto para fim estrutural que prevê a manutenção de porosidade e 

suporte celular (CHEN et al., 2019; CHOUDHURY et al., 2018; GROLL et al., 2019; 

JANG et al., 2016; JIA et al., 2014; KABIRIAN; MOZAFARI, 2019; LEE et al., 2020; 

MAAN; MASRI; WILLERTH, 2022; METHACRYLATED et al., 2022; PATI et al., 

2014b). Mesmo com os avanços na criação de biogeis, um dos maiores desafios 

na bioengenharia de tecidos é criar uma rede vascular viável que mantenha as 

células em microambiente favorável (KONG; WANG, 2023). 

Com base na necessidade de avaliação da integração e viabilidade celular 

com os scaffolds vasculares e biogeis, a linhagem celular utilizada deve permitir 

epitelização e neovascularização. Nesse sentido, as células de saco vitelino com 

superexpressão de fator de crescimento endotelial vascular (SVVEGF) se tornam 
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aptas por se comportarem como progenitoras endoteliais e apresentarem taxas de 

proliferação maiores em relação às células de saco vitelino (SV) (FRATINI et al., 

2016, 2018).  

Por fim, este trabalho tem como objetivo avaliação da citocompatibilidade de 

biogel e scaffolds vasculares derivados de vasos sanguíneos de placenta bovina 

com células SVVEGF. 

 

 MATERIAIS E MÉTODOS 

7.2.1. Desenho experimental 

Figura 7: Desenho experimental do artigo II 

 
Fonte: Oliveira, 2023. 
Legenda: A: Foram utilizadas placentas bovinas remanescentes de projetos anteriores; 

descelularizadas; dissecados os vasos sanguíneos descelularizados da placenta; B: 
recelularizados por injeção com células SVVEGF de cão; ao final, passaram por H&E e DAPI. C: 
parte dos vasos foram digeridos utilizando pepsina e transformados em um biogel (biogel de veia 
e biogel de artéria); espalhado em placa de petri em cocultivo com as células SVVEGF de Cão; 
ao final, passaram por MEV e DAPI. 
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7.2.2. Coleta de materiais 
Essa pesquisa foi aprovada pelo Comitê de Ética no Uso de Animais 

(CEUAx) da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da USP, sob 

o número de protocolo 3354130120. Foi utilizada placenta bovina com idade 

estimada de 270 dias de gestação remanescentes do projeto nº 9715100718, 

previamente aprovado por esta CEUA. Já as células de saco vitelino de cão com 

superexpressão de fator de crescimento endotelial vascular (SVVEGF), são 

provenientes de projeto nº 1712/2009, também aprovado por esta CEUA.  

 

7.2.3. Recelularização dos scaffolds vasculares 
Para recelularização dos scaffolds vasculares, a placenta bovina 

previamente descelularizadas (artigo I) foi dissecada em fragmentos de artérias 

(figura 8 C) e veias (figura 8 D) 3 a 5 cm. Os vasos foram expostos por 15 minutos 

à luz ultravioleta no fluxo laminar imersos em álcool 70% e posteriormente deixados 

em meio completo, em estufa a 37ºC e CO2 a 5%. Após 3 dias sem contaminação 

(figura 9 A e B), as extremidades dos vasos foram coladas com super cola, e as 

células SVVEGF (1x105/ml de meio) injetadas no seu lúmen com auxílio de uma 

seringa e agulha 40x12 estéreis. Cada vaso comportou aproximadamente 0,5 ml 

de solução (figura 9 C e D). 

Após 24 e 48 horas de cocultivo, o conteúdo do interior dos vasos foi 

coletado e realizado contagem das células viáveis e não viáveis. Em fator de 

diluição de 1/1, foi utilizado o corante azul de tripan 0,4 (LGC Biotecnologia) e 

observadas em câmara de Neubauer (Olen). Nos dois momentos, logo após esta 

contagem, uma nova injeção de 0,5 ml de solução de células (1x105/ml de meio) foi 

realizada em cada vaso. 

Após 7 dias os vasos foram retirados de cultivo e conservados em 

paraformaldeído 4% para posterior análise histológica.  

  



50 
 
 

Figura 8: Anatomia vascular de placenta descelularizada e variedade de diâmetros. 

 

Fonte: Oliveira, 2023. 
Legenda: A: Placenta bovina nativa antes da descelularização, 0 dias. B: Placenta bovina 

nativa depois da descelularização, 10 dias. C: variedade de diâmetros de artérias 
descelularizadas. D: variedade de diâmetros de artérias descelularizadas. Artéria (seta branca); 
Veia (seta preta). 
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Figura 9: Processo esterilização e injeção de células nos scaffolds vasculares. 

 
Fonte: Oliveira, 2023. 
Legenda: A: Artéria de placenta bovina descelularizada, esterilização utilizando álcool 70% 

e luz UV, 3 dias, artéria (*). B: Veia de placenta bovina descelularizada, esterilização utilizando 
álcool 70% e luz UV, 3 dias, veia (*).  C: as extremidades das artérias foram coladas e as células 
SVVEGF de cão injetadas em seu lúmen. D: as extremidades das veias foram coladas e as 
células SVVEGF de cão injetadas em seu lúmen. 

 

7.2.4. Avaliação da recelularização dos scaffolds vasculares 
Para análise da recelularização, os vasos foram segmentados e fixados em 

paraformaldeído 4% tamponado por 48 horas, logo após desidratadas em etanol, 

diafanizadas em xilol e inseridas em parafina. Foram realizadas secções de 5 μm 

em micrótomo (#RM2265, Leica - Nussloch, GE) e transferidas para lâminas de 

vidro coradas em Hematoxilina e Eosina (H&E), permitindo a visualização de 

núcleos celulares e matriz extracelular.  

Os biomateriais, também foram incubados em DAPI (1:10000) por 10 

minutos, sendo feita em seguida lavagem com PBS 1X. Por fim, foram visualizados 
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em Microscópio confocal a laser Olympus FluoView 1000. 

 

7.2.5. Produção do biogel 
Os vasos sanguíneos dissecados, tanto as artérias (Figura 8 C), quanto as 

veias (Figura 8 D) foram pesados, colocados em tubos Falcon (50 ml) e triturados 

em temperatura ambiente com a utilização de tesoura cirúrgica de aço inoxidável. 

Em seguida foram produzidos dois modelos de biogel, um derivado das 

artérias (Figura 10 A) e outro derivado das veias (Figura 10 B). Para cada 1 g de 

MEC descelularizada foi digerida em agitação por 48 horas em 1 ml de solução de 

digestão (100 mg de pepsina (Sigma Aldrich, P7000) diluída em 10 mL ácido 

acético de 0,5 M (Sigma Aldrich, A6283)) em pH 2,0. Logo após os tubos foram 

mantidos em temperatura de 37ºC, até a digestão total dos fragmentos dos vasos 

descelularizados. O gel digerido foi filtrado e o PH corrigido para 7,3 utilizando 

solução de NaOH a 0,1N (1/10 do volume biogel).  A leitura foi realizada utilizando 

pHmetro (Bel Engineering PHS3BW) (PATI et al., 2014a) 

Ao final, foi adicionado 10% de alginato (Sigma Aldrich, 901953), juntamente 

com 200 µL/mL de CaCl (p/v) então cerca de 2 mL da solução foi colocada em placa 

de cultura ao biogel para finalização da gelificação. 

Para avaliação da sua consistência e superfície, o biogel também passou 

por avaliação de integração com meio completo (figura 10 C e D) e MEV de sua 

superfície (figura 10 E e F), conforme técnica já descrita nessa metodologia.  

 

7.2.6. Recelularização do biogel 

Para recelularização do biogel, inicialmente uma película de 3 mm de 

espessura dos biogeis 10% de alginato foram depositados sobre placa de petri e 

mantidos sob luz ultravioleta por 15 minutos. Posteriormente foram semeadas 

3x105 células SVVEGF de cão em 1 ml de meio de cultivo completo (MEM, 10% de 

SFB e 1 % de penicilina-estreptomicina) e incubados a 37°C e 5% de CO2 durante 

7 dias. 

 

 

 



53 
 
 

7.2.7. Avaliação da recelularização do biogel 
Após 48 horas e 7 dias de cultivo, uma alíquota do gel foi colhida para 

análise, realizada a incubação com DAPI por 10 minutos, lavado com PBS estéril e 

observados microscópio de epi-fluorescência (Nikon - Eclipse 80i). 

Para verificar a adesão celular ao biogel, alguns fragmentos do gel foram 

desidratados e fixados em Karnovsky (4% PFA e 2,5% glutaraldeído em tampão 

cacodilato de sódio 0,1 M pH 7,2) e posteriormente fixados em tetróxido de ósmio 

1% (SEM R 148- HATFIELD, EUA) por 90 minutos. Eles foram desidratados em 

uma série crescente de etanol sob agitação, depois passaram por um processo de 

secagem automatizado (MSCPD 300, Leica) e metalizados com ouro (#K550, 

Emitech-Ashford, Reino Unido).  

 
Figura 10: produção do biogel 

 
Fonte: Oliveira, 2023. 
Legenda: A e B: produção do biogel de artéria e veia, 0 dias. C e D: meio completo sobre 

biogel de artéria e veia, 0 dias. E: MEV de biogel de artéria demonstrando tunelização e 
porosidade, 7 dias. e F: MEV de biogel de veia demonstrando homogeneidade entre MEC e 
alginato.  
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 RESULTADOS 

7.3.1. Avaliação da recelularização dos scaffolds vasculares 
Após 24 horas de cocultivo do scaffold com as células SVVEGF de cão, uma 

soma de 1,68x105 células foram identificadas como não viáveis no meio retornado 

do lúmen dos vasos, o que corresponde a 56% do total de células injetadas no 

primeiro momento. O que sugere que os 44% de células que não retornaram já 

estavam aderidas.  

O mesmo processo foi realizado em 48 horas de cocultivo, 8,50x104 células 

foram identificadas como não viáveis no meio retornado, o que corresponde a 

28,3% do total de células injetadas no segundo momento. O que sugere que 71,7% 

das células estavam aderidas.  

Após os 7 dias de cultivo, macroscopicamente, os vasos mantiveram sua 

estrutura anatômica, resistência e elasticidade esperada para o biomaterial. O meio 

completo de coloração rósea permeou com facilidade e a super cola conseguiu fixar 

as extremidades vasculares. 

Em avaliação por H&E, tanto artéria quanto veia apresentaram endotelização 

considerável do lúmen e preenchimento da porosidade (figura 11 - C1 e C2, D, E e 

F) observada em controle descelularizado (figura 11 - A e B). Também ocorreu 

recelularização de parte da túnica média, sendo observadas distribuição de núcleos 

celulares pelo biomaterial. 

Sob fluorescência com DAPI foi possível observar a manutenção das células 

SVVEGF, os núcleos marcados em azul, demonstram células entremeadas à 

artéria (figura 11 - G) e veia (figura 11 - H). 

 

7.3.2. Avaliação da recelularização do biogel 
Após 7 dias de cultivo, o biogel manteve consistência, transparência, ausência 

de contaminação e manutenção de porosidade. O meio completo com células 

SVVEGF de cão semeados em sua superfície integraram o gel, conservando 

coloração rósea.  

Sob fluorescência com DAPI, em 48 horas foi possível observar tanto no 

biogel de artéria quanto de veia, a manutenção de grande quantidade de núcleos 
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celulares marcados em azul (figura 12 – B e C). Aos 7 dias de cultivo ocorreu 

diminuição considerável dos núcleos celulares (figura 12 – D e E).   

Em avaliação por MEV, os biogeis apresentaram algumas células em sua 

superfície, demonstrando adesão celular considerável (figura 12 – G e H). 
Figura 11: Avaliação da recelularização dos scaffolds vasculares 

 
Fonte: Oliveira, 2023. 
Legenda: A e B: controle descelularizado 10 dias, ausência de núcleos, H&E. C e D: 

recelularização vaso com SVVEGF de cão, presença de núcleos, 7 dias, H&E 20x, mic. luz. E e 
F: recelularização vaso com SVVEGF de cão, presença de núcleos, 7 dias, H&E, 100x, mic luz. 
G e H: recelularização vaso com SVVEGF de cão, presença de núcleos em azul, 7 dias, DAPI, 
confocal. Lúmen do vaso (*); Seta preta (núcleos em túnica interna); Seta branca (núcleos em 
túnica média). 
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Figura 12: Avaliação da recelularização do biogel 

 
Fonte: Oliveira, 2023. 
Legenda: A e B: controle biogel, ausência de núcleos, DAPI, confocal. C e D: recelularização 

do biogel com SVVEGF de cão, presença de núcleos em azul, 48 horas, DAPI, confocal. E e F: 
recelularização gel com SVVEGF de cão, presença de núcleos em azul, 7 dias, DAPI, confocal. 
G e H: recelularização gel com SVVEGF de cão, presença de células e adesão celular, MEV, 7 
dias. Seta branca (células aderidas em superfície). 
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 DISCUSSÃO 

A placenta bovina é um órgão que após descelularizada pode ser utilizada 

como uma fonte de biomaterial, principalmente quando se objetiva utilização de 

scaffolds vasculares (BARRETO et al., 2018). Foi possível produzir biomateriais 

vasculares em grande número e variedade de diâmetros. 

A forma mais comum de esterilização das estruturas após a descelularização 

tem sido a utilização de agentes ácidos-básicos. O ácido peracético, se mostrou 

eficaz nesse processo, no entanto, a sua acidez pode causar ruptura de 

componentes da MEC (JANG et al., 2016; TAO et al., 2021). São observáveis 

alterações das capacidades mecânicas e retardo do crescimento celular após 

recelularização (KABIRIAN; MOZAFARI, 2019). A irradiação também é um dos 

métodos utilizados e apresenta vantagens como a esterilização em temperatura 

ambiente e ausência residual, no entanto, deve ser utilizada moderadamente já que 

a exposição prolongada pode causar desnaturação proteica (TAO et al., 2021). 

Nossos resultados de esterilização que utilizaram a luz ultravioleta e álcool 70%, 

também demonstraram sucesso. 

A recelularização com as células SVVEGF foi realizada anteriormente 

utilizando placenta de cão, apresentando melhor performance de repopulação dos 

scaffolds vasculares do que as células SV (FRATINI et al., 2018). Em conformidade 

com nossos resultados, que demonstraram endotelização considerável do lúmen 

vascular, com as células SVVEGF. Outros trabalhos buscaram a recelularização 

com diferentes tipos celulares, como por exemplo a infusão de sangue fresco e 

meio de diferenciação endotelial em veia safena humana descelularizada, 

permitindo sucesso na construção da túnica íntima do vaso (KUNA; XU; 

SUMITRAN-HOLGERSSON, 2018). 

Ainda como alternativas de utilização dos vasos da placenta, um biogel pode 

ser criado a partir da digestão da sua estrutura (KABIRIAN; MOZAFARI, 2019). Em 

relação a composição do biogel, o colágeno é um exemplo de componente presente 

em grande quantidade no biomaterial (BALLESTEROS et al., 2020), mas mesmo 

permitindo manutenção da estrutura, métodos como a bioimpressão podem 

necessitar de adjuvantes que auxiliem a sustentação do gel após colocação das 

células.  
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O biogel derivado de MEC foi capaz de manter as características e 

proliferação celular (JANG et al., 2016) no entanto apresenta pouca viscosidade 

para impressão. No que se refere ao biogel derivado de MEC e alginato, em 

semelhança ao utilizado neste trabalho, as células se mantiveram vivas (LEE et al., 

2020). Nesta composição ocorre manutenção da consistência viscosa 

(CHOUDHURY et al., 2018; LEE et al., 2020), no entanto a atenção deve ser 

redobrada, já que o alginato em grandes concentrações pode ser prejudicial à 

viabilidade celular (URTAZA et al., 2022). 

Outros trabalhos contestam e afirmam que a viabilidade e adesão celular é 

maior no biogel de ECM e alginato, o que pode estar relacionado às propriedades 

mecânicas de adesão celular (BRACCINI et al., 2020), já que a consistência é maior 

na presença de alginato. A associação do biogel com alginato permite a construção 

de uma estrutura citocompatível que mimetiza as condições fisiológicas, permitindo 

a suspensão homogênea das células, garantindo uma alta resolução de 

bioimpressão (JIA et al., 2014; ZHANG et al., 2015). Esse dado está de acordo com 

nossos resultados já que as células se mantiveram vivas em biogel 10% alginato, 

além da manutenção da estrutura.  

Como alternativa ao alginato, a gelatina também pode ser utilizada, 

promovendo nutrientes e estabilidade para a proliferação e agregação celular 

(WANG et al., 2006). Existem trabalhos que utilizam adição de colágeno (CAMPOS 

et al., 2015), seda (DAS et al., 2015; LAM et al., 2021), ácido hialurônico (DUAN et 

al., 2014), dentre outros.  

Em relação a esterilização do biogel, a maioria dos trabalhos utilizaram 

irradiação UV por 20 (AZADBAKHT et al., 2023) ou 30 minutos (BRACCINI et al., 

2020; ZHANG et al., 2015). Nossos dados demonstram que após exposição do 

biogel por 15 minutos em UV, não ocorreu contaminação. A diminuição desse 

tempo é importante para a não desnaturação de componentes da MEC (TAO et al., 

2021). 

Em relação à viabilidade celular, um biogel derivado de placenta humana 

descelularizada permitiu microambiente in vitro estável para manutenção das 

células endoteliais de veia de cordão umbilical humanas (HUVECs) (DUAN et al., 

2022). Outro estudo, que também avaliou a integração de biogel de placenta 

humana e HUVECs, realizou a avaliação in vivo, com implantação subcutânea em 
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camundongos. Após avaliação o biomaterial apresentou integração com o modelo 

animal, além da estimulação da angiogênese (AZADBAKHT et al., 2023). Nossos 

resultados vão ao encontro dos dados apresentados acima, já que as células 

SVVEGF permaneceram vivas no biogel tanto em 48 horas quanto em 7 dias de 

cocultivo. Vale ressaltar que a quantidade de células visualizadas em 48 horas foi 

relativamente maior, o que sugere que a utilização da biotinta seja priorizada nessa 

altura de cultivo. Este dado, também pode ser um parâmetro para o momento ideal 

para possíveis novas injeções de células no biogel, caso o montante de células 

desejado seja maior.  
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 CONCLUSÃO  

 

ü Por fim, podemos concluir que a utilização de placenta bovina 

descelularizada é uma fonte viável para produção de biomateriais 

vasculares estruturalmente naturais, assim como biogel.  

ü As células precursoras endoteliais SVVEGF tem maior taxa de 

proliferação celular nos scaffolds vasculares em relação às SV. 

ü Os scaffolds naturais mantiveram endotelização satisfatória por 

células SVVEGF. 

ü O biogel permitiu manutenção de características estruturais 

importantes para suporte celular, podendo ser uma alternativa para 

cultivo ou até mesmo para procedimentos como bioimpressão. 

ü O biogel não foi citotóxico e permitiu a manutenção celular. 

Ao final deste estudo, o objetivo geral foi respondido, já que foi realizado 

produção biogel e protótipos de vasos sanguíneos a partir da matriz extracelular 

descelularizada de placenta bovina.  
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