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RESUMO

Introducdo: Defeitos traqueais, especialmente os de grande extensao,
representam um desafio significativo na cirurgia reconstrutiva devido a alta taxa de
complicacBes relacionadas a formagdo de estenoses e infecgBes. A falta de
biomateriais com propriedades mecanicas adequadas e biocompatibilidade limita
as opcoes terapéuticas. Neste contexto, a engenharia de tecidos tem explorado o
potencial de biomateriais de origem fetal, como a Geleia de Wharton (GW) e a
Membrana Amniética (MA), para promover a regenerac¢ao tecidual e a reconstrucao
traqueal.

Objetivo: Analisar a capacidade de regeneracdo tecidual da traqueia apds o
implante de estruturas descelularizadas, a GW e da MA, em coelhos submetidos a
tragueostomia convencional.

Metodologia: Foi realizado um estudo experimental in vivo utilizando 30 coelhos,
divididos em trés grupos (n=10; Controle, MA, GW). Cada grupo passou por uma
tragueostomia, seguida da implantacdo do biomaterial. As andlises foram
realizadas apos 60 dias do pos-operatorio, através de medidas da area da traqueia,
e por diferentes marcadores, através da técnica de imuno-histoquimica, que
buscaram analisar a regeneracéao tecidual, como a-SMA, TGF-B1, colageno tipo | e
Il e aggrecan.

Resultados: A andlise histopatoldgica ndo evidenciou resposta significativa em
torno dos implantes de MA e GW, sugerindo que os biomateriais, embora bem
tolerados, ndo promoveram aceleracdo do processo de reparo traqueal no periodo
avaliado. Essa analise foi comprovada pelos marcadores de regeneracao tecidual
(a-SMA, TGF-B1, colageno tipo | e lll, aggrecan) que ndo demonstraram diferencas
significativas entre os grupos comparados.

Conclusao: As estruturas MA e GW demonstraram ser biomateriais promissores
para a engenharia de tecidos traqueais, proporcionando um microambiente
favoravel a regeneracéo celular. No entanto, os resultados sugerem a necessidade
de outras pesquisas avaliando a combinacdo desses biomateriais com outras
moléculas, como fatores de crescimento especificos para células traqueais para
otimizar a reparacéo e acelerar a regeneracao tecidual.

Palavras-chave: Biomateriais, descelularizacdo, arcabouco, regeneracao,
estenose traqueal
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ABSTRACT

Introduction: Tracheal defects, especially those of large extent, pose a significant
challenge in reconstructive surgery due to the high rate of complications related to
stenosis formation and infection. The lack of biomaterials with adequate mechanical
properties and biocompatibility limits therapeutic options. In this context, tissue
engineering has explored the potential of fetal-derived biomaterials, such as
Wharton's Jelly (WJ) and Amniotic Membrane (AM), to promote tissue regeneration
and tracheal reconstruction.

Objective: To analyze the capacity of tracheal tissue regeneration after the
implantation of decellularized structures, WJ and AM, in rabbits undergoing
conventional tracheostomy.

Methodology: An in vivo experimental study was conducted using 30 rabbits,
divided into three groups (n=10; Control, AM, WJ). Each group underwent a
tracheostomy, followed by implantation of the biomaterial. Analyses were performed
60 days post-surgery through measurements of the tracheal area and by different
markers, using immunohistochemistry, to analyze tissue regeneration, such as a-
SMA, TGF-1, collagen type | and lll, and aggrecan.

Results: Histopathological analysis did not reveal a significant response around AM
and WJ implants, suggesting that the biomaterials, although well-tolerated, did not
promote accelerated tracheal repair in the evaluated period. Tissue regeneration
markers (a-SMA, TGF-B1, collagen type | and lll, aggrecan) did not show significant
differences between groups.

Conclusion: AM and WJ structures have shown to be promising biomaterials for
tracheal tissue engineering, providing a favorable microenvironment for cell
regeneration. However, the results suggest the need for further research evaluating
the combination of these biomaterials with other molecules, such as growth factors
specific to tracheal cells, to optimize repair and accelerate tissue regeneration.

Keywords: Biomaterials, decellularization, scaffold, regeneration, tracheal stenosis



11

RESUMO POPULAR

Algumas lesbes e doencas podem fazer com que a funcdo da traqueia seja
comprometida. Entre as principais delas, estdo a intubacao e a traqueostomia, que
sao procedimento capazes de salvar a vida do paciente, mas ao mesmo podem
ocasionar efeitos colaterais, como danos a via respiratoria. Um dos maiores efeitos
colaterais visto em adultos é a estenose traqueal, que é o estreitamento da via
aérea respiratoria devido a formacao de tecido fibroso. Na busca por proporcionar
mais qualidade de vida aos pacientes que passaram por esse tipo de procedimento,
€ necessario encontrar uma estrutura que auxilie na regeneracao desse tecido sem
desencadear outros efeitos indesejados, como a rejeicdo. Nesse contexto, esse
projeto se prop0s a investigar a utilizagdo de duas estruturas, uma derivada do
corddo umbilical, a Geleia de Wharton e outra a Membrana Amnigtica. Ambas tém
como vantagem a facil obtencdo e o comum descarte apds o parto. Durante o
projeto foi analisado se essas estruturas seriam capazes de fornecer um ambiente
propicio a proliferacdo das células do tecido e consequentemente o fechamento da
lesdo, sem uma reagdo exagerada de cicatrizacdo em coelhos submetidos a
tragueostomia. Através dos resultados obtidos apés 60 dias do implante foi possivel
visualizar que essas estruturas quando descelularizadas servem como um
arcabouco para auxiliar na regeneracao do tecido da traqueia de coelhos. Sendo
assim, ambas as estruturas demonstraram ser boas escolhas para aplicacdo na
regeneracao de tecido traqueal, ndo sendo capazes de alterar o perimetro traqueal
e permitindo a formacgdo de moléculas necessarias para a cicatrizagao.
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1. INTRODUGAO

A utilizagdo de enxertos traqueais para substituir os diferentes tipos de
lesBes tem ocupado um grande espaco na vida de clinicos e engenheiros ha mais
de 100 anos (GREANEY; NIKLASON, 2021). Esse desafio esta diretamente
relacionado as dificuldades inerentes a intervencdes cirdrgicas na via aérea.

A traqueia é uma estrutura oca, e a classificacéo das les6es ou defeitos que
ocorrem nessa estrutura pode ser realizada de acordo com a sua origem, ou seja,
defeitos congénitos (traqueomaldcia, atresias congénitas), ou decorrentes de
afeccdes externas (intubacdes orotraqueais, neoplasias, hamartomas, amiloidose,
traumatismo, infecdo e estenose congénita ou adquirida) (BITAR; AL BARAZI;
BARAKEH, 2017; DHASMANA,; SINGH; RAWAL, 2020).

Dentre essas lesdes, a intubacdo prolongada é a principal causa de
estenose laringotraqueal, sendo seguida pelas neoplasias (KANDAKURE;
MISHRA; LAHANE, 2015; PALACIOS et al., 2022). Embora a sua incidéncia tenha
diminuido devido a melhorias nos procedimentos a taxa relacionada com a
intubacao prolongada pode variar entre 0,6% e 21% (ULUSAN et al., 2018). A sua
causa pode ser relacionada a pressao do balonete na parede da via aérea que, ao
ultrapassar a pressao de perfusao capilar, induz a isquemia, inflamacao, tecido de
granulacao e pericondrite na fase aguda e, em casos graves, fibrose e destruicao
completa da cartilagem traqueal, provocando a traqueomalacia (DONATELLI et al.,
2015; ULUSAN et al., 2018).

O tratamento das lesdes envolve uma variedade de reparos cirurgicos, tanto
com materiais organicos como artificiais (GREANEY; NIKLASON, 2021). A decis&o
de realizar o tratamento cirdrgico para estenoses é geralmente baseada em
critérios como extensdo (acima de 1 cm) e auséncia de inflama¢do aguda. De
maneira que, a cirurgia vise minimizar as complicacdes relacionadas a cicatrizacao
excessiva (WISNEWSKI et al., 2018). Sendo assim, o tratamento de referéncia é a
ressecc¢ao da traqueia e a anastomose primaria término-terminal com reconstrucéo,
apesar de existirem diferentes intervengdes conservadoras e paliativas, (GRILLO
et al., 1995; PLOJOUX et al., 2015; YOON et al., 2016a).

Entre os reparos comumente realizados esta a utlizacdo de diferentes
enxertos para recuperar a estrutura perdida devido a leséo, que pode variar desde

enxertos obtidos do tecido do proprio paciente, estruturas a partir de polimeros,
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silicone e ap0s 0 avanco de técnicas imunossupressivas a utilizacdo de estruturas
obtidas através de alotransplantes (ADAMO et al., 2022).

A partir da evolucdo dos enxertos foi possivel acompanhar o avango das
técnicas de fabricacdo de materiais, procedimentos cirargicos, compreensao da
mecanica e fisiologia traqueais levando, de forma geral, ao aumento da sobrevida
dos pacientes. Espera-se que o material utilizado para a reconstrucdo da traqueia
seja capaz de permitir a migracgao, proliferacao e diferenciacéo celular, mantendo a
integridade do 6rgdo com o minimo ou nenhuma reacdo ou alteracédo fisiologica
(LEI et al., 2021a). Entretanto, ainda existe um longo processo para encontrar um
substituto traqueal ideal que funcione de forma confiavel a longo prazo (GREANEY;
NIKLASON, 2021).

Na constante busca pelo substituto ideal, a utilizacdo de estruturas que
apresentem uma boa biocompatibilidade, tolerabilidade, sem efeito toxico local ou
sistémico e com capacidade de gerar fatores de crescimento e citocinas favoraveis
a regeneracdo de oOrgdos e tecidos, tem sido um importante alvo de estudo
(MARINO et al., 2019). Entre as diversas opg¢des existentes atualmente destacam-
se as de origem embrionaria, como a Membrana Amniética (MA) e de origem
extraembrionaria a Geleia de Wharton (GW).

A MA é uma das membranas fetais, que juntamente com a placenta é
descartada apos o parto (FENELON et al., 2021a). Ela é considerada um tecido
biocompativel, com propriedades mecéanicas que fazem dela um potencial
arcabouco, uma vez que devido a sua estabilidade, flexibilidade e permeabilidade
€ capaz de suportar a migracao celular, adesdo e desenvolvimento do tecido
(LEAL-MARIN et al., 2021a).

Além das caracteristicas mencionadas como diferencial esta estrutura
apresenta capacidade antibacteriana, anti-inflamatéria, antifibrética,
préangiogénica, anti-angiogénica e de estimulo a epitelizacdo, diminuindo o tempo
de cicatrizacdo e a dor (DADKHAH TEHRANI et al., 2021a; LEAL-MARIN et al.,
2021a). A MA ja vem sendo investigada e utilizada como reparador tecidual nas
lesGes de tragueia com alguns resultados positivos na identificagéo de regeneracao
de cartilagem no local do trauma (JORGE et al., 2018).

A GW é uma substancia gelatinosa formada por tecido conjuntivo, células
mesenquimais e abundante em substancias como o acido hialurénico e alguns

glicosaminoglicanos sulfatados imobilizados em uma rede insolavel de fibras de
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colageno (ARUTYUNYAN; FATKHUDINOV; SUKHIKH, 2018). A sua utilizacdo
como um arcabouco € devido a suas caracteristicas positivas como sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade e a possibilidade de promover adesao e
proliferagao celular (MALLIS et al., 2020).

Nesse contexto, ambas as estruturas destacadas apresentam potencial
terapéutico para serem utilizadas em defeitos traqueais. Visto que possibilitam a
descoberta do uso de novos materiais, que possam servir de substrato para a
regeneracao tecidual de lesOes traqueais, no intuito de diminuir os efeitos
cicatriciais indesejaveis (WANG; YUAN; XIE, 2018).
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Traqueia

A traqueia é um tubo vertical cilindrico composto por uma camada muscular,
anéis cartilaginosos e revestida por um epitélio pseudo-estratificado colunar ciliado.
Nessa estrutura sdo contabilizados aproximadamente vinte anéis incompletos de
cartilagem hialina, em formato de C, revestidos de tecido fibroso e musculo liso
(DHASMANA; SINGH; RAWAL, 2020). As duas extremidades livres posteriores
estao ligadas por fibras musculares traqueal e fibras de tecido conjuntivo elastico
contendo colageno (ligamentos anulares) (MARIANCE; YOAN LEVIA MAGDI,
2023). A sua principal funcdo € conduzir o ar entre a laringe e a arvore brénquica
(MCCULLAGH; SHAH; HUANG, 2022).

A traqueia de um adulto tem aproximadamente 11 cm de comprimento, com
uma variacdo de 10 a 13 cm. O didmetro médio antero-posterior € de 13 mm,
enquanto o didmetro transversal € em média de 18 mm (MARIANCE; YOAN LEVIA
MAGDI, 2023). Normalmente, estende-se desde o nivel da 62 vértebra cervical, logo
abaixo da cartilagem cricoide, até ao nivel da 42 vértebra toracica, bifurcando-se
nos brénquios formando um septo interno, a carina. O segmento extratoracico ou
cervical da traqueia é uma porcao relativamente curta da traqueia, medindo
aproximadamente 2 a 4 cm (MARIANCE; YOAN LEVIA MAGDI, 2023;
MCCULLAGH; SHAH; HUANG, 2022). A compreensdao das dimensdes da via aérea
é fundamental para a realizacédo de cirurgias respiratérias (MCCULLAGH; SHAH;
HUANG, 2022).

A elasticidade da traqueia € visualizada principalmente devido a sua parte
muscular, onde no interior da mucosa, existem alcas interrompidas de fibras
musculares lisas. Dessa forma, durante a expiracdo, estas fibras musculares
contraem-se para ajudar a expulsar o ar da traqueia e voltam a relaxar durante a
inspiracdo (BORDONI; SIMONELLI; MORABITO, 2019; MARIANCE; YOAN LEVIA
MAGDI, 2023).

Quando analisada histologicamente observam-se quatro camadas, mucosa,
submucosa, cartilagem e adventicia (BORDONI; SIMONELLI; MORABITO, 2019).
No revestimento mucoso encontram-se o epitélio e a lamina prépria, com células

colunares ciliadas, células caliciformes secretoras de muco e células basais. Os
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cilios, em conjunto com as células caliciformes atuam diretamente na protecédo da
superficie interna do trato respiratorio (TURCATEL et al.,, 2017). As células
caliciformes sé@o as responsaveis pela secre¢cdo de muco que mantem a camada
epitelial tmida e retém materiais patogénicos que sdo inalados pelo ar (BRAND-
SABERI; SCHAFER, 2014).

A lamina prépria separa a mucosa da submucosa, uma camada de tecido
conjuntivo frouxo que fica do lado de fora da camada muscular rica em vasos
sanguineos, nervos, ganglios linfaticos e glandulas secretoras de muco. A camada
de cartilagem € formada por cartilagem hialina e coberta pelo pericéndrio e a
camada adventicia € uma camada de tecido conjuntivo frouxo que contém vasos
sanguineos, nervos e células de gordura (MARIANCE; YOAN LEVIA MAGDI,
2023). A camada muscular atras da traqueia e cartilagem, diferente de outras

células do musculo liso, ndo tem células intersticiais (GAO et al., 2017) .

Defeitos traqueais e tratamentos

Os defeitos das vias aéreas traqueais podem ser congénitos ou resultar de
gueimaduras, traumatismos, e lesfes iatrogénicas por intubacdo ou invasao
tumoral (GENDEN; LAITMAN, 2023). Sendo assim, o método de escolha para
tratamento do dano depende da extensdo e comprometimento do local (JEONG et
al., 2020).

Entre os tipos de tratamentos, para assegurar a viabilidade da via aérea em
adultos submetidos a cirurgia ou que se encontram em estado critico, € a intubacéo
traqueal (HANSEL et al., 2022). Embora seja um procedimento com capacidade de
salvar de vidas apresenta diversos riscos inerentes, como a inducédo de danos e
inflamacdo da mucosa, formacdo de tecido de granulagdo, destruicdo da
cartilagem, tragueomalacia e estenose traqueal (FARZANEGAN et al., 2017).

Além da intubacéo traqueal, a traqueostomia também é considerada um dos
procedimentos mais frequentemente realizados em doentes em estado critico, que
visa melhorar a vida dos doentes dependentes de ventilagdo ou que perderam a
via aérea nativa. Contudo, como qualquer procedimento invasivo existem diversas
complicagBes potenciais que podem ocorrer, N0 momento perioperatorio, pés-

operatorio, processuais, aquelas que ocorrem ou sdo identificadas apds a
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decanulacdo, bem como aquelas que sao temporalmente consideradas precoces
ou tardias (CIPRIANO et al., 2015).

Os principais danos que podem ser vistos na traqueia sdo a estenose
traqueal e a traqueomalacia, ou seja, estreitamento da traqueia e danos no tecido
cartilaginoso das paredes (TURAKHIA; LITTLE; HENRY, 2019). Entre as criancas,
a tragueomalacia € a anomalia traqueal congénita mais comum, com uma
incidéncia registada de 1 em 2.100 criancas (KAMRAN; JENNINGS, 2019). Ja a
estenose laringotraqueal é a complicacdo mais comum a longo prazo apés uma
lesdo aguda das vias aéreas, e apos a decanulacéo (HILLEL et al., 2019).

A estenose é resultante de mecanismos de cicatrizacdo de feridas
excessivamente exacerbados, levando a formacéo de cicatrizes hipertréficas e ao
estreitamento das vias aéreas. O desenvolvimento de uma cicatriz madura e a
estenose sintomética é paralelo a cicatrizacdo de feridas (CARPENTER et al.,
2022). O local mais comum de estenose € no espaco subglotico, descrito como a
regido mais estreita da via aérea normal do adulto (POTTER et al., 2020). Em
média, a estenose é vista em 30% dos pacientes que realizaram o procedimento
da tragueostomia, variando de acordo com fatores com comorbidades, tipo de
indicacdo e/ou duracdo da traqueostomia (POTTER et al., 2020). Quando ocorre,
apos a intubacao endotraqueal ou traqueostomia, a estenose é considerada uma
das principais causas de morbidade e mortalidade (HUANG et al., 2020).

A estenose pode ser progressiva, que ocorre por ulceracdo e isquemia da
cartilagem traqueal, seguida de cicatrizacdo por fibrose, que se manifesta com
varios graus de cicatrizagdo circunferencial (HOSNA et al.,, 2023). A lesédo
isquémica pode correr devido a danos na mucosa traqueal, que ocorrem se a
pressdo da bracadeira for superior a 30 mmHg (BEYOGLU et al.,, 2022). A
predisposicao para o desenvolvimento da estenose pode ser associada a duracao
da canulacéo, idade, obesidade ou sepse causada por uma infeccao local da ferida
(GHIANI et al., 2022).

Durante a pandemia de COVID-19 a quantidade de pacientes que
necessitaram de ventilagdo mecanica através de tubos endotraqueais foi em torno
de 5a 12% (PIAZZA et al., 2021). Nao se tem ainda niumeros exatos da prevaléncia
dessa complicacéo pos infeccdo severa de COVID-19, contudo estima-se que foi
maior do que outras doencas criticas (MIWA et al., 2021; PERRONI et al., 2024). O

aumento do numero de casos pode ser relacionado a diminuicao da visualizacao
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ao usar equipamentos de protecdo individual, hiperinsuflacdo do balonete e
intubacao prolongada (ALLGOOD et al., 2024). Outros aspectos podem contribuir
para o risco de estenose, como 0 posicionamento prona, a pressao do balonete do
tubo endotraqueal/tubo de traqueostomia e tamanhos maiores do tubo
endotraqueal (HILLEL et al., 2019).

A estenose pode ser clinicamente dividida em simples e complexa, sendo a
primeira uma estenose circunferencial em forma de anel, com menos de 1 cm de
comprimento, e ndo envolve a cartilagem, e a segunda, maior que 1 cm de altura e
acompanhada de envolvimento da cartilagem, que pode se apresentar na forma de
fibrose ou malacia (Figura 1) (SAHIN et al., 2022).
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Figura 1. Tipos de estenose associadas a intubacao
orotraqueal. Em A) Estenose dervada de tubo endotraqueal
ou de traqueostomia, em B) (B) Estenose do balonete de
um tubo de traqueostomia em conjunto com uma estenose
ao nivel do estoma traqueal e um segmento interveniente
da via aérea malacica; (C) Estenose laringotraqueal
induzida por um tubo de tragueostomia colocado
demasiado alto na traqueia. Uma canula de
cricotireoidostomia ou uma intubacdo endotraqueal
superficial com um baldo demasiado insuflado pode criar
uma lesdo semelhante.

Fonte: WAIN, 2009

Entre as opcdes de tratamento para a estenose estdo procedimentos
endoscoépicos e cirurgia aberta com resseccdo do segmento traqueal afetado e
anastomose término-terminal (Figura 2) (GELBARD et al., 2020). A ressecgao

cirurgica proporciona um tratamento definitivo na maioria dos doentes com
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estenose idiopatica ou pos-intubacgao/traqueostomia (SOUMAGNE et al., 2022). No
entanto, embora a cirurgia aberta seja uma opcao terapéutica eficaz, com uma taxa
de recorréncia inferior a 10%, esta associada a uma morbilidade de 10%-30%,
incluindo principalmente disfagia, disfonia e deiscéncia da anastomose
(RAVIKUMAR et al., 2023; SOUMAGNE et al., 2022).

Figura 2. Tratamento convencional. Anastomose término-terminal
Fonte: FORTE, 2013

O tratamento cirdrgico sO podera ser a abordagem de escolha médica se
estiver enquadrado dentro de alguns aspectos, como o comprimento vertical da
estenose traqueal ou condi¢cdes clinicas desfavoraveis associadas a multiplas
comorbidades (RAVIKUMAR et al., 2023). Para as estenoses, o tratamento padrao-
ouro € a anastomose término-terminal primaria, principalmente se a extensao for
entre 1-4 cm de comprimento (YOON et al.,, 2016b). De forma geral, quando
realizado o procedimento cirdrgico, a traqueia pode ser reduzida pela metade do
tamanho em adultos e até um terco em criancas (AUCHINCLOSS; WRIGHT, 2016).
Sendo assim, a resseccao cirurgica € considerada um tratamento definitivo, ja
guando a extenséo € igual ou superior a 6 cm tem sido um dilema reconstrutivo,
estando associados a morbidade e mortalidade significativas (GENDEN; LAITMAN,
2023; RAVIKUMAR et al., 2023).

Os defeitos traqueias extensos, diferente dos outros, requerem a adi¢céo de
uma técnica de reconstrucdo visando reorganizar, reestruturar e substituir esse

tecido, de forma que seja uma estrutura rigida capaz de suportar as pressdes
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inspiratorias, uma estrutura que se integre biologicamente (ETIENNE et al., 2018;
GENDEN; LAITMAN, 2023).

Dessa maneira, o desafio estd na busca de um material que seja capaz de
nao gerar sérias complicagcbes como infeccdo, extrusdo, obstrucéo, estenose e
rejeicdo crénica, mas sim gerar um ambiente que permita a regeneracdo desse

tecido.

Biomateriais

O campo dos biomateriais € complexo e pode envolver as mais diversas
areas, como medicina, engenharia, biologia, quimica, entre outras. Nessa
associacdo cada vez mais é possivel observar a evolugdo dos biomateriais, de
produtos naturais brutos a substancias complexas transformadas artificialmente
(MARIN; BOSCHETTO; PEZZOTTI, 2020).

Ao longo dos séculos, observa-se que foram desenvolvidas diferentes
abordagens técnicas em diferentes areas geograficas, dependendo dos recursos
naturais e do nivel de conhecimento da populacéo, de forma que esta sendo vista
uma evolucao substancial nos ultimos anos, impulsionada pelos avancos na ciéncia
e engenharia dos materiais (IQBAL et al., 2023; MARIN; BOSCHETTO; PEZZOTTI,
2020). Essa evolucao foi vista principalmente no desempenho pretendido dos
biomateriais que passaram de um papel passivo, em que um biomaterial é
meramente aceito pelo corpo, para um papel ativo, em que um biomaterial da
instrucdes ao seu ambiente biolégico (IQBAL et al., 2023).

A definicdo de biomateriais evoluiu junto com a prépria expansao de sua
utilizacéo, de forma que uma das definicbes mais completas é a apresentada pelo
Instituto Nacional de Saude Americano, classificando os biomateriais como:
“‘Qualquer substadncia ou combinagdo de substancias, com excec¢do dos
medicamentos, sintéticos ou naturais de origem sintética ou natural, que pode ser
utilizada durante qualquer periodo que aumente ou substitua parcial ou totalmente
substituir parcial ou totalmente qualquer tecido, 6rgdo ou funcéo do corpo, com o
objetivo de manter ou melhorar a qualidade de vida do individuo” (RAHMATI et al.,
2018).
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Durante o desenvolvimento dos diferentes biomateriais foram observadas
diferentes geracdes, a primeira conceitualizada nas décadas de 50 e 60 que
investigou principalmente biomateriais que apresentavam uma natureza bioinerte,
ou seja, provocavam uma resposta minima nos tecidos hospedeiros. De forma que
a intencdo era obter uma combinacdo adequada de propriedades funcionais que
correspondessem ao tecido substituidos sem provocar respostas negativas no
hospedeiro. Ja a segunda geracdo buscou biomateriais que fossem capazes de
induzir efeitos terapéuticos especificos, provocando reag¢des controlados,
descrevendo os biomateriais como bioativos, ou seja, biomateriais que interagiam
com o hospedeiro de modo a obter resultados desejados (SPATARU et al., 2024).

Em conjunto com a definicdo do termo biomaterial, outros termos passaram
a ser extremamente relevantes para o0 estudo desse campo, como
biocompatibilidade, biodegradabilidade e a bioatividade (IQBAL et al.,, 2023,
RAHMATI et al., 2018). A biocompatibilidade pode ser descrita como a capacidade
do material de desencadear uma resposta adequada quando em contato com o
meio fisioldgico, ndo estimulando um efeito negativo. A biodegradabilidade é a
capacidade do material escolhido de ser degradado ou solubilizado ao longo do
tempo desaparecendo do local de implantacdo. J& a bioatividade é a capacidade
do material de induzir uma resposta do tecido quando implantado (MARIN;
BOSCHETTO; PEZZOTTI, 2020).

A classificacdo de um biomaterial pode ser feita através da analise de sua
origem, que pode ser de natural ou sintética; a sua capacidade de desencadear
uma resposta biolégica (bioinerte, bioativo, biotoleraveis, entre outros) e
composi¢do quimica (metalicos, ceramicas, polimeros ou compagsitos). Além disso,
0s biomateriais podem ser combinados visando melhorias de suas propriedades
mecanicas e fisico-quimicas (MARIN; BOSCHETTO; PEZZOTTI, 2020).

Através do avanco e inovacdes dos biomateriais foi possivel o
desenvolvimento de tratamentos em diferentes campos, como médicos e
bioldgicos, principalmente na engenharia de tecidos (ZHU et al., 2022).

O campo da engenharia de tecidos é capaz de fornecer um modelo de
estrutura que se assemelhe a um tecido ou sistema de tecidos, permitindo que a
combinagdo desse “scaffold” ou arcabouco permita a combinacéo de diferentes
células, células, meios apropriados e fatores de crescimento levando a proliferacéo

e producédo da membrana extracelular (BOYS et al., 2020).
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A associacdo dos biomateriais, a engenharia de tecidos e a medicina
regenerativa € visualizada pela combinacao de diferentes abordagens incluindo o
estudo de diferentes células, materiais de suporte funcionais, nanotecnologia e o
mais recente conhecido como impressao 3D (RAMOS; MORONI, 2020).

Diferentes caracteristicas precisam ser selecionadas, como a
biocompatibilidade, biodegradabilidade e as propriedades mecanicas para serem
consistentes com a regeneragéao tecidual do local de implante (JADALANNAGARI
et al., 2017). Como por exemplo, a integracdo de técnicas de fabricacdo, como a
impressao 3D e a nanotecnologia, pode permitir a fabricacdo de biomateriais com
propriedades fisicas, quimicas e mecanicas controladas com precisao para otimizar
a interacao entre o biomaterial e o sistema imunitario do hospedeiro (ELALOUF,
2021; SEOK, 2021).

Entre as aplicacdes dos biomateriais no campo da medicina regenerativa
incluem implantes, sistemas de administracdo de medicamentos, curativos para
feridas, instrumentos de diagndstico, dispositivos cirargicos e materiais
bioabsorviveis (KIM et al.,, 2023). Alguns produtos ja sdo comercializados e
utilizados, como o Carticel (terapia baseada no uso de condrdcitos autélogos para
reparar defeitos na cartilagem, Dermapure (arcabouco descelularizado para
feridas) (DEWAN et al., 2014; KIMMEL; GITTLEMAN, 2017).

No entanto, para o desenvolvimento de novos biomateriais alguns fatores
devem ser extensivamente estudados para que ndo ocorra 0 comprometimento da
funcionalidade e o desempenho a longo prazo. Dessa forma, alguns fatores
precisam ser bem analisados como a capacidade do biomaterial de desencadear
inflamacéo, disfungéo da matriz extracelular, deficiéncia de angiogénese, estresse

mecanico e fibrose que podem levar a rejeicao (KIM et al., 2023).

Descelularizagéo

Apesar da ampla utilizacéo de diversos tipos de biomateriais, alguns desafios
ainda estdo presentes, como a imunogenicidade e a biocompatibilidade. Esses
aspectos sado visualizados principalmente através da inflamag¢do mediada pelos
biomateriais, que dificulta a aplicabilidade clinica, impedindo que ocorra a
reparacdo e a regeneracdo do tecido de forma bem-sucedida (BATOOL et al.,
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2021). Entre os métodos para solucionar esses problemas encontra-se o0 metodo
de descelularizacdo (ZHU et al., 2022).

Esse processo consiste na remoc¢do da maioria das células vivas do
biomaterial impedindo a sua imunogenicidade a0 mesmo tempo que preserva suas
estrutura e composi¢cdes que permitem o favorecimento da biocompatibilidade
através do crescimento celular e a subsequente construcdo do tecido funcional
(RANA et al., 2017; ZHU et al., 2022). Como diferencial, esse método é capaz de
preservar entidades estruturalmente organizadas, como o colageno, a elastina, os
glicosaminoglicanos e a fibronectina, para funcionar como um suporte biomimético
(RANA et al., 2017).

Este procedimento geralmente utiliza métodos quimicos, fisicos e bioldgicos,
preservando ainda sim as estruturas bioldgicas. A conservacao da estrutura fisica
€ 0 que permite a recelularizacdo de forma eficiente e a reconstrucao de tecidos e
orgaos, ou seja, um arcabouco descelularizado mantém a arquitertura a nivel micro
e nanoestrutural (RANA et al., 2017; ZHU et al., 2022).

Quando analisadas as diferentes técnicas que podem ser utilizadas no
processo de descelularizacdo, percebe-se que entre elas existe diferenca entre
combinacdes de reagentes e as vias utilizadas para administrar o reagente. De uma
forma geral, a classificacdo dos métodos pode ser feita em trés diferentes grupos:
0s que envolvem métodos quimicos, como alcalinos/acidos, detergentes e alcoois;
métodos fisicos, como eletroporacéo, pressurizacao,
congelamento/descongelamento; métodos biolégicos, como enzimas (GILPIN;
YANG, 2017; ZHANG et al., 2022).

Apbs a descelularizacdo, o arcabouco deve ser esterilizado e varios testes
avaliam a eficacia do procedimento, entre eles avaliacdes macroscépicas e
microscopicas, coloracdo para avaliacdo dos componentes remanescentes e
analises mecanicas (NEISHABOURI et al., 2022). Algumas caracteristicas podem
interferir na qualidade do processo como a densidade celular, a espessura da
matriz e a morfologia do tecido; visto que todos esses aspectos variam de acordo
com o tecido. De maneira que é necessario analisar cada tecido em especifico para
determinar qual o método mais adequado (HEATH, 2019; NEISHABOURI et al.,
2022).

Entre as vantagens de se optar por esta técnica € que o arcabouco é

constituido por um material biocompativel, resistente mecanicamente para a
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aplicacao especificada além de poder conter fatores de crescimento ligados a
matriz extracelular que podem influenciar o comportamento das células apés o
implante (BOYS et al., 2020; ZHOU et al., 2020).

Aplicabilidade de biomateriais para reconstrugéao da traqueia

A funcionalidade do corpo humano é dependente de tecidos e estruturas
tubulares. Esses 0rgaos e sistemas de tecidos ocos desempenham varias funcgoes,
e comumente desempenham um desafio para a engenharia de tecidos, dada a
maneira que sao estruturadas de forma lamelar, com camadas sequenciais de
tecido que rodeiam uma abertura interna. O dififuldade esta em criar um sistema
tubular que mantenha o limen intacto que possa suportar a formacao de um epitélio
e de outros componentes (BOYS et al., 2020).

Um requisito importante para a engenharia de tecidos traqueais € um suporte
mecanico suficiente para resistir a pressurizacéo, ter flexibilidade longitudinal para
preservar as funcdes fisiologicas e ter revestimento ou possibilitar que haja um
revestimento por epitélio vascularizado o que preveniria infeccdes e permitiria
adequada cicatrizacao (BOYS et al., 2020; NETO et al., 2018).

Sendo assim, o biomaterial de escolha precisa ser biocompativel, nao
toxicos, ndo imunogénicos e ndo cancerigenos, a0 mesmo tempo, que ndo migre
ou produza erosédo. Alguns estudos testaram diferentes materiais ao longo dos anos
para essa substituicdo, como Wurtz (2012) que realizou um estudo experimental
usando aortas alogénicas associadas a silicone e concluiu que o enxerto nao foi
rigido o suficiente (WURTZ et al., 2012).

Em outro estudo que avaliou copolimeros de &cido polilatico e poliglicélico,
bem como copolimeros compostos de acido polifatico e policaprolactona,
inicialmente celularizados com células estaminais mesenquimais ndo levou a
formacao completa da matriz extracelular, que é essencial para o suporte mecanico
e metabdlico do tecido traqueal (MAKITIE et al., 2013).

J4 Ott e colaboradores (2016) analisaram varios arcabougos de
policaprolactona biodegradavel e poli (acido latico-coglicélico) eletrofiados e

encontraram que esses biomateriais também n&o apresentaram uma recuperacao
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completa das propriedades mecanicas fisioldgicas necessarias da traqueia (OTT et
al., 2016).

Um estudo apresentado por Ghorbani e colaboradores (2017) utilizou um
arcabouco electrospun injetado de células em torno de uma aorta descelularizada
equipada com um stent polimérico fundido como suporte mecanico para aplicacao
de engenharia de tecidos traqueais e concluiu que essa estrutura era viavel devido
a angiogénese criada pelo musculo (GHORBANI et al., 2017).

J& um estudo pré-clinico em um modelo canino avaliou um implante,
primeiramente envolvido em omento e implantado na cavidade abdominal durante
3 semanas, que foi implantado na sequéncia de uma resseccao traqueal de 20 mm.
O exame histolégico demonstrou uma epitelizacao estavel numa monocamada nao
estratificada, sem glandulas secretoras presentes e sem regeneracdo muscular,
embora nédo tenha sido observada estenose, além de uma taxa de sobrevivéncia
de 80% registada ao longo de 18 meses de avaliacdo (SAKAGUCHI et al., 2018).

Em uma revisdo, Damiano e colaboradores (2021) apresentam diversos
estudos que foram realizados com diferentes biomateriais demonstrando a
dificuldade da obtencdo de um biomaterial especifico para a reconstrucdo da
traqueia (DAMIANO et al., 2021).

Até o momento percebe-se que ainda ha uma necessidade de superacéao de
limitacbes relacionadas com as propriedades mecanicas, a epitelizacdo e a
vascularizacdo para encontrar um biomaterial ideal para a substituicdo do tecido
traqueal, que poderd revolucionar como a estenose e a lesdo traqueal séo tratadas
clinicamente. Sendo assim, percebe-se que ainda existe a necessidade de
encontrar uma estrutura que apresente as caracteristicas necessarias.

Dito isso, ao longo da ultima década percebe-se um interesse crescente na
utiizacdo de biomateriais de origem natural para aplicacdo da medicina
regenerativa, como a membrana amniética e a geleia de Wharton (SEZGIN; ATIK,
2018). Principalmente devido a caracteristicas inerentes a essas estruturas como a
presenca de células estaminais, fatores de crescimento, citocinas, acido
hialurénico, entre outros (GUPTA et al., 2020).
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Membrana amniodtica

A MA é uma estrutura biologica translicida, com espessura de
aproximadamente 0,02 a 0,5 mm. Essa estrutura faz parte da camada interna da
membrana fetal, sem nervos, musculos ou vasos linfaticos. Em alguns sentidos é
considerada similar a placenta, ao corddo umbilical e o liquido amniético, por ser
facilmente acessivel e uma fonte valiosa de células estaminais e progenitoras
(ABBASI-KANGEVARI et al., 2019).

A sua constituicdo € dada por células epiteliais amnioticas, células
estaminais mesenquimais amnioticas e fibroblastos. As células estaminais sdo as
responsaveis por garantir a MA caracteristicas como anti-inflamataérias, anti-fibrose,
anti-cicatrizes, baixa imunogenicidade, promog¢ao da angiogénese e inibicdo do
estresse oxidativo (FENELON et al., 2021b).

Além disso, a MA podem ser divididas em trés camadas, a monocamada
epitelial, a membrana basal, e a matriz estromal hipocelular dividida em compacta,
fibroblastica e esponjosa (FRIEL et al., 2017). A primeira camada é constituida por
uma Unica camada homogénea de células epiteliais cubicas; estas células podem
também sintetizar e segregar matriz extracelular. A segunda camada possui
grandes quantidades de proteoglicanos com sulfato de heparina; colageno dos
tipos I, lll, IV, V e VII; laminina; e fibronectina (LEAL-MARIN et al., 2021b). A terceira
camada tem uma rede de fibras compactas feitas de colageno tipo | e lll e pequenas
quantidades de feixes paralelos de colageno dos tipos II, IV e V (NEJAD et al.,
2021).

A MA humana é considerada um residuo cirargico sem questdes éticas, que
pode ser obtido apds uma cirurgia cesariana eletiva. Sendo assim considerado um
biomaterial altamente abundante, econémico e facilmente disponivel (FENELON et
al., 2021b). A sua utlizacdo é descrita por mais de um século na medicina,
principalmente no campo da oftalmologia (DAVIS, 1909).

Este tecido tem como caracteristicas proeminentes para ser considerado um
biomaterial, como a biocompatibilidade, baixa imunogenicidade, com um efeito anti-
inflamatorio, antifibrético, antimicrobiano e antimutagénico. Além de ser uma fonte

de fatores de crescimento, citocinas (SILINI et al., 2020).
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Outras caracteristicas favoraveis sdo as propriedades mecanicas
adequadas (permeabilidade, estabilidade, elasticidade, flexibilidade, reabsorcéo) e
boa adesao celular devido a seus componentes estruturais naturais da membrana
extracelular, como o &cido hialurdnico, colagenos, laminina, fibronectina e
proteoglicanos (DADKHAH TEHRANI et al., 2021b; LEAL-MARIN et al., 2021b).

Esta importante fonte de material de suporte tem sido amplamente estudada
e utilizada em vérias &reas de reparacdo de tecidos como reparagdo da cornea,
tratamento de feridas cronicas, reconstrucdo genital, reparacdo de tenddes,
reconstrucdo microvascular, entre outros (NEJAD et al., 2021). Essa estrutura ja foi
estudada para reparar defeito osteocondral em coelhos, demonstrando que a MA
pode atuar como uma matriz de transporte de células para a regeneracdo da
cartilagem (CHENG et al., 2007).

Abazari e colaboradores (2019) avaliaram o uso da MA descelularizada para
a diferenciacao de células-tronco pluripotentes induzidas em células do figado e
constataram que esse arcabouco tem capacidade de melhorar a diferenciacao
hepatica, exibindo altos niveis de marcadores e fungbes metabdlicas estaveis
(ABAZARI et al., 2020).

Simeoni e colaboradores (2021) utilizaram a MA descelularizada para a
recuperacdo da traqueia em coelhos submetidos a traqueostomia. Eles
encontraram que esse biomaterial foi biocompativel e permitiu a diferenciacédo de
células tronco mesenquimais derivadas do corddao umbilical se diferenciassem em
condrocitos. Além de demonstrar que a partir desta estrutura semeada com células
houve a promocdo do coldgeno imaturo, reconhecido pelo potencial de
regeneracao de tecido (BAGGIO SIMEONI et al., 2021).

Luo e colaboradores (2021) investigaram o uso da MA descelularizada no
reparo de cicatrizacao de feridas em lesbes graves da cornea, e demonstraram que
esse arcabouco demonstrou uma maior eficiéncia na cicatrizacao, caracterizando
um tempo de cicatrizacdo mais curto para o epitélio e uma recuperacao mais rapida
da opacidade e espessura do estroma, em comparagdo com os olhos do controle
(LUO et al., 2021).

Sendo assim, observa-se que diferentes estratégias podem ser utilizadas
para a regeneracdo da traqueia, como a inseminacdo de células num suporte
implantado, ou implantacdo de um suporte sem células para apoiar a regeneragao

de tecidos in situ, com o objetivo de permitir o crescimento do novo tecido e
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apresentar propriedades biolégicas compativeis ao local implantado (DAMIANO et
al., 2021).

Geleia de Wharton

Na ultima década houve um aumento no interesse da utilizacdo de produtos
biologicos para aplicacbes de medicina regenerativa, entre eles a geleia de
Wharton tem se destacado (LAMPLOT; RODEO; BROPHY, 2020).

O cordao umbilical forma-se entre a quarta e a sexta semanas, quando o
ducto vitelino e o pedunculo de ligacdo se envolvem na camada de amnio
(PECHRIGGL et al., 2022). ApGs esse processo forma-se duas artérias e uma veia
envoltas por um tecido conectivo chamado de geleia de Wharton (GW), que
proporciona protecdo, amortecimento e apoio estrutural aos vasos umbilicais,
impedindo a sua compressao, torcéo e flexdo (GUPTA et al., 2020).

A GW é um tecido conjuntivo mucoso presente no cordao umbilical entre o
epitélio amniotico e os vasos umbilicais. Esse tecido, em conjunto com outros do
corddo umbilical mantém o fluxo sanguineo durante movimentos fetais, durante o
trabalho de parto e durante anomalias do corddo. Para desempenhar esta funcéo,
esta matriz tem varias caracteristicas biomecéanicas Unicas relacionadas com a sua
estrutura bioquimica (CONVERSE et al., 2018).

Entre essas caracteristicas, a firmeza do corddo é relacionada a natureza
fibrosa da matriz gelatinosa consequéncia da presenca das as fibras de colageno
e elastina. Além desse aspecto, outro que pode ser observado é que a matriz
apresenta poros em sua formagdo, essas estruturas canaliculares séo
responsaveis por alojar os proteoglicanos e o acido hialurénico, que ao interagirem
com a agua formam um fluido altamente viscoso que flui quando comprimido
(CONVERSE et al.,, 2018). Essa substancia gelatinosa contém quantidades
elevadas de componentes da matriz extracelular, incluindo colageno, acido
hialurénico e proteoglicanos sulfatados ((STEFANSKA et al., 2020).

Dessa forma, constata-se que a GW apresenta diversas caracteristicas
desejadas para ser considerada um biomaterial, ou seja, um arcabouco celular. Isso
porque é capaz de acolher e suportar células, apresenta componentes da matriz

extracelular e mantém suas caracteristicas mecanicas (DUBUS et al., 2022).
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Alguns estudos demonstraram que o GW descelularizada pode ser capaz de
fornecer uma estrutura biocompativel com caracteristicas adequadas. Entre eles
podem ser citados:

Foltz e colaboradores (2022) que avaliaram a utlizacdo da GW
descelularizada na recuperacao do tecido cartilaginoso em defeitos traqueais em
coelhos, e constataram que o arcabouco ndo desencadeou rejeicdo no hospedeiro,
contudo sozinha a GW também néo foi capaz de induzir beneficios histopatolégicos
para a regeneracao do tecido da traqueia (FOLTZ et al., 2022).

Penalozzi e colaboradores (2021) avaliaram a utilizacdo da GW
descelularizada como um arcabouco para terapias regenerativas do disco
intervertebral, demonstrando que a presenca da matriz manteve a viabilidade das
células e afetou positivamente a expressao de reguladores criticos da homeostase,
como os fatores de transcricdo SOX2, SOX9 e TRPS1 (PENOLAZZI et al., 2020).

Gupta e colaboradores (2021) através de uma revisao avaliaram a utilizacéao
de enxertos vasculares de tecidos poliméricos isentos de células com a matriz da
GW descelularizada para o desenvolvimento e implantagcdo de enxertos de
interposicao na veia jugular de coelhos. Apos a analise concluiram que os enxertos
gue estavam associados a GW apresentaram um numero maior de células
recrutadas, quando comparado ao grupo controle (GUPTA et al., 2021).

Li e colaboradores (2021) analisaram o desempenho da GW descelularizada
associada a células-tronco do corddo umbilical humano no reparo de defeitos da
cartilagem articular no joelho de ratos. Como resultados encontraram que a
utilizacao da GW descelularizada apresentou melhor reparo dos defeitos, sugerindo
que ela mimetizou estruturalmente ao tecido cartilaginoso normal (LI et al., 2021).

Kehtari e colaboradores (2019) avaliaram a diferenciacdo de células-tronco
pluripotente induzidas na GW descelularizada como alternativa a matriz hepatica
nativa. Neste estudo foi possivel observar que a expressado de genes associados
ao figado, como albumina, TAT, Cytokeratin19 e Cyp7Al, secrecdo de albumina e
ureia foi significativamente maior do que aqueles cultivados nas placas de cultura
(2D) (KEHTARI et al., 2019).

Beiki e colaboradores (2017) avaliaram a GW descelularizada na
regeneracao de feridas em camundongos, demonstrando houve o fechamento
completo da ferida e desaparecimento da crosta, além de reepitelizacdo completa,

camadas epidérmicas recém-geradas e apéndices apos 12 dias de implantacéo.
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Desta forma, sugerindo que a GW descelularizada é capaz de melhorar a fixacao,
penetracdo e crescimento das células fibroblasticas e acelerar os processos de
cicatrizacéo, o que ofereceria um enxerto de pele adequado para a cicatrizacao de
feridas (BEIKI; ZEYNALI; SEYEDJAFARI, 2017) .

Entre as vantagens da utilizacdo da GW esta a sua obtencao, visto que é um
tecido que é geralmente descartado apdés o nascimento do bebé, apresentando

uma ampla oportunidade para a coleta.
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3. JUSTIFICATIVA

A utlizacdo da engenharia de tecidos para o desenvolvimento de novas
estruturas para a manutencdo da estrutura natural da traqueia tem sido
extremamente promissora. Nessa area, a tecnologia de descelularizacdo tem
recebido um destaque especial, uma vez que a partir da utilizacdo dessa tecnologia
é possivel manter a estrutura natural da tragqueia.

Nos ultimos anos foi observado o aumento das internac6es em unidades de
cuidados intensivos, principalmente durante a vigéncia atual da pandemia de Covid-
19, e verificou-se intubac¢Bes orotraqueais mais prolongadas além do aumento no
diagndstico de estenoses traqueais.

Diante desses fatos, a busca por materiais que possam servir como um
arcabouco para a regeneracao tecidual € extensa. Um arcabouco ideal é aquele
gue permite a integracdo com o tecido, ser facilmente colonizado, ser capaz de
aderir, proliferar, diferencial e replicar o tecido no qual é implantado. Além de ser
de facil manuseio e obtencao.

Por essas e outras razdes, como a biocompatibilidade e as propriedades
mecanicas favoraveis a Geleia de Wharton e a Membrana amnidtica se tornam
candidatos favoraveis para serem utilizadas como estruturas descelularizadas
buscando a regeneracao da estrutura da traqueia. Visto que, além do fornecimento
de um suporte estrutural ambas apresentam componentes de modulacdo no
processo de reparo de defeitos teciduais e, assim capazes de evitar a evolucdo
para a estenose.

Baseado no fato de que a cirurgia de reconstrucdo da traqueia apresenta
varias complicacdes relacionadas a dificuldades de autorregeneracéo tecidual e a
dificuldade de resultados promissores, esse estudo propde a analise da capacidade
de regeneracao tecidual da traqueia apds o implante de Geleia de Wharton e da
Membrana Amnidtica descelularizadas em coelhos submetidos a traqueostomia

convencional.
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4. OBJETIVOS

Objetivo geral

Analisar a capacidade de regeneracao tecidual da traqueia apos o implante
de Geleia de Wharton e da Membrana Amnidtica descelularizadas em coelhos

submetidos a traqueostomia convencional.

Objetivos especificos

I.  Identificar a presenca de novos tecidos cartilaginosos e vasos sanguineos
no local previamente submetido ao implante da Membrana Amnidtica e da
Geleia de Wharton sessenta dias apds a realizacdo da tragueostomia

convencional.

[I. Comparar o perimetro e a area das traqueias no local da traqueostomia do
grupo submetido ao implante da Membrana Amniética X Grupo da Geleia de

Wharton X Grupo Controle, apos sessenta dias do procedimento.

lll.  Analisar a capacidade dos implantes de Membrana Amniética e da Geleia

de Wharton em permitir a regeneracao inicial do tecido

IV.  Analisar a biocompatibilidade dos implantes de Membrana Amnidtica e da

Geleia de Wharton como arcaboucos para a recuperacao da traqueostomia.
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5. METODOLOGIA

Foram utilizados 30 coelhos, da raca Nova Zelandia, com peso médio de
3,00 — 3,500 kg procedentes do Biotério de criacdo e de manipulagdo de animais
de acordo com as normas do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Os coelhos foram mantidos no biotério da Universidade do Contestado
(UNC) sob a responsabilidade do médico veterinario Tiago Fuchs (CRMV 5549).

O acondicionamento dos animais foi em gaiolas com estrado de 80cm®com
lotacdo de apenas um animal por gaiola, climatizados com temperatura regulavel
de forma continua e exaustéo de ar, sob ciclos claro/escuro (12/12h). Alimentados
com racgao Funny Bunny Blend para coelhos com ingesta aproximada de 40g/dia
por animal e 4gua ad libitum.

Os experimentos foram realizados seguindo as normas e principios éticos
do COBEA, com aprovacdo pelo Comité de Etica de Experimentacdo Animal
(CEUA) da Universidade do Contestado- UnC sob o numero 18/20 (Apéndice 1),
seguindo os preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°
6.899, de 15 de julho de 2009.

Desenho Experimental

Os animais (n=30) foram divididos em trés grupos para analise (Figura 3):
e Grupo Controle (GCT) (n=10): submetidos a traqueostomia isolada.
» Grupo Membrana Amnidtica (GMA) (n=10): submetidos a traqueostomia e
posteriormente ao implante de MA no local da traqueostomia
» Grupo Geleia de Wharton (GGW) (n=10): submetidos a traqueostomia e

posteriormente ao implante de GW no local da traqueostomia.

Esses grupos foram analisados segundo o modelo experimental delineado

na figura 3.
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Figura 3. Modelo Experimental proposto para analise do implante de Geleia de Wharton e
Membrana Amniotica em lesdes traqueais.
MA= Membrana Amniética; GW = Geleia de Wharton

Preparacdo da Membrana Amnidtica e da Geleia De Wharton

Os corddes umbilicais para obtencéo da Geleia de Wharton (GGW) e a

membrana amniotica foram obtidos de duas parturientes humanas (n = 2) com 36
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a 40 semanas de idade gestacional que preencheram o0s seguintes critérios de
incluséo:

¢ |dade entre 20 e 30 anos;

e Sem comorbidades

e Sem histdria de intercorréncias clinicas durante a gestacao;

e Terem sido submetidas a cesariana com fetos normais;

e Exames soroldgicos negativos para HIV, virus da hepatite B e C e sifilis.

Critérios de Exclusao:

e Coleta de corddo umbilical e membrana amnidtica com mais de 12hrs de
dequitacdo

e Achados macroscopicos suspeitos na placenta/ membrana amniotica e
corddo umbilical no intraoperatério de tumoracdes, -calcificacdes e
alterac6es morfolégicas.

e Rompimento do material placentario devido a patologias placentérias
(placenta acreta, percreta ou increta) que possa comprometer o

processamento da membrana aminidtica.

Cada gestante assinou o termo de doacdo e de Consentimento Livre e
Esclarecido de acordo com protocolo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
do Hospital Pequeno Principe sob niumero 948-11 (ANEXO ).

Os cordfes e a membrana amniotica foram processados no periodo de 12
horas depois do parto. As membranas foram coletadas de forma estéril
imediatamente apds a dequitacdo placentaria ainda em ambiente cirargico. Com
manobra digitiforme e com a utilizacdo de tesoura e pinca estéreis, 0 amnio foi
separado do cérion e, em seguida, foi estendido sobre um filtro de nitrocelulose
esteril.

O material foi transportado para o laboratério e, a partir deste instante, todo
manuseio ocorreu dentro da protecdo do fluxo laminar. Foram removidos os
residuos remanescentes, e as membranas foram acondicionadas em solucao
tampao fosfato contendo solugédo de dioxido de cloro (ClO2) estabilizado em
solugcédo aquosa (8%) na concentracdo de 100 ppm e mantidas sob agitacdo em
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temperatura ambiente por 20 minutos. Transcorrido este intervalo, foi realizada a
troca da solucéo por outra de solucao tampéo salina com fosfato (PBS) 7,2.
Posteriormente, as membranas foram colocadas em papel filtro com a
por¢do epitelial voltada para cima e recortadas em fragmentos de
aproximadamente 100 x 100 mm seguido de coleta de amostras para analises

microbioldgicas.

Descelularizacdo da Membrana Amniotica e da Geleia de Wharton

O processo descelularizacéo dos corddes e da GW foi realizado na Pontificia
Universidade Catdlica do Parana (PUCPR) resultado de um programa de parceria
firmado entre a Universidade Positivo (Prof. Dr. Julio Cesar Francisco) e o Nucleo
de Regeneracdo Tecidual da PUCPR, sob coordenacdo do Prof. Dr. Luiz Cesar
Guarita-Souza.

A descelularizacao foi realizada com técnica asséptica em uma cabine de
seguranca biolégica classe Il BioSAFE (Veco®). Para esse processo, os corddes
foram retirados do meio tampao fosfato (PBS) pH 7.2 (Gibco) e tratados com
solucéo de SDS (duodecil sulfato de sodio) a 0,01% e SD (desoxicolato de sodio)
a 0,01% por 24 horas a 37°C, com auxilio de agitador mecéanico (mesa agitadora
109 M, Nova Etica Ltda.). Depois foram conservados em PBS a 4°C.

Procedimento Cirurgico

Todos os procedimentos cirlrgicos nos animais foram realizados sob efeito
de anestésicos. Os animais estavam em jejum alimentar de 6 horas e hidrico de 2
horas. O animal foi posicionado em decubito dorsal com contenséao fisica manual.
Em seguida, foi instalada a monitorizag&o de eletrocardiografia em duas derivagoes
e a oferta de oxigénio a 100%. A inducdo anestésica foi realizada com acepram na
dose de 0,75mg/kg e cetamina na dose de 35mg/kg ambos na via intramuscular
(IM), para o relaxamento muscular foi utilizado Xilazina na dose de 5mg/kg IM.

A obtencdo do plano anestésico foi constatada através do relaxamento

muscular e da auséncia do reflexo palpebral. Durante todo o periodo anestésico,
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os coelhos foram monitorados, com vista a detectar complicacbes ou
manifestacdes de dor, para suplementar a anestesia.

A cirurgia teve inicio com antissepsia da regido cervical com iodopolividona
(PVPI) tépico, colocagcdo de campos estéreis, anestesia local com lidocaina 2%,
sem vasoconstritor (dose de 1mg/kg) aguardando o tempo de laténcia de 5 minutos
e respeitando o tempo de efeito de 30 minutos.

Foram realizadas cervicotomias medianas (longitudinais), apés disseccao da
traqueia, preservando sua porcéo lateral, responsavel pela sua vascularizacao. No
momento do ato cirdrgico foi realizada a traqueostomia na porcdo anterior da
traqueia com resseccao de um retangulo de 10 mm de largura por 20 mm de
comprimento) medidos com régua estéril.

Imediatamente apds, os animais do grupo GMA foram submetidos ao
implante de uma por¢cdo de Membrana Amniotica sobre o defeito traqueal criado,
assim como o grupo GW foram submetidos ao implante de uma porcédo de Geleia
de Wharton sobre o defeito traqueal criado. A sutura foi apoiada em quatro pontos
de reparo nas extremidades do retdngulo com fio de polipropileno ndmero 4.0
agulhado. Apés o término da sutura, os masculos pré-traqueais foram aproximados

por sutura continua com fio de algoddo numero 2.0 agulhado (Figura 4).
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Figura 4. Procedimento cirurgico realizado nos grupos Controle (A), Geleia de Wharton.n
(B) e Membrana Amnidtica (C).

Os animais do grupo controle foram apenas submetidos a traqueostomia e
o conduto foi mantido aberto para cicatrizagdo por segunda intencao.
Posteriormente, foi realizada a aproximagdo dos musculos pré-traqueais e
fechamento do tecido celular subcutaneo e pele.

A analgesia pos-operatoria foi realizada durante todo periodo de
recuperacdo e observacdo com duracdo de 60 dias, utilizando-se carprofen a

4mg/kg/dia subcutaneo (SC) uma vez ao dia mantidos por 5 dias, assim como,
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morfina na dose de 2 a 5mg/kg SC de 4/4 horas durante o procedimento cirlrgico
e no pos-operatério conforme demanda.

Outro cuidado pds-operatorio foi 0 emprego de antibioticoterapia profilatica,
curativos e avaliacdo rotineira da ferida operatdria. Para antibioticoterapia foi
aplicada Cefalexina na dose de 15mg/kg via SC de 12/12 horas por 7 dias.

Eutanasia

Todos os animais foram submetidos a eutanasia apds o periodo de
observacdo de 60 dias. Na sala cirdrgica na area do biotério sob os cuidados do
Médico Veterinario Dr. Thiago Fuchs (CRMV 5549) realizou a anestesia geral com
utilizacdo de acepram, xilazina e cetamina nas doses pré-determinadas e, apos,
infusdo de cloreto de potassio na dose de 100mg/kg via intravenosa (V). Foi
realizado o acompanhamento e monitoracdo até auséncia de frequéncia
respiratoria (FR) e frequéncia cardiaca (FC). Os animais foram retirados por
empresa especializada em descarte de lixo biolégico (sob responsabilidade da

Empresa GR solucdes ambientais).

Histopatologia

Para o estudo histolégico dos padrdes anatomopatoldgicos dos animais, as
amostras das lesdes foram colocadas em recipientes plasticos e etiquetados,
contendo paraformaldeido a 10% permanecendo por 48 horas e enviadas ao
laboratério experimental de anatomia patoléogica da PUCPR para serem
processadas com a técnica de inclusdo em parafina, cortados e corados.

Os cortes histolégicos foram corados com a coloracdo Sirius Red (Direct
Red: Aldrich Chemical Company Inc., Milwaukee, WI, EUA) para avaliar as
deposicbes de colageno | (maduro) e Il (imaturo) e Hematoxilina e Eosina (HE)
(Harris Hematoxilina: NewProv, Cod. PA203, Parana, BR; Eosina: BIOTEC
Reagentes Analiticos, Cod. 4371, Parana, BR) para avaliacdo histolégica no local

da lesao.
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As laminas foram fotografadas com uma ampliacdo de 400 (campo de alta
poténcia ou HPF) sob luz polarizada. A avaliacdo dos marcadores foi através do
software Image-Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Rockville, MD, EUA), onde as
areas polarizadas foram identificadas (vermelho para o colageno | maduro ou verde
para o colageno Il imaturo). Os valores da analise do colageno | (maduro) e do

colageno Il (imaturo) foram expressos em porcentagem por HPF.

Andlise Imuno-Histoquimica

O ensaio de imuno-histoquimica foi precedido pela confeccdo de blocos
teciduais parafinados multiamostrais, TMA (do inglés Tissue Microarray). As pecas
foram preparas em laminas coradas com diferentes marcadores a-SMA, TGF-B1 e

Aggrecan para a realizacéo da técnica de imuno-histoquimica.

Tabela 1. Dados dos anticorpos utilizados.

Anticorpo Tipo Clone Diluigéo Marca
Anti- a-SMA Monoclonal/Rato BSB-15 1:600 pH 9 BioSB
Anti- TGF-1 Policlonal/Coelho E11262 1:200 Spring
Anti-Aggrecan Monoclonal/Rato Ab3773 BC3 1:200 Abcam

Esse protocolo utiliza anticorpos primarios em camara Umida, com
temperatura entre 2 e 8° C, overnight e um polimero secundario (Mouse and Rabbit
Specific HRP/DAB IHC Detection Kit-Micropolymer, Abcam, ab236466, Cambridge,
UK) em temperatura ambiente. A revelacdo da técnica ocorre a partir da adicdo do
complexo 2, 3, diaminobenzidina + substrato peréxido de hidrogénio.

Os resultados foram confirmados pela reatividade de um controle positivo e
outro negativo. As laminas foram entdo escaneadas com Scanner Zeiss Axioscan
(Jena, Alemanha) em campos de alta poténcia (HPFs; ampliacao de 20x).

ApOs esse processo, as areas de imuno positividade foram medidas pelo

programa Image-Pro Plus 4.5 e posteriormente, convertidas em porcentagens.

Anélise Estatistica
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Os resultados quantitativos foram representados através da média e desvio
padrdo. A analise estatistica de variancia foi realizada por ANOVA, seguida do teste
de Kruskal-Wallis para comparar os grupos. Foram considerados valores
significativos os valores nos quais o *p<0,05. As andlises foram feitas utilizando o

programa Graph Pad Prism 9.0 (San Diego, USA).
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6. RESULTADOS

Neste estudo foi avaliado o efeito da membrana amniética (MA) e da geleia
de Wharton (GW) na regeneracédo traqueal em um modelo animal. Dez animais
foram randomizados para cada grupo: controle, MA e GW. Durante o experimento,
houve perdas de animais devido a infestacdo por sarna e estresse, sendo estes
tratados e excluidos da analise.

A andlise imuno-histoquimica, utilizando marcadores como a-SMA, revelou
uma maior porcentagem de transicdo epitelial-mesenquimal e organizacdo da
matriz extracelular no grupo GW (71,17% * 22,03) em comparagdo com 0S grupos
controle (50,39% * 21,28) e MA (47,43% * 21,79). Embora relevante, a analise
estatistica ndo revelou diferencas significativas entre os grupos (Figura 5).

Esses resultados sugerem que a GW proporcionou um microambiente mais
favoravel a regeneracdo tecidual. No entanto, sdo necessérias investigacoes

adicionais para elucidar os mecanismos envolvidos e confirmar essa hipoétese.
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Figura 5. Expressdo do marcador a-SMA no grupo controle, MA e GW. Em (A)
visualiza-se a expressdo do marcador no tecido traqueal (Ampliacdo 20x). Em

(B), os resultados sdo apresentados com média e desvios padrdo O teste
ANOVA foi seguido pelo teste de Kruskal-Wallis.
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Na analise da expressdo de TGF-B1, uma citocina multifuncional que
desempenha um papel crucial na recuperacao tecidual apos a lesédo. Verificou-se
que para o grupo controle TGF-f3, a média foi de 41,94% (DP * 19,04); para o MA,
a média foi de 70,5% (DP + 20,16); e para o GW, a média foi de 60,41% (DP *
25,12). No entanto, 0s grupos ndo apresentaram nao apresentaram diferencas

significativas (Figura 6).

A)

B) Expressdode TGF-B

Controle MA GW

Figura 6. Expressao do marcador TGF-B no grupo controle, MA e GW. Em (A) visualiza-
se a expressdo do marcador no tecido traqueal (Ampliacdo 20x). Em (B), os resultados
sdo apresentados com média e desvios padrdo. O teste ANOVA foi seguido pelo teste
de Kruskal-Wallis

Na analise da proliferacdo cartilaginosa nos tecidos traqueais, utilizando o
anticorpo Anti-Aggrecan, a porcentagem média para o grupo Controle foi de 4,93%
(DP % 3,11); para o grupo MA, foi de 3,52% (DP + 3,14); e para o grupo GW, foi de
7,052% (DP £ 3,44). Nao foram observadas diferencas significativas entre os
grupos (Figura 7).
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Figura 7. A imunoexpressdo de Aggrecan foi
analisada em trés grupos: controle, MA e GW. Os
resultados s&@o apresentados como média e
desvio padrdo. Teste ANOVA seguido do teste de
Kruskal-Wallis.

Em relacdo a producdo dos colagenos tipo | e lll. Os resultados demonstraram
que, para o colageno I, a percentagem média de producéo foi de 75,86% (DP *
8,46) para o CTG, 66,87% (DP + 12,48) para o MA e 74,86% (DP * 6,83) para o
GW. No entanto, ndo houve diferenca significativa na producdo desses colagenos
entre os grupos. Da mesma forma, para o colageno lll, a porcentagem média de
producao foi de 24,14% (DP * 8,46) para o controle, 33,13% (DP + 12,48) para o
MA e 25,14% (DP + 6,83) para o GW. Entretanto, também néo houve diferenca

significativa na producao de coladgeno entre os grupos (Figura 8).
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Figura 8.Analise dos colagenos tipo | e lll nos trés grupos analisados (controle, MA
e GW). Teste ANOVA seguido do teste de Kruskal-Wallis.

Os biomateriais foram avaliados em sua capacidade de desencadear
alteracbes no perimetro da traqueia e formacdo de estenoses, e o que foi
observado é que tanto na analise perimetro como da &rea traqueal (Tabela 2). Nao

foi observada diferenca estatistica entre os grupos.

Tabela 2. Caracterizacao da populacéo de coelhos.

Variaveis Grupo Controle Grupo Geleia Grupo Membrana p

(n=7) de Wharton Amniética

(n=7) (n=5)

Perimetro 15389 15562 15257 >0,9
traqueal (Um?) + + +

1961 1390 2210
Area traqueal 15523727 14712626 15436725 >0,9
(um2) * + + +

4086295 2408509 4217003

*Os dados foram gerados através de Média e desvio padrao.
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7. DISCUSSAO

A resseccao traqueal apdés uma lesdo € considerada um procedimento
seguro. No entanto, ainda é um desafio significativo devido as complica¢cdes pos-
operatérias que podem afetar seriamente a qualidade de vida dos pacientes
(DAMIANO et al., 2021). Neste contexto, cada vez mais estruturas biolégicas
baseadas em tecidos descelularizados tem sido consideradas como alternativas
viaveis para restaurar a estrutura e funcdo da traqueia apds procedimentos
cirirgicos (DHASMANA; SINGH; RAWAL, 2020). Neste projeto, diferentes
imunomarcadores relacionados a regeneracao cicatricial, como aggrecan, TGF-1
e a-SMA, foram analisados para entender o comportamento celular em contato com
as estruturas escolhidas. Nos resultados obtidos, observou-se que ambas as
estruturas descelularizadas de Geleia de Wharton como a membrana amniotica
demonstraram ser arcaboucos adequados para a engenharia de tecidos,
apresentando biocompatibilidade e um microambiente desejavel para a
sobrevivéncia de diferentes células.

O processo de cicatrizagdo, seja ele causado acidentalmente ou
cirurgicamente, envolve varias fases de reparacdo tecidual, como coagulacao,
inflamacéao, proliferacdo e remodelacédo. A desregulacdo de um desses processos
pode levar a uma cicatrizacdo deficiente, ou cicatrizes excessivas (LANDEN; LI;
STAHLE, 2016). Uma vantagem observada foi a sua estrutura tridimensional, que
permite a perfusédo e vascularizacéo, possibilitando a repopulagéo celular no local
da lesdo, permitindo que o tecido se regenerar corretamente (LEI et al., 2021).

Varios processos estdo envolvidos na formacao dessas cicatrizes, como a
proliferacdo celular anormal, a transformacdo dos fibroblastos em resposta ao
dano, a estimulacao de citocinas como o TGF-[3, e a regulagado de genes como o a-
SMA, que estdo envolvidos na matriz extracelular, bem como a producdo de
colageno e fibronectina.

O TGF-f3 esta envolvido em varios processos de formacao de cicatrizes, tais
como a promogao da sintese de componentes da matriz extracelular, incluindo o
coldgeno. Esse mediador também atua na regulacdo da fibrose tecidual, atuando
na proliferacéo de fibroblastos, bem como a indugéo da diferenciagéo e formacéao

de cicatrizes atraves da regulacao da fibrose e a proliferacéo de queratinécitos (HU
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et al., 2018; MOON et al., 2019). Outro aspeto a considerar € o papel do TGF-31
na diferenciacdo e ativacdo dos ativacdo dos miofibroblastos, que induzem a
expressao de a-SMA.

A expressao mais elevada de a- A SMA foi observada no grupo da Geleia
de Wharton, todavia, neste mesmo grupo concomitantemente a expressao de TGF-
B1 estava mais baixa em comparacdo com o grupo controle. Além disso, o0 grupo
da Membrana Amniotica ndo apresentou uma maior expressao de a-SMA, apesar
de apresentar uma maior expresséo de TGF-31. A expressao de a-SMA pode estar
relacionada com o poder de contracdo da ferida e com o desenvolvimento de
reacoes fibréticas excessivas que se manifestam como uma “ma cicatriz” (HU et al.,
2018).

Os principais componentes quimicos da cartilagem sao a 4gua, o colageno
e os proteoglicanos(YU et al., 2022). Embora o colageno de tipo Il seja o principal
constituinte do tecido cartilagineo, as abordagens de engenharia da cartilagem
baseiam-se principalmente em dispositivos de colageno de tipo | (WU et al., 2021).
Na analise do aggrecan, o maior proteoglicano encontrado na cartilagem (WU et
al., 2021), foi possivel observar que tanto o grupo Geleia de Wharton como o da
Membrana amniética tiveram resultados semelhantes ao controle apos 60 dias de
andlise.

Foltz et al., 2022, em um estudo que analisou as propriedades da Geleia de
Wharton de Wharton por 30 dias em coelhos apés leséo traqueal, sugeriram que,
apesar de suas diversas carateristicas como biomaterial, essa estrutura nao
apresentou beneficios histopatol6gicos para a para a regeneracdo do tecido
traqueal.Neste estudo, a formacdo de cartilagem foi avaliada utilizando o mesmo
marcador Aggrecan, onde ndo houve diferenca significativa entre o controle entre
0s grupos de controlo e de Geleia de Wharton ao longo de 30 dias (FOLTZ et al.,
2022).

Em outro estudo, Simeoni et al. (2021) avaliaram uma membrana amniética
descelularizada como estrutura para lesdes traqueais usando células-tronco
mesenquimais, encontrando tecido cartilaginoso através da formacédo de colageno
imaturo colageno imaturo nas regides dos defeitos traqueais apds 60 dias (BAGGIO
SIMEONI et al., 2021).

Os colagenos tipo | e tipo 1l participam diretamente na cicatrizacao de feridas

e na regeneracao de tecidos, com aumento da sintese de colageno tipo Il durante
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as fases iniciais e aumento da sintese de colageno tipo | durante as fases finais
(SINGH; RAI; K AGRAWAL, 2023). O processo de remodelacao pode ocorrer de 3
semanas a 1 ano apos a lesdo (CHILDS; MURTHY, 2017). Durante a fase
proliferativa, também conhecida como fase de regeneragdo tecidual, ocorre a
substituicdo da matriz extracelular, angiogénese e epitelizacdo, associando fatores
como o fator de crescimento transformador-g (TGF-B) e componentes como o
coladgeno Il (MONY et al., 2023). Nos resultados obtidos, as taxas de colageno tipo
| encontradas foram semelhantes entre os grupos. Enquanto ao analisar o colageno
tipo Ill, houve um ligeiro aumento no grupo MA, o que pode corroborar a sugestao
de que a utilizacdo de biomateriais leva a um atraso no processo de cicatrizacao
do tecido observado. Esses resultados corroboram com outro estudo que utilizou
uma membrana amniética, que mostrou que, apés 35 dias, ndo se registou qualquer
diferenca entre o grupo que utilizou apenas a membrana e o grupo que utilizou a
membrana e uma molécula anti-inflamatéria(MIGGIOLARO et al., 2023) .

Entre as limitagées do estudo, manter os animais vivos durante 60 dias foi
desafiador, inclusive durante uma infestacdo de sarna levando a perda ocasional
de um animal. Outra limitacdo, foi a analise apenas nos ultimos 60 dias e néo de
uma maneira que possibilitasse o0 monitoramento continuo da variacdo das taxas
dos biomarcadores sob investigagdo. A possibilidade da utilizacdo de
biomarcadores que permitissem esse monitoramento seria capaz de apresentar
resultados satisfatérios em relacdo ao desenvolvimento do tecido cicatricial.

A compreensao dos papéis das varias moléculas envolvidas na remodelacéo
da matriz extracelular na lesdo e regeneracdo dos tecidos é fundamental para
avaliar as estruturas para a regeneracdo da traqueia. Este estudo examinou
minuciosamente a formacao de tecido cartilaginoso durante 60 dias. A duracao
prolongada deste estudo ofereceu uma compreenséo mais abrangente do potencial
dessas estruturas na regeneracéo do tecido traqueal.

Aléem disso, identificou a atividade de remodelacdo dos tecidos
correlacionada com a reducdo da cicatrizacdo e estenose através da actina do
musculo liso (a-SMA). Além da analise do microambiente para avaliar a inflamagéo
cronica e promogéao da reconstrugdo dos tecidos com TGF-B1. Estes marcadores
permitiram uma maior compreensdo do comportamento do implante no ambiente
biol6gico, comprovando assim o seu potencial como uma modalidade terapéutica

viavel para reconstrucdes de defeitos traqueais.
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8. CONCLUSAO

Através da analise da regeneracdo do tecido tragueal e os marcadores

selecionados sugere-se que:

- A Membrana Amniotica e a Geleia de Wharton demonstraram apresentar
boa biocompatibilidade quando utilizadas como arcabougos em um modelo animal
de traqueostomia. Uma vez que ambas as estruturas ndo desencadearam reagdes
histopatolégicas negativas quando implantada, demonstrando serem bem
toleradas pelo organismo, ndo induzindo a formacéo de estenoses.

- A andlise histopatolégica dessas estruturas ndo evidenciou diferencas
significativas entre os grupos em relacéo ao perimetro traqueal e aos marcadores
de regeneracdo tecidual, sugerindo que os biomateriais proporcionam um
microambiente favoravel ao processo de reparo.

- A estrutura tridimensional desses arcabouc¢os permitiu 0 repovoamento
celular e a regeneragédo inicial do tecido. No entanto, a natureza bioinerte dos
biomateriais pode limitar a velocidade e a extensdo da regeneracdo, ndo sendo

capaz de induzir a formacao de novos tecidos cartilaginosos.
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9. CONSIDERAGOES FINAIS E PERSCPECTIVAS

O uso de modelos animais de pequeno porte, como o coelho, é fundamental
para a avaliacéo inicial da biocompatibilidade e do potencial regenerativo de novos
biomateriais (KIM et al., 2023). Nesta pesquisa, que teve como objetivo avaliar a
capacidade de regeneracéao tecidual da traqueia apos a implantacdo de membrana
amnidtica e geleia de Wharton descelularizadas, foi capaz de demonstrar apos 60
dias de acompanhamento que ambos os biomateriais sdo biocompativeis e nao
induzem a rejeicdo ou a formacao de estenose traqueal.

A escolha desses biomateriais justificou-se pela sua baixa imunogenicidade,
acompanhada pelo processo de descelularizagdo que minimiza a chance de
desencadear reacdes inflamatorias e até mesmo a rejeicdo do implante (Batool et
al., 2021). Os biomateriais avaliados demonstraram ser eficazes em proporcionar
um suporte estrutural adequado para a regeneracao da traqueia. A manutencao do
perimetro traqueal e a auséncia de formagdo de estenoses indicam que 0s
arcaboucos forneceram um suporte mecanico eficiente, resistindo as pressoes
fisiologicas do 6rgdo e permitindo a preservacdo de suas funcbes (BOYS et al.,
2020; NETO et al., 2018).

De acordo com Neishabouri et al., 2022, os arcabougos tém como objetivo
permitir a propagacao das células in vitro e in vivo e o que foi visualizado na anélise
dos diferentes grupos foi um resultado dos grupos dos biomateriais muito
semelhante ao grupo controle. Entretanto, a analise dos marcadores de
regeneracao tecidual ndo revelou diferencas significativas entre os grupos,
sugerindo que, embora os biomateriais proporcionem um microambiente favoravel
a regeneracdo, eles podem nao ser suficientes para estimular a proliferacao e
diferenciacéo celular de forma robusta.

A andlise dos marcadores de reparo tecidual, como TGF-B e a-SMA,
sugeriram que o0s biomateriais se integraram ao tecido hospedeiro de forma
harmoniosa, sem induzir a formacao de cicatrizes excessivas (HU et al., 2018). Na
analise da expressdo de colageno, a principal proteina estrutural da matriz
extracelular, observou-se achados relevantes para a compreensao do processo de
regeneracao tecidual induzido pelos biomateriais (XU et al., 2024).

A manutencdo dos niveis de colageno tipo | em todos os grupos indica a

preservacao da integridade estrutural do tecido. O leve aumento do colageno tipo
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[l no grupo tratado com membrana amniética pode indicar uma fase inicial de
cicatrizacdo, sugerindo a necessidade de um acompanhamento mais prolongado
para avaliar a remodelacdo completa do tecido. Além de sugerir a ativagédo de
mecanismos de reparo e a formacgao de novo tecido conjuntivo. Essa observagao
€ consistente com a literatura, que descreve o colageno tipo Il como um
componente importante da matriz provisoria durante a cicatrizacdo, sendo
gradualmente substituido pelo colageno tipo | em fases mais avancadas do
processo de reparo (SINGH; RAI; K AGRAWAL. Vale ressaltar, que embora o
colageno tipo Il seja o principal componente da cartilagem, a utilizacdo de colageno
tipo | em estratégias de engenharia de tecidos tem sido amplamente explorada (Wu
et al., 2021).

A andlise do agrecan, um proteoglicano essencial para a manutencado da
matriz extracelular cartilaginosa, ndo revelou diferencas significativas entre os
grupos, corroborando os resultados de estudos anteriores realizados por nosso
grupo (FOLTZ et al.,, 2022). Essa constatagao indica que a implantacdo dos
biomateriais ndo alterou significativamente a composicdo bioquimica da matriz
extracelular, preservando a sua funcéo de suporte e lubrificacéo.

No entanto, a auséncia de diferencas na expresséo de agrecan sugere que
os biomateriais, por si s6, podem nédo ser suficientes para induzir uma regeneracao
completa da cartilagem. A adicao de fatores de crescimento, ou a encapsulacéo de
células condrogénicas em arcaboucos de colageno, pode potencializar a formacao
de novo tecido cartilaginoso e acelerar o processo de reparo (YANG; ATALA; YOO,
2020). Outra perspectiva de estudo, ainda pouco explorada é a possbilidade da
utiizacdo de ambas as estruturas para a regeneracdo, combinando suas
caracteristicas e apresentando uma nova possibilidade.

Um dos diferenciais deste estudo foi o periodo de acompanhamento de 60
dias, superior ao observado em muitos estudos da literatura, que geralmente
avaliam os animais por periodos mais curtos. Essa escolha metodologica permitiu
uma avaliacdo mais precisa da biocompatibilidade a longo prazo dos biomateriais
e da ocorréncia de possiveis complicacdes tardias, como a formagéo de estenoses.
Embora tenham existidos desafios na manutencdo dos animais, uma das maiores
limitacbes enfrentadas, que resultaram na perda de alguns individuos, os

resultados obtidos demonstram que tanto a membrana amniética quanto a geleia
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de Wharton sé@o biomateriais biocompativeis e bioinertes, ndo induzindo formacao
de tecido cicatricial excessivo.

Essa caracteristica é fundamental para a aplicacdo desses biomateriais em
procedimentos de engenharia de tecidos. A auséncia de complicagdes
relacionadas a implantacdo dos biomateriais, como as descritas por Soriano et al.
(2021), resposta inflamatéria grave que conduziu a granulacdo e estenose do
enxerto ou a falha do enxerto devido a infecdo (SORIANO et al., 2021) corroboram
com a segurancga e o potencial desses materiais para a regeneragao traqueal.

A partir dos resultados é possivel sugerir que a Geleia de Wharton e a
Membrana Amniética demonstraram ser biomateriais favoraveis para a engenharia
de tecidos traqueais, podendo ser utilizados como uma alternativa segura e eficaz
para a reconstrucdo traqueal, devido a auséncia de estenoses e a manutencao do
perimetro traqueal.

No entanto, a falta de inducédo de uma regeneracédo tecidual mais intensa e
a auséncia de formacédo de colageno significativa podem indicar que a modulagéo
do microambiente com fatores de crescimento ou a utilizacdo de células-tronco
pode ser necessaria para acelerar o processo de reparo e promover a formacao de
novo tecido funcional. Futuras pesquisas devem explorar a combinacdo desses
biomateriais com outras terapias para otimizar a regeneracao tecidual e melhorar

os resultados clinicos para pacientes com defeitos traqueais.
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11.ANEXOS

Termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE)

Este documento é um termo de consentimento livre e esclarecido, ele
informa a vocé os objetivos, procedimentos, riscos e beneficios sobre o estudo de
pesquisa clinica no qual vocé esta sendo convidada a participar. Vocé precisa ler,
entender e assinar este termo de consentimento livre e esclarecido se concordar
em participar deste estudo.

Eu

,RGn° , estou sendo convidada a participar de um

estudo denominado: “Desenvolvimento de biomaterial a partir de placenta”, cujo
objetivo & produzir enxertos a partir da placenta.

Sei que para 0 avan¢o da pesquisa a participacdo de voluntarios é de
fundamental importancia. Caso aceite participar desta pesquisa eu doarei a minha
placenta apdés o nascimento da minha crianca assim como responderei a um
questionario meédico.

Entendo que a placenta € um érgéo da gestacdo e que apos o término do
parto sofre descarte (jogada no lixo hospitalar) e ndo havendo prejuizo para a mae
e nem para o meu (minha) filho (a) recém-nascido (a).

Entendo que a placenta sera utilizada para o estudo, portanto nado
apresentara fins lucrativos.

Estou ciente de que minha privacidade sera respeitada, ou seja, meu nome,
ou qualquer outro dado confidencial, serd mantido em sigilo. A elaboracéo final dos
dados sera feita de maneira codificada, respeitando o imperativo ético da
confidencialidade.

Estou ciente de que posso me recusar a participar do estudo, ou retirar meu
consentimento a qualguer momento, sem precisar justificar, sem sofrer qualquer
dano.

Os pesquisadores envolvidos com o referido projeto sédo: Dra. Katherine

Athayde Teixeira de Carvalho e o Doutorando em Biotecnologia, Julio César

Francisco, com quem poderei manter contacto pelos telefones.

Estardo garantidas todas as informacdes que eu queira saber antes, durante

e depois do estudo.
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Li, portanto, este termo e fui orientada quanto ao teor da pesquisa acima
mencionada e compreendi todas as informacfes dadas, estou satisfeita com as
informacgdes recebidas, pude formular todas as perguntas convenientes e me foram
esclarecidas todas as duvidas. Concordo, voluntariamente em participar desta
pesquisa, sabendo que néo receberei e nem pagarei nenhum valor econémico por

minha participacao.

Assinatura da doadora da placenta

Pesquisador Responsavel
Tel: (41) 3223-1689/ (41)3271-2617/ (41)9664-6070

Doutorando em Biotecnologia - UFPR
Tel: (41) 3339-9653 / (41) 8849-0662

Curitiba de de 2008.
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Abstract Background: Tracheal grafts have been investigated for over a century, aiming to replace
various lesions. However, tracheal moonstruction sungery remains a challenge, primarily duwe to
anatomical congiderations, intracperative ainvay management, the technical complexity of recon-
struction, and the potential postoperative morbidity and morality. Doe fo mesearch deve lopment,
the amniotic membrane (AM) and Wharton's Jelly (W) arise as alte matives within the new set of
therapeutic alternatives. These stroctures hold significant therapeutic potential for tracheal defecta.
This study analyzed the capacity of tracheal tissue regeneration after 60 days of decellularized W]
and AM implantation in rabbits submitted to comentional tracheostomy. Methods: An in vivo exper-
imental shudy was carried out using thirty rabbits separated into three grmsps (Control, AM, and W])
{mi=10). The analyseswemn performed 60 days afer surgery thnough immunohstochemistry. Resule
Different immunomarkers related to scar egenemation, such as aggrecan, TG B, and o 5MA, were
analyzed. However, they highlighted no significant difference between the groups. Collagen type
L IIL, and Aggeican also showed no significant difference between the groups Conclusions: Both
scaffolds appeaned to be excellent frameworks for tissue engineering, presenting biocompatibility
and a degirable microenyironment for call survival; howeves, they did not display histopathological
benefits in trachea tissue regeneration.

L Introduction

Clinicians and engineers have investigated tracheal grafts for over 100 years to replac
different lesions [1]. Tracheal reconstruction surgery is still a challenge due to anatomical
considerations, intracperative airway management, the technical complexity of recon-
struction, and the potential postoperative morbidity and mortality [2] Among the central
pathologies observed, prolonged infubation is the leading cause of laryngotracheal stenosis,
followed by neoplasms [3,4]. The treatment may depend on the localization and ectent of
the tracheal lesions [2].
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Available prostheses often suffer from drawbacks like inflarmmation, inadequate inte-
gration with the host tissue, and extrusion. Moreover, they fail to emulate the properties of
natural tissue [5] In this way, tssoe engineering has emerged as a promising technique for
reconsiructing long-segment tracheal injuries and restoring the trachea’ s structure and func-
tion [6]. To this end, researchers ame exploring a decellularization method that maintains
the trachea’s original structure and offers mechanical strength and biocompatibility [7, 5]

The ideal substitute for tracheal reconstruction needs to present good biocompatibility
and tolerability, no kocal or systermnic toxic effect, and the ability to genetate growth factors
and cytokines favorable to organ and tissue regeneration [9].

Due to the development of msearch in regererative medicine, the amniotic membrane
(AM) and Wharton's Jelly (W]) arise as alternatives within the new thetapeutic alternatives.
These structures hold significant therapeutic potential for tracheal defects as they can serve
a5 a subsirate for tissue egeneration, effectively reducing undesitable scarring effects [9,10].

The AM is a biocompatible tissue with mechanical properties that make it a poential
framework due to its stability, fedbility, and permeability. It can suppaort cell migration,
adhesion, and tissue development [11,12]. W] is a gelatinous substance of connective tissue
and mesenchymal cells, abundant in substances such as hy aluronic scid and some sulfated
glycosaminoglycans immobilized in an insoluble network of collagen fibers [13]. W] is a
promising candidate for tissue-engineered trachea as it shames similarities with cartilage
tissue in composition and function [12].

In previous studies, the use of decellularized structures has yielded promising me-
sults. For instance, a 2021 study demonstrated that the combination of bone marrow
stem cells and decellularized human amniotic membrane, when tested in a heart failure
model, showed potential for regenerating cardiac function [15]. Addiionally, another
study focused on the amniotic membrane revealed that including an anti-inflammatory
molecule supported tissue megeneration in the rachea, leading to the development of im-
mature cartilage and collagen formation, thereby preventing the reduction of the racheal
humen [15). Furthermone, research on using Wharton's jelly in tracheal regeneration found
that implantation did not elicit adverse resctions such as rejection and extrusion [17].

The studies mentioned all focused on a decellularize d biomaterial choice and shared
the common lmitation of not assessing a period longer than 35 days. In this way, in the
current study, we analyzed the capacity of tracheal tissue regenetation after &0 days of
decellularize d Wharton's Jelly and ammniotic membrane implantation in rabbits submitted
o conventional racheostony.

L Materials and Methods

This was an experimental, interventional, and randomized study with 30 male New
Zealand rabbits with an average weight of 3.00-2.500 kg. The entire process was registered
and approved by anethics committee (registration 18/ 20) and followed all the guidelines
of the Declaration of Helsinki.

The animals were housed in 80 am?® cages, with only one animal per cage; the cages
were air-conditioned with continuously adjustable temperature and exhaust air, under
light/dark eycles (12/12 h). They were fed Funny Burny Blend rabbit food with an
approximate intake of 40 g/ day per animal and water ad libitum.

The animals were randomly divided into three groups for analysis: Control Group
(CTG) (n = 10} submitted to tracheostomy alone; Amniotic Membrane Group (AMG)
(=10} submitted to trache ostomy and later implantation of AM at the racheostomy site;
Wharton's Jelly Group (W]G) (n = 10 submitted to tracheostomy and later implantation of
W] at the tracheostomy site (Figume 1)
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Figure 1. Experimental design

2.1. Preparation of the Umbilical Cord

Two pregnant women (n= 2) with gestational age between 36 and 40 weeks who
had a vaginal delivery werme selected. After the mothers signed the free and informed
consent form approved by the Research Ethics Commitiee of Hospital Pequeno Principe
under number S48-11, the matemal donors were tested to be serologically negative for HIV,
hepatitis B, hepatitis C, and syphilis. The donated umbilical cords were processed within
six to twelve hours after the delivery.

2.2 Derellulerization of the Ammiotic Membrane and Whartoe's Jely

Decellularization was performed using an aseptic technique in a Class II BioSAFE
[Veoo®) biclogical Themafter, the sample was teated with chemical and mechanical
processes using 0.01% 5DS solution (sodium dodecy] sulfate) (Sigma Aldrich, Munich,
Germany) and SD (sodium decoycholate) (Sigma Aldrich, Munich, Germany) at (.01% for
24 b at 37 °C in pH 7.2 saline phosphate buffer (PBS), with the aid of a stirrer mechanic
(Shaking Table 109 M, Nova Etica Lida, Sao Paulo, Brazil). Then, the sample was preserved
in PES (Giben; Thermo Fisher Sciantific, Inc, Waltham, MA, USA) at 4 "C, acoording to the
methodology described by Blume et al, 2021 [15].

2.3, Surgical Procedure

All surgical provedunes on the animals were conducted under the effect of anesthetics.
The animalks were fasted for 6 hon food and 2 h onwaler The animals were placed in dorsal
decubitus with manual physical restraint. Two-lead electrocardiography mondtoring and
a 100% cxygen supply were then installed. Induction of anesthesia was carmied cut with
acepram at a dose of 0.75 mg/ kg and ketamine at a dose of 35 mg/ kg, both intramuscularly
(IM]}. Five mg/ kg Xylazine IM was used for muscle relaxcation

The surgery started with antisepsis of the cervical region with topical iodopolyvidone
(FVFI), sterile drapes, local anesthesia with 2% lidocaine, without vasoconstrictor (dose of
1 mg/ kgl waiting for a latency tirre of 5 min and respecting an effect tme of 30 min. Madian
(longitudinal) cervicotomies were performed after dissecting the trachea, preserving its
lateral portion, which is responsible for its vascularization

At the time of surgery, tracheostomy was performed on the anterior portion of the
frachea, mesecting a mectangle (10 mm wide by 20 mm long) measured with a stetile ruler

The membrane was washed in PES containing antibiotics as well as antifungal (100 U/ mL
penicillin, 100 mg/ml streptomycin) and antitoy cotics (2.5 pg/ ml amphotericin B) agents
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to reduce the microbial load Then, immediately afterward, the animals in the AMG
underwent implantation of a portion of amniotic membrane over the tracheal defect created,
and the W] group underwent implantation of a piece of Wharton's Jelly over the tracheal
defect created. A rectangular section of Wharton jelly, measuring 3 x 5 mm (15 mm?), was
applied over the tracheostomy.

The suture was supported by four repair stitches at the ends of the rectangle using
a 4.0 needle polypropylene thread. After the suture was completed, pre-tracheal muscles
were approximated by a continuous suture using a number 2.0 needle cotton thread.

The CTG animals only underwent tracheostomy, and the conduit was kept open for
healing by the second intention. Subsequently, pre-tracheal muscles were approximated,
and the subcutaneous cellular tissue and skin were closed (Figure 2).

Figure 2 Surgical procedure. h(A)Cmmdgmupraxlyu-adtostomy in (B) Amniotic Membrane
Group: implantation of a portion of ioti over the trach y ; in (C) Wharton's

Jelly group: implantation of a portion of Wharton's Jelly over the trachecstomy.

Postoperative analgesia was carried out throughout the 60-day recovery and obser-
wvation period, using carprofen at 4 mg/kg/day subcutaneously (SC) once a day for five
days, as well as morphine at a dose of 2 to 5 mg/ kg SC every 4/4 h during the surgical
procedure and in the postoperative period as required.

Other postoperative care induded prophylactic antibiotic therapy, dressings, and
routine assessment of the surgical wound. For antibiotic therapy, Cephalexin was given at
a dose of 15 mg/kg SC every 12 h for seven days.

2. 4. Euthanasia

All the animals were euthanized after an observation period of 60 days General anes-
thesia was performed in the operating room in the vivarium under the care of veterinarian
Dr. T.E (CRMV 5549) using acepram, xylazine, and ketamine in the pre-determined doses,
followed by an infusion of potassium chloride at a dose of 100 mg/ kg intravenously (IV).
Respiratory rate (RR) and heart rate (HR) were monitored until they were absent The
animals were removed by a company specializing in biological waste disposal (under the
responsibility of GR Environmental Solutions).

2.5. Histopathdogy

For the histological study of the anatomopathological patterns of the animals, the le-
sion samples were placed in plastic containers and labeled; they contained 10% paraformalde-
hyde for 48 h and were sent to the experimental pathological anatomy laboratory at PUCPR
to be processed using the paraffin embedding technique, were cut, and were stained.

The histological sections were stained with Sirius Red (Direct Red: Aldrich Chemical
Company Inc, Milwaukee, WI, USA) to evaluate the deposition of collagen I (mature)
and I1I (immature) and Hematoxylin and Eosin (HE) (Harris Hematoxylin: New Prov, Cod.
PA2(3, Parana, Brazil; Eosin: BIOTEC Reagentes Analiticos, Cod. 4371, Parana, Brazil) for
histological evaluation at the site of the lesion.
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The slides were photographed at a magnification 400 (high power field or HFF) under
polarized light The markers were evaluated using Image-Pro Flus 4.5 software (Media

Cybemetics, Rockville, MD, USA), where the polarized amas were identified (red for
mature collagen I or geen for immature collagen IT). The collagen I {mature) and 111
(immature) analysis values were expressed as a percentage per HFE
6. Brvmum ofistochem onl Analysis

The immunchistochemisiry test was preceded by preparing multi-sample paraffin-
embedded tissue blocks, TMA (Tissue Microarray ). The pieces were meady on slides stained
with different o-SMA, TGFB1, and Aggrecan markers for the immunohistochemistry

e

m:!'ieimmmﬂusmdﬂ' misiry technique begins with a protocel for incubating the pri-
mary antibodies in a humid chamber (at a emperature of between 2 and 8 “C, overnight)
and using a secondary polymer (Mouse and Rabbit Specific HEP/ DAB IHC Detection
Kit-Micropolymer, Abcam, ab235466, Cambridge, UK) at room emperatume. The technique
was evealed by adding the 2, 3, diaminobenzidine complex + hydrogen permdde substrate
(Table 1). The mactivity of positive and negative controls confirmed the resulks. The slides
were then scanmed with a Zeiss Axioscan scanner (Jena, Germany) in high-power fields
(HFFs; 20 = magnification).

Tabile 1. Antibodies description.
Antibody Type Clone Dilution Label
Anti-oc-5MA Momaoclomal f Rabo B5E-15 L&00 pH 9 BioSB
Anb-TGEB1 Policlonal f Coselh El1z62 L2000 Spring
Anti-Aggrecan Momoclomal / Rabo AbFTT3 BC3 1200 Abcam

2.7. Statisfical Analysis
Cuantitative results were represenied using the mean and standard deviation Statist-
cal analysis of variance was carried out using ANCVA, follow ed by the Kruskal-Wallis test

o compare the groups. Values where * p < (.05 weme considered significant. The analyses
wete carried out using the Graph Pad Prism 9.0 program (San Diego, CA, USA )

3. Results

The animals used in this study were separated into three groups (Control, Amniotic
Membrane, and Wharton's Jelly), and all groups started this study with n= 10, How-
ever, during the analysis of the animal groups, there were losses due o infestation by
Sarcoptic mange, wheme the animals weme treated for 30 days with advokt (0.4 mL) and for
behavioral stress.

Omly the best tracheal segments from each group were chosen for the immunohisto-
chermical analysis using HE staining. Slides with unreadable artifacts or cuts were excluded.
In order to analyze the epithelial-mesenchymal transition and the arrangement of the
extracellular matrix in healing wounds and scars, slides staimed with e-SMA wene used.
Two images of each slide were taken, and a final percentage was generated based on these
images. Statistical analysis was performed using the mean percentage for each group. The
average percentage in the SMA CTG was 500,307 (5D £ 21.28); in the AMG, it was 47 43%
(50 &+ 21.79); and in the WG, it was 71.17% (S0 + 22.03). These results indicate that the
use of decellularized Wharton's Jelly may lead to a higher percentage of an epithelial-
mesenchymal ransition and edtracellular matrix arrangement, suggesting a mome favorable
environment for tssue regeneration. However, no significant difference was observed
when comparing the groups, indicating that further research is needed to fully understand
the implications of these findings (Figure 3).
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(A)

u-SMA expression

"o o-SMA

Control AMG WJIG
(B)

Figure 3. Expression of a-SMA marker in CI'G, AMG, and WJG. Panel (A) displays the marker’s
expression in tracheal tissoe. In Panel (B), the nesults ame presented with mean and standard deviations
ANOVA test was followed by the Kruskal-Wallis test.

The same grouping was used to analyze the expression of TGF-B1, a multifunctional
cytokine that plays a crudal role in tissue recovery after injury. It was found that for
the TGF-p CTG, the average was 41.94% (SD + 19.04); for AMG, the average was70.5%
(SD = 20.16); and for WJG, the average was 60.41% (SD =+ 25.12). However, the groups
displayed no significant differences (Figure 4).

In the analysis of cartilaginous proliferation in the tracheal tissues using the Anti-
Aggrecan antibody, the mean percentage for the Control group was 4.93% (SD + 3.11);
for the AMG, it was 3.52% (SD + 3.14); and for the WG, it was 7.052% (SD + 3.44). No
significant differences were observed betw een the groups (Figure 5).

This study checked the production of type I and III collagens. The results showed that
for collagen I, the mean production percentage was 75.86% (SD + 8.46) for the CTG, 66.87%
(SD = 12.48) for the AMG, and 74.86% (SD + 6.83) for the WJG. However, there was no
significant difference in the production of these collagens between the

Similarly, ﬁrm“aynm,ﬂEManpmducnmpemenmgewasM.M%(SDiSM)
for the CTG, 33.13% (SD =+ 12.48) for the AMG, and 25.14% (SD =+ 6.83) for the W]G.
Again, there was no significant difference in the production of collagen between the groups
(Figure 6).
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TGF-B Expression

% TGF-B
3

4=

2(=

(=
CTG AMG WJG

(B)
Figure 4. Analysis of TGF-B immunoexpression in the theee groups analyzed (CTG, AMG, and W]G).

Part (A) displays the marker’s expression in the tracheal tissue examined. Part (B) shows the msults
with mean and standard deviations. ANOVA test followed by Kruskal-Wallis test.

AGGRECAN

15+

% aggrecan
>
'l

L
1

O
CTGC AMG WJG

Figum 5 Immuncexpmssion of Aggrecan was analyzed in thme groups: CT'G, AMG, and WG
Results an: presented as mean and standard deviation. ANOVA test followed by Kruskal-Wallis test.
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Figure 6 Analysis of collagens | and 11 in the theee groups anabyzed (CT6G AMG, and WG All
the msults wene presenied with mean and standard deviations. ANOVA st followed by Kruskal—
Wiallis pest.

The perimeter and tracheal areas of the animals weme also measured based on HE
staining, which was utilized to evaluate measurements by analyzing the area and size of a
defect. Mo statistical difference was observed between the groups in any of the variables
(Table Z).

Table 2. Characterization of the rabbit population.

Control Gooup Wharton Jelly Group Amnittic Membrane
in="7) n=7 Group (n=5) 4
Tracheal perimeter (um?®) 15,389 + 1961 15,562 + 1390 15,257 + 2210 =00
Tracheal area {pm®) * 15,525,777 + 4,086,295 14.712,626 + 2,408,509 15,436,725 + 4,217,003 =09

* Mean and standard devistion

4. Discussion

Tracheal resection after an injury is considered a safe procedure. Howewver, it still
represents a significant challenge due o postoperative complications that can seriously
affect patients’ quality of like [£]. In this context, researchers have increasingly investigated
decellularized tissue-based biclogical struchures as an alieTnative for restoring the structumne
and fumction of the trachea after surgical procedurnes |5). Different immumomarkers related
b0 scar regeneration, such as aggrecan, TGF-B1 and a-SMA, were analyzed to understand
cell behavior in contact with the chosen structures. Both Wharton's Jelly and the amniotic
membrane have proven to be excellent frameworks for tissue engineering, presenting
biocompatibility and a desirable microeny irorament for the survival of different cells.

The healing process, whether caused accidentally or surgically, involves several phases
of tissue repair, such as coagulation, inflammation, proliferation, and remodeling. Thysregu-
lation of one of these processes can lead to poor healing, such as excessive scarring [15].
Several processes are involved in the formation of these scars, such as abnormal cell prolifer-
ation, the ransformation of fibroblasts in response to damage, the stimulation of cytokines
such as TGFB, and the regulation of genes such as a-SMA, which are involved in the
extracellular matrix, as well as the production of collagen and fAbromectin.

TGEF- is involved in several scar formation processes, such as promoting the synithesis
of extracellular matrix (ECM) components, inchuding collagen and fibroblast proliferation,
as well as inducing fibroblast differentiation. It also participates in scar formation by regu-
lating fibrosis and keratinocyte proliferation [19]). It is also considered a crucial mediator in
tissue Abrosis and causes scar formation in dssees [20].

Ancther aspect ko consider is the role of TGF-f1 in the differentiation and activation
of myofibroblasts, which induce the expression of «-SMA. The highest expression of o
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5MA was in the Wharton's Jelly group, but it displayed the lowest expression of TGF-R1
compared to the control group. How ever, when comparing the same biomarker, the values
are very close, which could be associated with the connection between the two markers.
Despite the MAG displaying a higher expression of TGF-B1, it did not show a higher
expression of c-SMA.

The expression of a-5MA can be related to the wound's contraction power and the
development of excessive fibrotic reactions that manifest as a “bad scar” [20]. The advantage
of both analyzed structunes is their three-dimensional structure, which allows perfusion
and vascularization, enabling cell repopulation to occur at the injury site, allowing the
tissue to regenetate cormrectly [6]

The main chemical components of cartilage are water, collagen, and proteoglhycans [21].
Although type I collagen is the main constituent of cartilage tissue, cartilage engineering
approaches are mainly based on type [ collagen devices [22].

In the analysis of aggrecan, the largest proteoglycan found in cartilage [22], it was
possible to observe that the WG or AMG were similar to the control after 80 days of
analysis. Foltzetal, 2022, in a similar study, which analyzed the properties of Wharton's
Jelly for 30 days in rabbits after a tracheal injury, suggested that despite its various char-
acteristics as a biomaterial, this structure did not present histopathological benefits for
the regenetation of tracheal tissue. In this study, cartilage formation was evaluated using
the same Aggrecan marker, where theme was no significant difference be tween the control
and the Wharton's Jelly groups over 30 days [17]. In another study, Sinmeoni et al. (2021)
evaluated a decellularized amniotic membrane as a framework for tracheal lesions using
mesenchymal stem cells, finding cartilaginous tissue through the formation of immature
collagen in the regions of the tracheal defects after &0 days [23].

Type Iand type [II collagens participate directly inwound healing and tissue regen-
eration, with an increase in type I collagen synthesis during the initial phases and an
inecrease in type [ collagen synthesis during the final phases [24]. The remodeling process
can oceur from 3 weeks to 1 year after the injury [25]. During the proliferative phase, also
known as the tissue regeneration phase, extrace llular matrix replacement, angiogenesis,
and epithelization occur, associating factors such as ransforming grow th factor- B (TGF-£)
and components such as collagen [01 [26]. In the results obtained, the rates of type I collagen
found weme similar between the groups. As for type [T collagen, there was a slight increase
in the MA group, which may corroborate the suggestion that using biomaterials keads to a
delayed healing process in the observed tissue. These esults corroborate another study
that used an amniotic membrane, which showed that, after 35 days, them was no difference
between the group that wsed only the membrane and the group that used the membrane as
well as an anti-inflammatory molecule [16].

Some of the challenpes we faced included keeping the animals alive for a specific
duration and the occasional loss of an animal Addidonally, we could only analyze the final
60 days of this study and we could not continually monitor the rates of the biomarkers
under investigation. It would have been helpful to have markers that could be tracked
throughout this study.

Different strategies can be used for tracheal egeneration—insemination of cells on
an implanted scaffold, implantation of tissue grown invitro on a scaffold, or scaffold
implantation without cells to support issue regeneration in site—to allow the new tissoe
to grow and for it to present biological properties compatible with the implanted site [5].

Understanding the roles of warious molecules imvolved in extracellular matrix (ECM)
remodeling in tissue injury and megeneration is pivotal in evaluating frameworks for
tracheal regeneration. This study thoroughly examined the formation of cartilaginous
tissue over 60 days. The extended duration of this study offers a more comprehensive

ing of the potential of these structures in the regeneration of tracheal tissue. This
study evaluated the ability of aggrecan to form an adequate cartilaginous matrix and type I
and III collagens o support the regeneration and repair of racheal tissue by assessing their
stength and Aexibility:
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Momeover, it identified tissue remodeling activity correlated with reducing scarring
and stemosis through smooth muscle actin {e-SMA). This study culminated in a microenvi-
ronment analysis o evaluate chronic inflammation and promote tissue reconstruction with
TGE-f1. These markers allow ed for a robust understanding of implant behavior within the
biological environment, thus substantiating their potential as a viable therapeutic modality
for tracheal defect reconstructions.

5. Conclusions

Our research has shown promising results, with both framew orks demonstrating
the potential to restore the mechanical characteristics of the trachea’s extracellular matric.
These biomaterials provided the required support and environment to regulate the healing
tracheal diameter. However, although they created a favorable microenvironment, they did
not show significant histopathological benefits compared to natural tracheal egeneration.

However, them is still much to learn about the trachea’s recovery process, pathophysi-
ology, and the molecular mechanismes associated with ecuperation post-injury, presenting
exciting opportunities for further investigation.
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