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RESUMO

A reparacdo 6ssea é um importante problema enfrentado pela cirurgia ortopédica
maxilofacial em funcdo de danos estruturais causados por tumores, infeccdes
extensas, malformagcfes ou perda Ossea por traumas. Atualmente, a grande
demanda por transplantes e enxertos de 6rgaos e tecidos tem impulsionado a busca
por materiais capazes de atuar no processo de reparacao tecidual. Os biomateriais
naturais voltados para a Engenharia de Tecidos tém como finalidade, através do
contato com a interface dos sistemas biolégicos, substituir um tecido ou 6rgéo.
Neste contexto, a celulose aparece como uma opcéo cada vez mais pesquisada em
funcdo de suas caracteristicas de biodegradabilidade, biocompatibilidade, baixo
custo e por ser uma alternativa sustentavel. Diferentes formas de celulose isolada
e seus derivados, assim como associadas a outros biomateriais, tem sido cada vez
mais pesquisadas para uso como matriz em processos de reparacao tecidual.
Considerando as caracteristicas da celulose como biomaterial, esse estudo visa
caracterizar a folha vegetal nativa e apds processo quimico utilizando solugdes
ibnicas e ndao-ibnicas, estabelecendo andlise comparativa das alteracdes
provocadas pelo processamento e seu potencial para utilizacdo como matriz
bidimensional em reparo de tecido 6sseo. Foram utilizadas técnicas de imerséo e
perfusdo nos detergentes como protocolos, além de exposicdo de algumas
amostras ao glutaraldeido tendo como finalidade a reticulagdo da matriz polimérica
e também ao fluido corporal simulado (SBF-Simulated Body Fluid). O material final
foi submetido as andlises de microscopia eletrbnica de varredura (MEV),
espectroscopia de absorcdo na regido de infravermelho (FTIR), analise
termogravimétrica (TGA) e calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Ao final das
caracteriza¢gdes concluiu-se que o protocolo utilizado é uma opcéo viavel para o
processamento da celulose, de baixo custo, que produz alteracdes estruturais
aceitaveis no produto final, porém ensaios como a quantificacdo de DNA vegetal e
ensaios de citotoxicidade sao sugeridos como complementacao.

Palavras-chave: Celulose, biomateriais, matriz de celulose, scaffold.



CHEMICAL TREATMENT AND CHARACTERIZATION OF SPINACH LEAF TO
OBTAIN CELLULOSE MATRIX FOR BONE REPAIR
ABSTRACT

Bone repair is an important problem faced by maxillofacial orthopedic surgery due
to damage caused by tumors, extensive infections, malformations or bone loss from
trauma. Currently, the high demand for organ and tissue transplants and grafts has
driven the search for materials capable of acting in the tissue repair process.
Through contact with the interface of biological systems, biomaterials aim to
evaluate, treat, augment or replace a body tissue, organ or function. In this context,
cellulose appears as an option due to its characteristics of biodegradability,
biocompatibility, low cost and for being a sustainable alternative. Different forms of
isolated cellulose and its derivatives, as well as associated with other biomaterials,
have been increasingly researched for use as a matrix in tissue repair processes.
Considering the characteristics of cellulose as biomaterial, this study aims to
characterize a plant leaf in the native form and after chemical process using ionic
and nonionic solutions, establishing comparative analysis of the changes caused by
processing and its potential for use as a two-dimensional matrix in bone tissue repair.
Detergent immersion and perfusion techniques were used as protocols, as well as
exposure of some samples to glutaraldehyde, with the purpose of cross-linking the
polymeric matrix, as well as immersion in simulated body fluid (SBF). The materials
resulting from chemical processing were subjected to scanning electron microscopy
(SEM), Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis
(TGA) and differential scanning calorimeter (DSC). At the end of the
characterizations, it was concluded that the protocol used is a viable option for low
cost cellulose processing, which produces acceptable structural changes in the final
product, but assays as plant DNA gquantification and cytotoxicity tests are suggested.

Key words: Cellulose, biomaterials, cellulose matrix, scaffold.
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1. INTRODUCAO

Com o envelhecimento da populacéo, investimentos cada vez maiores tém
sido feitos em materiais e procedimentos que visem melhorar a qualidade de vida
na terceira idade e também que satisfacam as necessidades de reposi¢cdo ou
restauracdo de tecidos que se desgastam com o avanco do tempo. Segundo o
relatorio sobre envelhecimento populacional publicado pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS), de 2015 a populacdo de idosos tera duplicado no ano de 2050.
Dentre as varias necessidades caracteristicas dessa idade esta o uso de proteses
e Orteses, em funcdo de fraturas por quedas ou mesmo pelo desgaste 0sseo
provocado por doencas como a osteoporose. No entanto, € preciso ressaltar que 0s
indices de pacientes com essas necessidades também contemplam jovens
envolvidos em acidentes, principalmente os de transito.

Para que a reparacao 6ssea ocorra de forma eficiente, um dos principais
fatores € a presenca de um periosteo integro. O periésteo é um delicado tecido
conjuntivo, que reveste cada elemento do esqueleto como uma bainha e, é
composto por pelo menos duas camadas, a celular interna, que contém
osteoblastos e células osteoprogenitoras e a camada externa composta por fibras
colagenas, fibroblastos e células progenitoras. Essa estrutura € responsavel pela
promocado da nutricdo da face externa dos 0ssos bem como deposicao de tecido
pelos osteoblastos presentes em sua estrutura.

Atualmente as reabilitagcbes sdo feitas a partir de enxertos autdégenos ou
alégenos, em processos em que a quantidade de reposicao tecidual necessaria seja
pequena. Enxertos autégenos sao reposicdes teciduais feitas a partir de material
coletado do proprio paciente, por exemplo, enxerto craniofacial retirado de crista
iliaca. Ja os alégenos sdo produzidos a partir de materiais sintéticos ou de origem
animal, como de bovinos. Esses procedimentos sdo uma alternativa viavel quando
se tem pouca perda tecidual ou quando h& necessidade de aumento de espessura
do 6rgao e nao de extenséo. Ou seja, em um procedimento de enxertia 0ssea, por
exemplo, é possivel que obtenhamos um 6rgédo mais volumoso, entretanto n&o é
possivel estimular seu crescimento longitudinal. Além disso, enxertos autdégenos,
apesar da facilidade de compatibilidade, podem ser desconfortaveis para 0s
pacientes, uma vez que serdo submetidos a dois procedimentos cirdrgicos, um para

a coleta de material e outro para a realizacdo do enxerto.
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Quando ocorre perda substancial do membro ou parte dele, o tratamento de
eleicdo é o uso de préteses, que sdo aparelhos destinados a substituir o membro
perdido. Ja as orteses, sao utilizadas quando ha perda da funcéo e ndo do membro,
este aparelho atuara corrigindo a deficiéncia de uma fungcdo. O material utilizado
pode ser metalico, ceramico ou polimérico e varia de acordo com a regido e a funcao
executada pelo érgdo. Uma das maiores desvantagens desse procedimento é a
necessidade de trocas das préteses. A maioria delas deve ser trocada a cada 10
anos, o que implica em riscos para 0 paciente, que tem que se submeter a
constantes procedimentos cirdrgicos, podendo trazer sequelas.

Dentre os biomateriais naturais utilizados na confeccédo de matrizes artificias
estd a celulose, polimero natural renovavel, biodegradavel e biocompativel que
possui como principais fontes estruturas de plantas, bactérias, fungos e animais
marinhos. Largamente utilizada na industria de producédo de papel, em funcéo de
suas propriedades fisico-quimicas tém despertado interesse na producédo de novos

materiais em varias areas, como energia, eletrbnica, comunicagcédo e medicina.

A celulose de forma isolada ou seus derivados, como nano e micro cristais,
acetato de celulose, carboximetil celulose, hidroxietil celulose, propionato de
celulose, assim como sua associagao a outros biomateriais como hidroxiapatita, tém
sido consideradas alternativas sustentaveis aos polimeros sintéticos em varios tipos
de industria e também na &rea biomédica.

O objetivo deste trabalho foi caracterizar quimica e morfologicamente a
matriz bidimensional de celulose obtida através de processamento quimico de folha
de espinafre utilizando solucdes idnicas e ndo-ibnicas pelas técnicas de imerséo e
perfusdo, visando desenvolvimento de estrutura capaz de atuar no processo de
reparacdo 0ssea, mimetizando as func¢des do periosteo. Além dos detergentes,
algumas amostras foram submetidas também a ensaios com fluido corporal
simulado (SBF-Simulated Body Fluid) e a ensaio de reticulagcdo, tendo o
glutaraldeido como agente. As técnicas de caracterizacdo utilizadas foram a
microscopia eletrénica de varredura (MEV), que permite avaliacdo micro estrutural
do material antes e ap0s o tratamento, afinidade da estrutura para precipitacédo de
fosfato de célcio quando exposta a SBF , e efetividade da reticulacdo da estrutura
quando em contato com glutaraldeido; anélise termogravimétrica (TGA) e
calorimetria exploratoria diferencial (DSC) permitindo analise do comportamento

térmico de folhas nativas e tratadas; espectroscopia de absor¢cdo na regido de
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infravermelho (FTIR) para avaliacdo de alteragcdes na sua estrutura quimica,
ligagbes e grupos funcionais a fim de definir o impacto do método e substancias

utilizadas na estrutura do material final quando comparado a folha nativa.

Dessa forma, serdo aqui abordadas, com base na revisdo bibliografica
realizada, as caracteristicas mais importantes da celulose, substancia mais
abundante nos vegetais; 0 processo de decelularizacdo, tanto técnicas como

produtos utilizados e a viabilidade do material final.
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2.0BJETIVOS

v Geral:

16

Tratar quimicamente e realizar caracterizacdo de folhas

de espinafre buscando remover os contetdos celulares para obtencéo

de matriz bidimensional pré-vascularizada para reparacao 6ssea.

v Especificos:

0
*»*

Realizar tratamento quimico em folhas de espinafre utilizando
métodos de perfusdo e imersdo com detergentes idnicos e ndo-

ibnicos

Reticular quimicamente folhas de espinafre, antes e apds o
tratamento com os sabdes estudados, e realizar imersdo em

fluido corporal simulado (SBF-Simulated Body Fluid)

Caracterizar morfolégica e quimicamente matrizes obtidas apés
0s varios tratamentos quimicos, através das técnicas de
espectroscopia de absorcéo na regido de infravermelho (FTIR);
analise termogravimétrica (TGA); calorimetria exploratoria
diferencial (DSC); analise elementar e microscopia eletrénica
de varredura (MEV).



3.FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 TECIDO OSSEO E PERIOSTEO

O esqueleto humano possui fung¢des estruturais, protetivas e de locomogéo,
além de funcionar como reservatorio de célcio. O osso cortical é altamente
calcificado e cumpre principalmente o papel estrutural e de protecdo, enquanto o
0sso trabecular € menos calcificado e possui uma excelente area superficial que
permite atividade metabdlica. Ossos planos como o cranio, crescem a partir do
processo de ossificacdo intramembranosa enquanto 0ssos longos, como o fémur,
crescem longitudinalmente através de ossificacdo endocondral e em largura por
aposicao do periosteo (WALSH, 2018).

A formacao do esqueleto se inicia com a migracao de células mesenquimais
para os sitios dos futuros ossos, onde se formam condensacdes celulares que
esbocam o0 0sso que sera formado naquele local. Essas células mesenquimais
podem se diferenciar em condrécitos, que formardo modelos de cartilagem
(ossificacdo endocondral) ou em osteoblastos, que formardo tecido ésseo
diretamente (ossificagdo intramembranosa). Na ossificagdo endocondral, a
cartilagem € substituida por tecido 6sseo e seu acionamento se da pela
diferenciacéo dos condrécitos com capacidade proliferativa no centro da cartilagem
em células hipertroficas sem capacidade de proliferacdo. Em seguida ocorre a
invasdo da matriz cartilaginosa por células progenitoras de osteoblastos,
osteoclastos, células endoteliais e hematopoiéticas. A cartilagem hipertrofica é
entdo reabsorvida ao mesmo tempo em que as células progenitoras se diferenciam
em osteoblastos que secretam matriz 6ssea e, as endoteliais e hematopoiéticas
estabelecem a medula éssea, centro de ossificagdo priméaria. Células progenitoras
de osteoblastos presentes no pericéndrio, membrana de tecido conjuntivo que
envolve a cartilagem, se diferenciam em osteoblastos que depositam 0sso cortical
ao redor da matriz cartilaginosa. A medida que o feto cresce, o centro de ossificacéo
primaria expande e um centro de ossificagdo secundaria se forma em uma ou

ambas extremidades do osso em desenvolvimento, resultando na formagao das
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epifises responsaveis pelo crescimento longitudinal dos ossos (BERENDSEN;
OLSEN, 2015).

O crescimento, desenvolvimento e reparacdo do osso e da cartilagem
dependem da presenca do periosteo envolvendo as diafises de ossos longos e
estendendo as metafises distais e proximais e, as epifises adjacentes (IUCHI et al.,
2019). O periésteo € um tecido especializado, altamente vascularizado, que envolve
a superficie dos 0ssos. Ele € composto por tecido conjuntivo rico em fibras e vasos
e por uma camada interna onde residem as células progenitoras derivadas do
periésteo (PDPC), principais responsaveis pelo processo de reparacdo de fraturas
(FERRETI; MATTIOLI-BELMONTE, 2014). A existéncia de um periosteo integro e
sadio € um dos fatores mais importantes no processo de cicatrizacdo 6ssea.
Segundo Ferretti e Mattioli-Belmonte (2014), o periésteo é a melhor fonte de células
para reparacao do tecido 6sseo, ultrapassando a medula éssea e outras fontes de
células mesenquimais, como pode ser observado no esquema ilustrado pela Figura
1 (FERRETI; MATTIOLI-BELMONTE, 2014).

Figura 1. Zonas presentes no peridsteo
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Fonte: MAHAJAN, A. (2012) (Adaptada)
Em todas as idades, as células mesenquimais presentes no peridosteo sédo
capazes de se diferenciarem em fibroblastos, osteoblastos, condroblastos,

adipécitos e células do musculo esquelético. Os tecidos produzidos por essas
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células incluem ligamentos periodontais, cemento, 0sso alveolar e tecido gengival
(MAHAJAN, 2012).

Reparacdo 0ssea € um dos maiores problemas enfrentados pela cirurgia
ortopédica maxilofacial em funcdo de danos causados por tumores, infec¢des
extensas, malformacdes ou perda o6ssea por traumas (BELADI; SABER-
SAMANDARI; SABER-SAMANDARI, 2017). A fisiologia do tecido ésseo é regulada
por uma gama de processos biolégicos que resultam em desenvolvimento tecidual,
homeostase e reparo apos o trauma. O processo de reparacéo 0ssea pode ser dificil
de reproduzir em funcdo da multifatorialidade na regulagéo deste nicho, incluindo a
complexa composicéo tecidual e outros aspectos como a composi¢cdo da matriz
extracelular por proteinas insolUveis e glicoproteinas; interacdes célula-célula e
célula-matriz extracelular por estimulacdo mecanica e atuacdo de microRNAs
(LOPES et al., 2018). Como um ramo fundamental da engenharia de tecidos, a
engenharia de tecido 6sseo propfe alternativas aos enxertos aldgenos utilizados.
Estruturas 6sseas artificiais promovem adeséo, proliferacédo e diferenciacéo celular
formando um novo tecido ésseo ou, atuam como transportadores de fatores de
crescimento ou outros sinalizadores biomoleculares. Os biomateriais utilizados
como osso artificial podem ser divididos em sintéticos e naturais, entretanto
materiais compdésitos que mimetizem a composicado organica-inorganica do 0sso
natural tém sido desenvolvidos com o objetivo de tratar e substituir de forma mais
eficaz o tecido 6sseo (HE et al., 2018).

Em virtude de sua elevada habilidade de provimento de células
osteoprogenitoras assim como tecido 4sseo cicatricial, o transplante de periésteo
tem sido realizado na clinica médica. Entretanto, assim como outros enxertos, a
disponibilidade tecidual, a morbidade do sitio doador bem como a resposta
imunoldgica, ainda sdo desafios. Alguns tipos de periosteo artificial tém sido
desenvolvidos, utilizando submucosa intestinal, derme acelular, membranas
indutoras e matrizes poliméricas (WANG et al., 2017).

Dessa forma, um material que possua capacidade de mimetizar as fungdes
do periosteo, tanto em relacédo a sua alta capacidade de suprimento sanguineo e
nutrientes ao tecido 0sseo quanto a possibilidade de desenvolvimento de uma
grande variedade de células, pode se tornar a solucéo para varios procedimentos

em que haja necessidade de desenvolvimento de tecidos diferentes,
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simultaneamente, como por exemplo inducdo de formacéo de tecido 6sseo e tecido
gengival, na odontologia.
3.2 BIOMATERIAIS E SCAFFOLDS

De acordo com a Sociedade Europeia de Biomateriais (ESB), biomateriais
sao definidos como “materiais que tém como finalidade, através do contato com a
interface dos sistemas bioldgicos, avaliar, tratar, aumentar ou substituir um tecido,
6rgao ou funcéo do corpo” (O’'BRIEN, 2011). O sucesso dos biomateriais no corpo
humano depende de fatores como propriedades do material, design e
biocompatibilidade do material utilizado, assim como outros fatores que ndo podem
ser controlados pelo engenheiro de materiais, como a técnica cirdrgica utilizada, a
saude e estilo de vida do paciente (PARK; BRONZINO, 2003).

Biocompatibilidade envolve a aceitacdo de um implante artificial pelos tecidos
vizinhos e pelo organismo como um todo. Materiais biocompativeis ndo provocam
irritacdo das estruturas adjacentes ou resposta inflamatdria anormal, ndo incitam
reacdes alérgicas ou imunoldgicas, e ndo sao carcinogénicos (PARK; BRONZINO,
2003). Ao contrario dos materiais inertes, que somente se adaptam ao meio sem
provocar alteragbes, os materiais biocompativeis, na maioria dos casos, séo
capazes de induzir processos como a neoformacao tecidual, fator de extrema
importancia quando se pensa em producédo de enxertos. A interacdo do material
com o organismo é fundamental para o sucesso no uso de scaffolds, tratando mais
especificamente do assunto deste trabalho, em 1991 Kokubo propds que um
requisito essencial para a unido do material ao 0sso vivo, é a formacao de apatita
em sua superficie quando implantado no corpo humano e, que essa formacéo de
apatita in vivo pode ser reproduzida em um fluido corporal simulado (Simulated Body
Fluid - SBF) com as concentracdes ibnicas préximas ao plasma humano (KOKUBO,
1991; KOKUBO; TAKADAMA, 2006). A tabela 1 descreve as concentracdes idnicas
do plasma sanguineo humano e da solu¢do SBF.
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Tabela 1: Comparacao da concentragao iénica do plasma sanguineo humano e SBF
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fons Concentracédo de ions
Plasma sanguineo humano SBF
Na* 142,0 142,0
K* 5,0 5,0
Mg?* 1,5 1,5
Ca* 2,5 2,5
cr 103,0 147,8
HCOs"~ 27,0 4,2
HPO.* 1,0 1,0
S0.% 0,5 0,5
pH 7,2-7,4 7,40

Fonte: Adaptada de Kokubo e Takadama (2006)
Outras caracteristicas de compatibilidade que sédo importantes na funcao dos

implantes de biomateriais sdo propriedades mecanicas adequadas, tais como
resisténcia a tracdo, modulo de elasticidade e tenacidade; propriedades oticas
adequadas, principalmente se forem usadas nos olhos, pele ou dentes; densidade
adequada. Capacidade de produgcéo e armazenamento em larga escala, design
apropriado e ser esterilizavel sdo caracteristicas importantes de um biomaterial
(PARK; BRONZINO, 2003). Outra questao a ser avaliada € a biodegradabilidade.
Trata-se da capacidade do material de ser metabolizado, degradado pelo préprio
organismo, sem que 0s produtos desse processo causem algum prejuizo ou
resposta inflamatoria.

Esse aspecto, é importante frisarmos, constitui-se em um dos maiores
desafios dos biomateriais atualmente, uma vez que, para que seja realmente
eficiente, a velocidade de degradacédo do biomaterial em questdo ndo pode ser
maior do que a velocidade de formacdo de um novo tecido. Caso isso ocorra,
teremos uma falha no processo de reparacao. Ao mesmo tempo, a degradacdo mais
lenta do que a formacéo do tecido pode levar a uma dificuldade de crescimento das
células. Assim, a sincronia entre a degradacdo do material e formacgédo do tecido
pode determinar o fracasso ou o0 sucesso do procedimento (RATNER et al., 2013).

No que diz respeito as propriedades mecanicas, € necessario que o material
possua caracteristicas adequadas ao sitio onde sera implantado e também seja
resistente o suficiente para suportar a manipulagdo cirdrgica. Nos casos de

regeneracdo de tecido 0sseo ou cartilaginoso, esse fator se torna ainda mais




importante e dificil de ser alcan¢cado de forma ideal, pois nesses casos 0 material
deve possuir integridade mecénica desde o momento de sua implantacdo até o
completo processo de remodelacdo. Alguns valores das propriedades mecanicas
do osso cortical podem ser utilizados como referéncia para desenvolvimento de um
biomaterial mais proximo do ideal, como por exemplo o Modulo de Young é
aproximadamente 15,2 GPa; limite de escoamento 114 MPa; resisténcia a tracéo
90 MPa e a compressédo 150 MPa (RATNER et al., 2004). O desafio esta no fato de
gue o processo de recuperacédo desses tecidos varia entre individuos em funcéo da
sua idade. Em pacientes jovens o processo de recuperacao apos fratura se dd em
torno de 6 semanas. Ja em idosos essa velocidade diminui consideravelmente.
Além disso, as propriedades mecanicas de um material podem ser afetadas pela
porosidade necessaria e indispensavel para a nutricdo das células (O’'BRIEN,
2011).

Quanto a arquitetura dos scaffolds, a porosidade do material € um fator
critico. A existéncia de poros interligados é essencial para a dispersao celular e
também para a nutricdo do tecido em formacdo e sua matriz extracelular. A
porosidade também atua de maneira efetiva na eliminagdo de metabdlitos
produzidos pelas células e pelos produtos oriundos da degradacdo do material.
Além disso, o tamanho dos poros também influenciard no poder de ligacao das
células ao scaffold, uma vez que determinara o tamanho da superficie de contato
disponivel para esse fim (O'BRIEN, 2011).

Para scaffolds que possuem como finalidade a regeneracédo de tecido 0sseo,
podemos destacar algumas caracteristicas que trariam otimizacédo do produto final
como flexibilidade, tornando possivel a conformacéo do material de escolha em uma
estrutura tridimensional; topografia adequada de modo que favoreca a adeséo,
infiltrac@o e crescimento celular e presenca de concavidades entre as particulas do
material que auxiliem na formacdo déssea sem a interferéncia da circulacdo de
fluidos corporais e forcas mecanicas pela movimentagdo do implante
(SOUNDARYA et al., 2018). Os poros devem possuir tamanho entre 200 e 900um,
com relacdo a superficie a adesao celular s6 ocorrera caso a mesma permita a
formacdo de camada de fibrina apos a implantacdo em sistema biolégico. Outro
fator a ser considerado é a radiolucéncia do material, que permite o
acompanhamento do processo de regeneracdo Ossea atraves de exames
radiograficos (MADRID et al., 2019).
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Apesar de nos atermos mais aos fatores de desenvolvimento e producéo dos
scaffolds, é importante lembrar que eles devem ser também viaveis clinicamente e
comercialmente. Transportar a producéao realizada dentro de um laboratoério, em que
se desenvolve uma estrutura por vez, para um processo de producdo em larga
escala, pode ser desafiador do ponto de vista de assegurar que sejam mantidas a
qualidade e as caracteristicas indispensaveis ao sucesso do tratamento. Outro
fator-chave é determinar de que forma esses produtos seriam distribuidos e como
chegariam até os clinicos interessados, 0 que inclui também atengcédo ao processo
de armazenamento do biomaterial. A maioria dos médicos preferem produtos
prontos, que nao exijam dois tempos cirlrgicos, porém, nesse caso, isso € inviavel,
sendo necessario que seja feita a coleta das células e sua cultura in-vitro, para uma

posterior insercédo no organismo (O’'BRIEN, 2011).

3.3 TIPOS DE BIOMATERIAIS

De acordo com PARK e BRONZINO (2003), atualmente os grupos de
biomateriais mais utilizados na engenharia de tecidos sdo os metais, as ceramicas,
polimeros sintéticos e naturais, que apresentam vantagens e desvantagens, o que
torna cada vez mais comum a utilizacdo de compdsitos, ou seja, a associacao de
materiais em busca da obtencdo do material ideal. Durante muito tempo a ceramica
foi considerada um dos materiais de primeira escolha quando se tratava de
regeneracao de tecido 0sseo, devido a afinidade dos osteoblastos com a fase
mineral do material. Entretanto, algumas caracteristicas como baixo modulo de
elasticidade e superficie fragil ndo suportam a carga mecéanica necessaria durante
o processo de remodelacdo (PARK; BRONZINO, 2003).

Os polimeros naturais apresentam como principais caracteristicas a
bioatividade (capaz de promover reconhecimento e adesao celular),
biocompatibilidade, cinética de degradacao ajustavel, estrutura tridimensional,
assim como solubilidade, antigenicidade e produtos de degradacéo ndo toéxicos.
Contudo, possuem como desvantagens baixa resisténcia mecénica, variacdo de
composicdo e propriedades em fungdo de sua origem organica, deterioracio
microbiana e capacidade de hidratacéo variavel. Os polimeros sintéticos podem ser
produzidos em larga escala e baixo custo, com controle do peso molecular e suas

funcionalidades, apesar disso, sua utilizacdo na engenharia de tecidos esta limitada
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por fatores como falta de reconhecimento de sinalizadores biolégicos, produtos de
degradacdo toxicos que causam alteracdo do pH dos tecidos adjacentes, falta de
sitios ativos para ligacdo de peptideos, fatores de crescimento e outros
sinalizadores biologicos responsaveis pela regulacdo da adesdo celular e
expressao fenotipica (ABBASIAN et al., 2019).

Dentre os polimeros naturais utilizados como biomateriais est4 a celulose,
material de interesse deste estudo. A celulose € um polimero natural renovavel,
biodegradavel e biocompativel, e possui como principais fontes estrutura de plantas,
bactérias, fungos e animais marinhos. A celulose é largamente utilizada na industria
de producéo de papel como emulsificante, agente gelificante, entre outras funcgdes,
com caracteristicas importantes como a biodegradabilidade, biocompatibilidade e
nao toxicidade. Suas propriedades fisico-quimicas tém despertado interesse na
producdo de novos materiais em varias areas, como energia, eletrdnica,
comunicagdo e medicina. Nos ultimos anos, houve um aumento no interesse do uso
da celulose para aplicacdes médicas, especialmente no desenvolvimento de novos
biomateriais porosos, que podem ser utilizados pela engenharia de tecidos
(JUNIOR et al., 2016; SALAMA, 2019). Uma das fontes utilizadas para a obtencgéo
de celulose € o bagaco da cana de agucar, muito utilizado pelas industrias de
combustiveis. A nano celulose extraida de celulose derivada de plantas, tem
recebido atencédo consideravel devido as suas caracteristicas Unicas de dimensdes
em nano escala, com grande &rea superficial, alta resisténcia especifica e
propriedades o6pticas distintas (LAM et al., 2017).

Embora haja um grande avanco no desenvolvimento dos scaffolds,
sobretudo em relacdo a vantagem de se promover uma reparacédo tecidual mais
natural possivel, em detrimento do uso de préteses que necessitam ser trocadas
frequentemente, ha ainda um ponto desafiador para os cientistas: a formacao de

um sistema circulatério funcional e efetivo.

3.4 ENGENHARIA DE TECIDOS

Um grave problema de saude publica € a lista de espera para realizacéo de
transplantes de 6rgaos. Milhares de pessoas aguardam atualmente por rim, figado,

cornea, entre outros. Nesse cenario, uma nova area da ciéncia cresce

24



vertiginosamente: a Engenharia de Tecidos, termo definido durante um congresso
da Fundacao Nacional de Ciéncia, ocorrido em 1988, o qual foi descrito como sendo

“A aplicagdo de principios e métodos da engenharia e ciéncias da
vida em direcdo ao entendimento fundamental da relagédo estrutura-funcdo em tecidos de
mamiferos normais e patolégicos e o desenvolvimento de substitutos biolégicos para
restaurar, manter e melhorar as fungdes do tecido”. (O’'BRIEN, F.J. 2011)

A engenharia de tecidos atua por meio de desenvolvimento de tecidos
especificos por meio do cultivo de células-tronco. Para esclarecer de fato como isso
ocorre, primeiro precisamos entender a estrutura de um 6rgéo. Os 6rgéos do corpo
humano sao formados por células especificas de um tecido e matriz extracelular
(MEC). Trata-se esta Ultima de uma rede de colageno e outras substancias, que
tém como funcéo promover sustentacao das células e também seu desenvolvimento
e nutricdo (BADYLAK; TAYLOR; UYGUN, 2011). Para que as caracteristicas
fenotipicas celulares sejam reproduzidas da maneira mais confiavel, em culturas
gue melhor repliguem comportamentos in vivo, novas técnicas e métodos cientificos
tentam recapitular microambientes celulares nativos. Essas estratégias buscam
produzir e sustentar certos comportamentos celulares. A MEC natural secreta
espacialmente fatores de crescimento celular, fornece estrutura fisica e permite
comunicacdes intercelulares. Possui também um importante papel no controle da
distribuicdo de nutrientes e gases e, cria a partir disso, gradientes de sinal
essenciais para processos celulares, como migracdo, organizacao e padronizacao
dos tecidos (DIEKJURGEN; GRAINGER, 2017).

Atualmente, a engenharia de tecidos tem concentrado grande parte de suas
pesquisas em desenvolver uma estrutura que se aproxime da matriz extracelular
original. Esses dispositivos receberam o nome de scaffolds, que nada mais séo do
gue matrizes desenvolvidas com biomateriais onde sdo semeadas e desenvolvidas
as células-tronco, dando origem ao tecido ou érgao de interesse. No entanto, essas
estruturas ndo atuardo como implantes permanentes, elas seréo apenas um auxilio
para o inicio do desenvolvimento celular para que elas mesmas possam, a partir de
um determinado momento, produzir sua propria matriz extracelular (MEC)
(BADYLAK; TAYLOR; UYGUN, 2011). Os scaffolds sdo criticos e o sucesso da
regeneracao tecidual depende tanto de sua macro e microestrutura como também

do biomaterial constituinte. Essas estruturas devem estar aptas a simular o
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ambiente in vivo e permitir que as células exer¢cam sua influéncia sobre o meio. A
regeneracao tecidual dependera das interacdes célula-célula e célula-scaffold em
relacdo a fatores sollveis, tanto locais quanto sistémicos (MADRID et al., 2019). De
acordo com O’Brien (2011), algumas considera¢des devem ser feitas para avaliar a
viabilidade de um dado material na confeccdo de um scaffold e para que ele seja o
mais proximo do ideal possivel, como biocompatibilidade, biodegradabilidade,

propriedades mecanicas, arquitetura e tecnologia de producao (O’BRIEN, 2011).

3.5 ANGIOGENESE

No corpo humano o sistema circulatério € composto por vasos e artérias que
se ramificam formando capilares. Esse sistema € responsavel tanto por levar
nutrientes e sangue rico em oxigénio até os tecidos e 6rgdos como por remover
toxinas e metabdlitos e também levar o sangue pobre em oxigénio de volta até o
pulmao, para que ele seja reoxigenado. A angiogénese é o processo de formacao
vascular que ocorre durante toda a vida do individuo, essencial ao seu
desenvolvimento, sendo um dos primeiros eventos durante a organogénese
estando presente também no processo de reparacdo de feridas e reposicdo de
vascularizacdo de tecidos lesionados. A angiogénese é regulada por uma sensivel
interagdo entre fatores de crescimento e inibidores, e a falta de equilibrio entre eles
pode ser prejudicial. Por exemplo, em doencas como o cancer, a angiogénese
desregulada leva a nutricdo do tecido doente e destruicéo de tecido sadio (DEWITT,
2005).

Para que a angiogénese seja compreendida, dois processos precisam ser
entendidos: a angioconducédo e a angioinducdo. A angioconducdo € a capacidade
gue o substrato possui de suportar o desenvolvimento vascular por entre seus
poros. Durante o processo de reparacdo 6ssea, essa caracteristica pode facilitar o
suprimento sanguineo do tecido do hospedeiro e promover a integragéo do scaffold.
A angioinducéo € a estimulacdo de células epiteliais pela liberagdo de moléculas
pré-angiogénicas dos scaffolds. Essas substancias habilitam uma vascularizacao
adequada na regido onde o scaffold foi implantado e sua integragcao com o corpo do
hospedeiro (RATHER; JHALA; VASITA, 2019).

Dessa forma, é de vital importancia que no processo de desenvolvimento

celular e formacéo tecidual que o scaffold desenvolva, juntamente com o tecido em
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questdo, uma rede vascular capaz de promover a nutricdo adequada das células e
excrecao de seus metabdlitos, do contrario células que se encontram no interior do
scaffold morrerdo por inanicdo ou necrose em funcdo do acumulo de toxinas.
Atualmente, a principal forma de estimulo da angiogénese tem sido por meio de
fatores de crescimento, como os fatores de crescimento para fibroblastos (FGFs);
fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF); fatores de crescimento
derivados de plaquetas (PDGF) e células endoteliais (EC). No entanto, essas
substancias se mostraram efetivas até um certo ponto (SEO; JUNG; KIM, 2018).
Além da extensdo da area atingida pela vascularizacdo nem sempre ser suficiente,
algumas vezes a proliferacdo celular pode ocorrer em velocidade superior a
formacéo do vaso, essa falta de sincronia pode determinar o insucesso da formacgéao
tecidual.

Com o intuito de resolver essa limitacdo, o desenvolvimento de estruturas
com funcdes duais, ou seja, capacidade tanto de osteoinducdo e condugdo como
de angioinducéo e conducao, tem sido estudado. Essa dupla funcionalidade pode
ser através da capacidade de estimulo do proprio material como de sua capacidade
de liberar fatores de crescimento para ambas situagdes, promovendo dessa forma
sincronia de estimulo de células 0sseas e endoteliais (RATHER; JHALA; VASITA,
2019).

3.5.1 HEMOCOMPATIBILIDADE

O contato de dispositivos biomédicos com o sangue pode provocar distarbios
no equilibrio de fatores pr6 e anticoagulantes no sistema vascular. Esse equilibrio é
pré-requisito para uma circulacdo sanguinea estavel, garantindo a todos os 6rgaos
o suprimento adequado de nutrientes e oxigénio e também remocéo de metabalitos.
A perturbacédo desse equilibrio pode levar a formacgao de trombos ou sangramentos,
além de poder afetar 6rgdos vitais e distantes ao local de implante do material,
através da distribuicdo de produtos originados do contato do biomaterial com o vaso
pela corrente sanguinea. O motivo principal dessa alteracéo a partir da implantacéo
de biomateriais no corpo humano deve-se ao fato de que, ao contrario do endotélio,
esses materiais ndo possuem propriedades anticoagulantes e, ainda, podem
possuir caracteristicas superficiais que atuem como gatilhos coagulantes (MAITZ et
al., 2019).
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A ativacdo dos mecanismos de defesa do sangue quando em contato com
biomateriais representa um desafio na performance de dispositivos médicos em
contato direto com a corrente sanguinea. A ativacdo da cascata de coagulacao,
mecanismos celulares inflamatorios e plaquetarios estéo entre as reacdes adversas
do sangue que podem comprometer o funcionamento do biomaterial (BIRAN;
POND, 2017). A hemocompatibilidade € a capacidade que um tecido ou material
possui de ndo produzir no tecido sanguineo, quando em contato com o mesmo,
reacdes como coagulacdo e formacédo de trombos, impedindo assim seu fluxo
natural. Essa é uma caracteristica muito importante para os biomateriais,
principalmente para este trabalho, que tem como um dos objetivos principais a
formacéo de uma rede vascular funcional.

Alternativas para aumentar a hemocompatibilidade do material tém sido
utilizadas e podem ser divididas em modificagbes de superficie passivas e ativas.
As passivas tentam suprimir a adsorcao de proteinas utilizando escovas hidrofilicas
sem carga ou zwitteridnicas ou hidrogéis na superficie. Superficies extremamente
hidrofébicas que evitam o molhamento por 4gua ou sangue, tém sido sugeridas
também para evitar a adsor¢do. As modificacbes ativas atuam promovendo
propriedades anticoagulantes e fibrinoliticas na superficie do material (MAITZ et al.,
2019).

Atualmente, a celulose é utilizada em alguns procedimentos, onde ocorrem
contatos diretos e permanentes com 0 sangue, como por exemplo nas membranas
utilizadas no processo de hemodidlise. Para garantir a compatibilidade sanguinea
com a celulose, especificamente, varios processos de modificacdo da superficie do
material tém sido utilizados, tais como imobilizacdo por heparina, alquilacdo das
cadeias Ci6-Cis, para realcar a adsorcéo de albumina e incorporagéo de moléculas
de poli (etileno glicol) na superficie do material (ZHANG et al., 2003). Um outro
método ja testado em laboratério trata da modificacdo da superficie da celulose
atraves da utilizagdo do mondémero vinil zwitteribnico de amonio. Segundo Zhang et
al. (2003), esse processo diminui a adeséo de plaquetas ao material, aumentando
assim sua hemocompatibilidade (ZHANG et al., 2003).

Yuan et al. (2013) descrevem um outro método no qual promove-se a sintese
de compostos associados a fosforilcolina, uma molécula intermediaria na sintese
dos fosfolipidios, capaz de aumentar a hemocompatibilidade pela diminuicdo de

adeséo de plaquetas e adsorcéao de fibrinogénio, proteina presente na formacéo dos
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trombos (YUAN et al., 2013). Park e Bronzino (2003), apontam a heparinizacéo de
superficies dos materiais como o método de preferéncia quando se quer obter
hemocompatibilidade, por ser bem tolerado pelo organismo e ser considerado um
método seguro (PARK; BRONZINO, 2003). Entretanto, Peng, Li e Meng (2017)
consideram que, apesar de a heparina ser o anticoagulante mais comumente usado
tanto na prética clinica quanto na cobertura de superficie de biomateriais, apresenta
desvantagens como alto custo e efeitos colaterais potencias como hemorragia
interna, rapida biodegradacéo e trombocitopenia, tornando inviavel a sua utilizacao
em larga escala. De acordo com este estudo, a capacidade anticoagulante da
heparina esti associada aos grupos carregados negativamente em sua estrutura
molecular (carboxil e sulfénico), dessa forma esforcos tém sido empregados na
sintese de polimeros que contenham em sua estrutura os grupos sulfato, sulfamida
e carboxilato, mimetizando a acdo da heparina. Esses compostos possuem como
vantagens sobre a heparina o baixo custo, propriedades anticoagulantes, anti-
inflamatorias, anticarcinogénicas e promocdo de adesdo e crescimento celular
(PENG,; LI; MENG, 2017).

Além da heparinizagdo, Park e Bronzino (2003) citam a cobertura da
superficie com albumina, uma vez que estudos revelaram que superficies
resistentes a adesao de plaquetas possuem maior afinidade com a albumina; e cita
também a preparacdo da superficie através da utilizacdo de fibronectina, ja que
essa substancia mimetiza uma superficie proxima ao do vaso sanguineo natural
(PARK; BRONZINO, 2003).

3.6 DECELULARIZACAO DE TECIDOS

Diante dos desafios expostos até agora, uma nova técnica tem ganhado
espaco no campo da engenharia de tecidos: a decelularizacdo. Trata-se de um
procedimento em que as células nativas do érgao e componentes relacionados a
elas sdo removidos mediante processo quimico ou fisico, deixando apenas a matriz
extracelular, que devera ser recelularizada com as células de interesse. A
composicdo original, estrutura e caracteristicas macroscopicas da matriz
extracelular, inevitavelmente sofrerdo algum tipo de alteragéo. Assim, a busca pela
otimizacdo da técnica, em que o processo de decelularizagcdo preserve as

caracteristicas mais importantes da MEC, tem sido o objetivo principal das ultimas
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pesquisas (SHAKOURI-MOTLAGH et al., 2017). Scaffolds de materiais biologicos,
compostos por matriz extracelular, sdo usados para facilitar a reconstrugao e
remodelacdo de oOrgaos, tanto em estudos pré-clinicos em animais quanto em
aplicacdes humanas. A maior vantagem no uso de scaffolds de matriz extracelular
natural esta no principio denominado “reciprocidade dinamica”, existente entre as
células e a matriz, que se caracteriza pela constante mutacao da matriz em funcéo
do metabolismo celular, que por sua vez, sofre influéncia direta dos componentes
da matriz (BADYLAK; TAYLOR; UYGUN, 2011). Uma vez que os scaffolds
derivados de matriz extracelular decelularizada mantém a estrutura tridimensional
do tecido nativo e pode prover a sinalizacdo necesséaria na modulacédo da funcéo
celular, eles tém sido considerados superiores em termos de manutencédo e guia no
processo de diferenciacdo das células-tronco quando comparados as culturas de
tecidos realizadas em estruturas de polimeros artificiais, por exemplo (TAYLOR et
al., 2018).

Um dos primeiros exemplos de utilizacdo de materiais decelularizados em
tratamentos médicos, foram as valvulas cardiacas de origem bovina ou porcina. As
valvulas ou préteses mecanicas possuem elevada durabilidade, entretanto
requerem uso constante de anticoagulantes a fim de evitar tromboses ou embolias,
0 que pode ser diminuido com o uso das valvulas de origem animal. Valvulas
aorticas de porco decelularizadas exibem grande potencial como scaffolds em
funcdo da similaridade com as valvulas humanas, contudo as taxas de sucesso na
pratica clinica sdo variaveis em virtude de antigenos residuais responsaveis por
respostas imunolégicas do receptor. Com isso, uma decelularizacdo e efetiva
remocado de componentes celulares antigénicos € um passo essencial, porque
diminui os riscos de uma resposta imunoldgica adversa (LIU et al., 2018).

A submucosa do intestino delgado de porcos, € um exemplo de matriz
extracelular natural, acelular rica em colageno, largamente utilizada pela engenharia
de tecidos. Além do colageno, essa estrutura contém fatores biolégicos ativos como
glicosaminoglicanas, glicoproteinas (fibronectina) e fatores de crescimento basico
de fibroblastos (bFGF), fator de crescimento transformador-g (TGF-B), fator de
crescimento epidérmico -1 (EGF), fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) e insulina fator de crescimento-1 (IGF-1). Em funcdo de sua rica
composicao e aprovacao de uso ja concedida pela Food and Drug Administration

(FDA), tem sido implantado com sucesso em reconstrugcdes de diferentes tipos de



tecidos, como reparagcéo de feridas e substituicdo de tecido epitelial, reparo de
defeito musculo facial na parede abdominal, reparo de varios tipos de hérnia,
cirurgia de reto e célon, aumento de bexiga e recuperacdo de pregas vocais sem
cicatriz (LI et al., 2017).

Estudos recentes demonstraram a importancia da especificidade entre o
scaffold bioldgico e as células que se pretende desenvolver. Células hepaticas, por
exemplo, devem ser semeadas preferencialmente em scaffolds produzidos a partir
da decelularizacdo de um figado, em virtude da interferéncia direta das células
sobre a matriz e vice-versa (NIKLASON, 2018). Além disso, a propria topologia do
orgdo pode ser capaz de auxiliar no processo de fixagdo e desenvolvimento celular.

O objetivo principal da técnica de decelularizacao é realizar a remocao das
células sem afetar a composicdo, a atividade biolégica e a estrutura da matriz
extracelular, conforme mostrado na Figura 2, por meio de métodos que podem
variar desde a perfusdo de agentes quimicos ou enzimaticos até processos fisicos
como congelamento e agitacdo, que provocam o rompimento da membrana celular
e permitem que os debris sejam removidos por meio de enxague. Em geral, a
associacdo de métodos fisicos e quimicos € necesséria para uma decelularizacédo

efetiva (FARAG et al., 2018).

Figura 2: Decelularizacdo de coracdo de porco durante 48 horas

0 HORAS 8 HORAS 48 HORAS

Fonte: SEETAPUN; ROSS (2016)
Um estudo realizado por Park e Woo (2012) analisou a viabilidade de

decelularizacdo multipla obtendo scaffolds biol6gicos de diversos 6rgaos, dessa
forma é possivel atender a demanda de varios pacientes ao mesmo tempo ou
mesmo de um Unico paciente que necessite de varios orgaos, de forma mais efetiva
(PARK; WOO, 2012). Bohac et al. (2018) utilizaram um novo método de
decelularizag&o para tecido epitelial de cadaveres humanos, para ser utilizado como
enxerto em pacientes pos-mastectomia que serdo submetidas ao implante de

protese. Nesses casos, em geral séo utilizados enxertos autélogos de pele, porém
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quando isso ndo é possivel é necesséario o uso de biomateriais para uma efetiva
cobertura da prétese. Neste estudo a decelularizacdo foi realizada utilizando
somente agentes enzimaticos e quelantes, sendo finalizada em imersdo em agua
destilada (BOHAC et al., 2018)

3.6.1 RETICULACAO

O processo de reticulagdo tem mostrado resultados encorajadores em
relacdo a melhoria estrutural e durabilidade de matrizes decelularizadas. Esse
procedimento tem sido considerado uma etapa necessaria apds a decelularizacao
matrizes extracelulares de 6rgaos e tecidos (YAO, 2019). O principal objetivo da
reticulacdo € melhorar as propriedades biomecanicas dos scaffolds através da
formacao de uma rede firme na matriz polimérica. Trata-se de uma ligacao fisica ou
quimica que conecta grupos funcionais de cadeias poliméricas por intermédio de
ligacbes covalentes ou interacdes supramoleculares, como ligagdes idnicas e
pontes de hidrogénio (ORYAN et al., 2018). Esse procedimento promove melhoria
das propriedades mecanicas e estabilidade em meio aquoso, porém a taxa de
degradacédo pode sofrer diminuicdo, assim como mudancas na funcionalidade,
reologia e provocando também aumento da citotoxicidade (ABBASIAN et al., 2019).

As técnicas de reticulacdo podem ser divididas em trés principais categorias:
quimica, fisica e enzimatica. Na reticulacdo quimica, utilizada neste estudo, as
cadeias poliméricas se unem através de ligacdes covalentes, produzindo materiais
estaveis. O glutaraldeido, solugdo de escolha deste estudo, € um dos agentes
reticulantes mais utilizados em polimeros naturais devido a sua capacidade de
reacao com varios grupos funcionais (ex: amina e hidroxila) e prover materiais com
melhora substancial de propriedades mecanicas (ABBASIAN et al., 2019).

Diferente de sua aplicacdo em matrizes poliméricas, sua aplicacdo em
tecidos ainda possui limitagdes, como por exemplo em estudos de envolvendo
cirurgias cardiovasculares utilizando pericardio bovino tratados. Alguns estudos
avaliaram o impacto do glutaraldeido sobre elementos estruturais e bioquimicos de
scaffolds cardiovasculares, indicando manutencao estrutural da MEC e seus
componentes. Entretanto, as valvulas perdiam sua funcdo devido a calcificacéo

provocada por resposta imunolégica (ZOUHAIR et al., 2019).
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3.7 METODOS DE DECELULARIZACAO
Uma breve consideracéo sobre os métodos de decelularizacdo é necesséria

para justificarmos nossa escolha para este estudo.

3.7.1 METODOS FisICOS

Com relagdo aos métodos fisicos, o mais difundido e utilizado é o
congelamento rapido. Nesse processo ocorre formacdo de cristais de gelo, que
serdo responsaveis pelo rompimento das membranas, provocando lise celular. Essa
mudanca rapida de temperatura deve ser controlada a fim de evitar que cristais
rompam também a estrutura da MEC. A aplicacdo desse método em alguns tipos
de tecido como a cartilagem auricular, se mostrou eficiente. Além do rompimento da
membrana, a baixa temperatura induziu a apoptose de condrdcitos e ndo foram
detectadas alteracdes significativas na matriz extracelular. Esse processo diminui o
tempo de exposicdo aos agentes quimicos, que podem afetar as propriedades
mecanicas da matriz extracelular (RAHMAN et al., 2018). Um segundo método fisico
€ a pressao direta, em que diferentes gradientes de pressao sao utilizados durante
a perfusao dos tecidos, forcando a lise celular e o desprendimento de debris da
matriz extracelular. Entretanto, é indicado somente para érgados 0cos como vasos
sanguineos e intestinos ou que ndo possuam a matriz extracelular muito densa,
como o figado, por exemplo (GILBERT; SELLARO; BADYLAK, 2006). Alguns
estudos demonstraram que a perfuséo pulsatil € mais benéfica do que a perfusao
de fluxo continuo, em cirurgias cardiacas por exemplo, a perfusdo pulsatil do sangue
promove uma liberacdo maior de creatinina que resulta em um nivel mais baixo de
indice de lactato pdOs-operatorio, preservando as funcfes renais. Dessa forma,
acredita-se que o uso de perfusdo pulsatil durante o processo de decelularizacao
pode facilitar a chegada do detergente as células e consequentemente diminuindo
o tempo de exposicao das células ao detergente (PARK et al., 2018).

Esse método também pode ser utilizado na delaminacdo de camadas de
tecidos, que, em geral, é efetivo e provoca prejuizos minimos a estrutura
remanescente da MEC. Por fim, temos o método de agitagcdo mecanica, que €
utilizado isoladamente ou em associacdo com metodos quimicos, auxiliando na lise
celular e também na remocao dos debris. A agitacdo mecéanica pode ser realizada

através de placa de agitagdo magnética, agitador orbital ou rolo de baixo perfil,



entretanto ainda ndo existem estudos determinando qual a melhor frequéncia de
agitacao para remocéao celular. Contudo, um limpador ultra-sénico padréo parece
ter a mesma eficiéncia de um agitador orbital. Em todos esses procedimentos,
frequéncia, velocidade, tipo e quantidade de reagente, dependerao do tipo de tecido
em questao (KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015).

3.7.2. METODOS QUIMICOS

Os meétodos quimicos contemplam diferentes tipos de substancias, que
podemos dividir nas seguintes classes: acidas e alcalinas; detergentes ibnicos, ndo
iGnicos e zwitterionicos; tri (n-butil) fosfato; tratamentos hiper e hipotdnicos; agentes
guelantes; substancias enzimaticas.

Durante os processos de decelularizacdo, proteases podem ser liberadas
pelas células rompidas. Por isso, em tratamentos quimicos de longa duracgéo, é
recomendavel a adicdo de inibidores de proteases ou solu¢des tampéo, evitando
gue a alta concentracdo e longa permanéncia dessas substancias causem danos a
MEC. Outro fator que deve ser ressaltado relaciona-se a proliferacdo de bactérias
durante longos processos de decelularizagdo, o que levou ao acréscimo de
antibioticos como a Estreptomicina, Anfotericina B e Penicilina a muitos protocolos.
Entretanto, a permanéncia de residuos de antibioticos no scaffold pode dificultar a
regularizacdo por agéncias controladoras, que podem considera-lo um distribuidor
de drogas ao invés de um dispositivo de crescimento celular (GILBERT; SELLARO;
BADYLAK, 2006).

O procedimento TRICOL que combina choque osmético, detergentes e
endonucleases, tem sido considerado uma técnica promissora. Estudos utilizando
valvulas cardiacas humanas decelularizadas por este método associado as células-
tronco mesenquimais oriundas de medula 6ssea, resultaram em uma MEC que
proporciona diferenciacdo celular guiada obtendo valvulas maduras. Além disso,
estudos in vitro e pré-clinicos utilizando valvulas cardiacas porcinas tratadas através
do TRICOL e reimplantadas em porcos, demonstraram potencial regenerativo apos
15 meses, resultando em tecidos viaveis e funcionais assim como excelente
performance hemodinamica (ZOUHAIR et al., 2019).
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3.7.2.1. SOLUCOES PARA DECELULARIZACAO

Substancias acidas e alcalinas: atuam através da remocdo dos
componentes citoplasmaticos e acidos nucléicos (RNA e DNA),
porém, na maioria das vezes, ndo sdo eficientes quando utilizados
isoladamente. Acidos peracético, sulfdrico, hidrocloridrico e hidréxido
de amodnia sao eficientes na decelularizacdo, porém costumam
dissociar importantes moléculas da estrutura de colageno, como as
glicosaminoglicanas e também reduzirem a quantidade de fatores de
crescimento. (KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015).

Detergentes ndo-idnicos: tém sido utilizados devido ao efeito suave
gue exercem sobre as estruturas da MEC. Suas acdes se dao pela
ruptura das ligacdes lipideo-lipideo e lipideo-proteina, contudo nao
exercem nenhum efeito sobre as ligacdes proteina-proteina, o que
garante a manutencdo de uma estrutura remanescente funcional. Um
dos detergentes ndo-idnicos mais utilizados € o Triton X-100. Sua
concentracao e tempo de exposicdo variam com o tipo de protocolo e
tecido, sendo utilizado com eficiéncia na remocao de residuos do
Dodecil sulfato de sodio (SDS), um detergente idnico (GILBERT;
SELLARO; BADYLAK, 2006).

Detergentes i0nicos: melhoram a remogdo de estruturas
citoplasmaticas e nucleares e sdo muito eficientes mesmo quando
utilizados isoladamente, porém tendem a desnaturar proteinas através
da quebra de liga¢cBes proteina-proteina. Os mais usados atualmente
sdo o Dodecil sulfato de sédio (SDS), o deoxicolato de sédio e o Triton
X-200, sendo os dois ultimos mais agressivos a estrutura de colageno
remanescente. Os residuos dessas substancias podem ser
prejudiciais ao material (KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015).

Detergentes zwitteridbnicos: a carga neutra dos seus grupos
hidrofilicos protege a estrutura natural das proteinas durante o
processo de decelularizacdo. Os principais representantes dessa

classe sdo o 3-[(3-colamidopropil) dimetilamdnio]-1-propano-sulfanato

35



(CHAPS) e sulfobetaina-10 (SB-10). Apesar da maior conservacao da
estrutura colagena, sua eficiéncia na remocdo celular ainda é
guestionada (KEANE; SWINEHART; BADYLAK, 2015).

Tri (n-butil) fosfato: € um solvente organico utilizado na inativacao de
virus no sangue sem comprometer o fator de coagulacdo. Em alguns
estudos, como os utilizados em tenddes de ratos, demonstrou-se nao
possuir efeitos negativos sobre as fibras coladgenas apds o fim do
processo de descelularizagdo, entretanto residuos de membranas
celulares nao foram eficientemente removidos (GILBERT; SELLARO;
BADYLAK, 2006).

Substancias hipo e hipertdnicas: promovem a lise celular através
da diferenca de pressdo osmdética. Para isso, podem ser usadas
solugbes como a &gua deionizada ou outra solucdo de baixa
concentracdo i6bnica. Na maioria dos casos € necessaria
complementacdo com outra substancia, como as enzimaticas, por
exemplo, para remocdo dos residuos celulares (KEANE;
SWINEHART; BADYLAK, 2015).

Agentes quelantes: EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético) e
EGTA (&cido etilenoglicol tetra-acético) formam um complexo
molecular em forma de anel, que se liga firmemente, e isola um ion
metalico central. Essas substancias atuam “sequestrando” cations
como o Ca?* e Mg?" necessarios a adesdo das células a MEC. Os
agentes quelantes sdo, geralmente, utilizados em associagcdo com
agentes enzimaticos ou outros detergentes visando assegurar a
completa remocédo de residuos (KEANE; SWINEHART; BADYLAK,
2015).

Agentes enzimaticos: incluem digestdo por proteases, agentes
guelantes de calcio e nucleases, a tripsina € uma das sustancias mais
comumente utilizadas em protocolos de decelularizagéo que envolvem

agentes enzimaticos. Essas substancias mostraram eficiéncia no
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processo de lise celular, entretanto uma exposi¢cao prolongada pode
ter como consequéncias a remocdo de fibronectina,
glicosaminoglicanas, e a inducdo de resposta imunoldgica pela
dificuldade de remocdo dos residuos (GILBERT; SELLARO;
BADYLAK, 2006).

3.8 DECELULARIZA(}AO DE TECIDO VEGETAL

As paredes celulares dos vegetais sdo formadas basicamente por quatro
componentes: celulose, hemicelulose, lignina e pectina. Dentre eles, o mais
abundante e de maior importancia no desenvolvimento deste trabalho € a celulose.
A biocompatibilidade da celulose j& foi comprovada quando de sua utilizacdo em
alguns materiais como membranas de reparacdo epitelial e para hemodialise. No
entanto, vale aqui lembrar que a biocompatibilidade pode ser alterada de acordo
com local e finalidade que se pretende usar o material (MULLER et al., 2006).

A celulose é um polimero natural, formado por uma longa cadeia monomérica
de glicose. Essas cadeias formam microfibras que possuem regides cristalinas e
n&o-cristalinas, como mostra a Figura 3 (MULLER et al., 2006). Essas fibrilas
contém dominios de celulose cristalina em sua superficie e ao longo de seu eixo
principal, e é essa estrutura que é desconstruida, tanto por métodos fisicos quanto
quimicos, no desenvolvimento de novos materiais (KRISHNAMACHARI;
HASHAIKEH; TINER, 2011). Trés grupos hidroxila (OH) estéo ligados a celulose,
sendo responsaveis pela compactacdo da estrutura cristalina e determinando as
propriedades fisicas da celulose. Nas fibras das plantas, a celulose pode ser
encontrada também na forma amorfa ligada as estruturas cristalinas por meio de
ligacdes inter e intramoleculares, 0 que proporciona resisténcia a variacao térmica.
Além disso, a celulose possui boas propriedades mecéanicas, baixa densidade e
biodegradabilidade. Devido a sua longa cadeia e alto peso molecular, é insoltvel
em agua (WULANDARI; ROCHLIADI; ARCANA, 2016).

Nos ultimos anos, a celulose tem sido alvo de pesquisas e analises acerca
de suas caracteristicas favoraveis ao uso dessa substancia no desenvolvimento de
materiais, como membranas para hemodialise. Um dos principais pontos de
interesse esta na sua resisténcia mecanica. De acordo com Gibson (2012), a

celulose apresenta Modulo de Young de 130 GPa e resisténcia a tracdo de 1 GPa,



ambos valores expressivos para um polimero natural, que podem ser Uteis em

algumas aplica¢des, como na classe dos Biomateriais (GIBSON, 2012).

Figura 3: Estrutura molecular e microfibras de celulose
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Fonte: GIBSON, L.J. (2012)
Scaffolds naturais decelularizados mantém as propriedades mecanicas e

estruturais do 6rgdo ou tecido nativo, como resisténcia a tracao e estrutura Unica de
matriz extracelular. Contudo, a dificuldade de remocdo de alguns componentes
celulares que nédo participam do processo de adesdo e migracdo celular, pode
provocar respostas imunoldgicas indesejaveis (LUKANINA et al., 2018). Em funcéo
disso, pesquisadores da Universidade de Winsconsin, Estados Unidos,
desenvolveram uma pesquisa que trata da producédo de scaffolds a partir do tecido
vegetal. A principal motivagdo para o uso de plantas € a similaridade do sistema
vascular destas com o dos mamiferos, ilustrado na Figura 4. Na pesquisa em
questao, Gershlak et al. (2017) utilizaram o método de decelularizagcdo em folhas
de espinafre com intuito de obter um scaffold de celulose previamente vascularizado
(Figura 5).
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Figura 4: Comparacéo entre a rede vascular de mamiferos e vegetais
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Fonte: GERSHLAK et al. (2017)
Uma estrutura pré-vascularizada permite que fatores de crescimento para

angiogénese sejam utilizados como coadjuvantes e ndo como meio principal. Outra
vantagem da utilizacdo do tecido vegetal é a eliminacdo do dilema ético presente,
tanto em relacdo a utilizacdo de animais em pesquisas quanto em relacdo a

utilizag&o de tecidos humanos.

Figura 5: Espaco de tempo da decelularizacéo da folha de espinafre

Fonte: GERSHLAK et al. (2017) (Adaptada)

Este estudo visa explorar os métodos utilizados pela pesquisa de Gershlak
et al. (2017), porém com um objetivo distinto. Enquanto o tecido de interesse da
pesquisa original era o cardiaco, foco desta pesquisa seré regeneracdo de tecido
0sseo, mais especificamente o peridsteo. Além disso, busca-se avaliar se a
concentracao suficiente para decelularizar mantendo a estrutura da rede vascular,

promove algum tipo de alteracdo nas caracteristicas e propriedades do material.



3.9 CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA

As amostras de tecido vegetal foram submetidas a procedimentos de
caracterizacdo, antes e ap0s o processo de decelularizacdo. Foram realizados:
espectroscopia de absorcdo na regido de infravermelho (FTIR); analise
termogravimétrica (TGA); calorimetria exploratéria diferencial (DSC); andlise
elementar e microscopia eletrénica de varredura (MEV) e ensaio de precipitacao.

3.9.1 Espectroscopia de absorcado naregido de infravermelho (FTIR)

Essa técnica é considerada uma das mais importantes técnicas
experimentais para a caracterizacdo de polimeros, em termos de identificacdo e/ou
determinacdo de caracteristicas estruturais, principalmente no que se refere a
grupos funcionais e de ligacbes presentes na amostra. Além das informacdes
qualitativas, a andlise por FTIR permite a determinacdo semi-quantitativa de
componentes de uma amostra ou mistura, esteja ela no estado sélido, liquido,
gasoso ou em solucéo (ndo-aquosa). Entretanto, a energia do campo magnético cai
exponencialmente a medida que aumenta a profundidade da amostra, assim esta
técnica € praticamente limitada a obtencéo de informacgéo da superficie da amostra
(HARDIN et al., 2013).

Murphy e Pinho (1995), utilizaram o FTIR para determinagao da presenca de
agua em membranas celuldsicas assimétricas em diferentes estados. A forma como
as moléculas de agua se apresentam em determinado material revelam muito sobre
suas caracteristicas como hidrofilia e porosidade, de extrema importancia quando
se trata de material que requer um bom grau de perfusédo (MURPHY; DE PINHO,
1995). A figura 6 € o resultado de uma andlise de FTIR de celulose obtida pelo
processamento de bagaco de cana-de-acucar, e ilustra 0 comportamento esperado
do material, os principais nUmeros de onda de absorc¢éo estdo descritos na tabela
2(CANDIDO; GODOY; GONCALVES, 2017).
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Figura 6: Espectro de FTIR da celulose
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Fonte: CANDIDO; GODOY; GONCALVES (2017)

Tabela 2: Apresentando os grupos quimicos em espectroscopia FTIR

Numero de Grupo Quimico
Onda
3400 cm™? Presenca de grupos OH na estrutura da molécula
1650 cm? Absorcao de agua
1360 cm Vibracéo entre ligagées C-H
1220 cm Vibracgéo entre ligagées C-O

Esse procedimento possibilita uma andlise do efeito do processo de
decelularizacdo sobre as cadeias poliméricas da celulose, por comparacdo das
folhas nativas com as folhas decelularizadas.

3.9.2 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise térmica é o estudo da relagdo entre uma propriedade de uma
amostra e sua temperatura quando a amostra € aquecida ou resfriada em um
intervalo controlado de temperatura. A TGA é utilizada para estudo da
decomposicédo térmica de substancias organicas e inorganicas e monitora reacdes
quimicas e conversdes fisicas, ocorridas durante o processo de aquecimento,
detectando a mudanca de massa em funcéo da temperatura e tempo e o residuo
carbonizado (LOOF et al., 2016). Em estudo recente desenvolvido por Loof et al.

(2016), esta técnica de caracterizagao foi utilizada para comparagdo de amostras



42

de celulose pura com amostras apds o processo de silanizacdo, demonstrando a

diferenca de temperaturas das reacdes quimicas nos dois produtos(LOOF et al.,

2016). A figura 7 mostra as alteracdes sofridas pela celulose em fungéo da variacéo
de temperatura(CANDIDO; GODOY; GONCALVES, 2017).

Figura 7: Analise termogravimétrica da celulose
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Fonte: Candido; Godoy; Gongalves (2017)
30 — 200°C Perda de agua
200 — 380°C Decomposicao das cadeias de hemicelulose e lignina
380 — 600°C Carbonizacao de produtos de degradacao

Essa técnica permite avaliar a estabilidade térmica da amostra, sua

composicdo e a estabilidade dos compostos intermediarios, simulando um

comportamento em temperaturas como a do corpo humano.

3.9.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

. E uma técnica na qual a diferenca de fluxo de calor entre a amostra e um

material de referéncia € medida em funcdo da temperatura por meio de um

calorimetro diferencial. Por meio dessa técnica € possivel identificar eventos

endotérmicos ou exotérmicos ocasionados pelas transicdes de fases.

O DSC surgiu como um método no estudo da interacdo de polimeros e

sistemas bioldégicos com solventes. Atualmente, os estudos preliminares da

membrana de celulose e interagdo com a agua sdo realizados aplicando-se
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calorimetria exploratoria diferencial (DSC), termogravimetria (TG) e analise
termomecanica (TMA). Para determinacao do estado da 4gua nas membranas, sdo
realizados exames de fusdo e de comportamento de cristalizacdo da agua. Os
resultados séo relacionados as mudancas estruturais na fase polimérica resultante
do inchaco provocado pela 4gua (CIESLA; RAHIER; ZAKRZEWSKA-TRZNADEL,
2004). As alteracdes ocorridas na celulose pela aplicacdo desta técnica séo

mostradas pela figura 8.

Figura 8: Analise DSC da celulose
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Fonte: Candido; Godoy; Gongalves (2017)

32°C Reacé&o endotérmica — Transicao vitrea

200°C Reacédo exotérmica

217°C Reacédo endotérmica — decomposi¢éo da celulose
300°C Inicio de degradacgédo das cadeias

Nesta pesquisa a importancia da utilizacdo do DSC esta na determinacao
das temperaturas de cristalizacao e transicéo vitrea dos polimeros.

3.9.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura &€ uma técnica na qual a amostra é
irradiada por um feixe de elétrons, diferente da microscopia Otica em que a
irradiacéo se dar por um feixe de luz. Como resultado da interacdo do feixe de
elétrons com a superficie da amostra uma série de radiagbes sdo emitidas, dentre

elas, as de maior interesse séo os elétrons secundarios e retroespalhados. Os



elétrons secundarios fornecem uma imagem de alta resolucdo da topografia da
superficie da amostra, enquanto os retroespalhados fornecem imagem
caracteristica da variacdo da composicao (MALISKA, 2011).

A celulose e, em especial, 0s nano compdésitos celulésicos possuem uma
ampla gama de caracteristicas e compreender isso € o objetivo principal dos
ensaios realizados com microscopia eletrénica. A escala variavel de caracteristicas
relevantes € um problema a ser solucionado. Cristais individuais de celulose podem
ter poucos nanémetros de largura, podem ter, no entanto, centenas de nanémetros
de comprimento. Estes podem se agrupar ou agregar formando estruturas muito
maiores, de varias centenas de microns de comprimento, e complexo
entrelacamento. Entrelacamento este que pode afetar a forca total e as
propriedades de um dado composto sem afetar a quimica ou cristalografia de curto
alcance da amostra. Dessa forma, € preciso ter cuidado para que os métodos de
preparacdo nao obscurecam essas caracteristicas. (KRISHNAMACHARI;
HASHAIKEH; TINER, 2011).

Por meio desta técnica, foi feita analise da existéncia de superficie de
fraturas; caracterizagdo micro estrutural; andlise quimica qualitativa e quantitativa e

identificacdo de fases, constituintes e segregacoes.

Tabela 3: Propriedades mecéanicas da celulose e do osso cortical

Material Densidade (kg m"") Modulo de Young((iPa) Resisténcia a tracdo (MPa)

Celulose 1450-1590 120-140 750-1080

Osso cortical 1300 - 2000 15.2-408 00

Fonte: Adaptado de Gibson, L. J. (2012)

3.9.5 Ensaio de precipitacéo
Fosfato de calcio € o principal componente inorganico dos tecidos duros
COmOo 0S 0SSOS e 0s dentes, ele da essas estruturas estabilidade, dureza e funcéo.
Sua formacéao biolégica se da através da precipitacdo de nano cristais em condi¢des
adequadas. O fosfato de calcio possui excelente biocompatibilidade e
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consequentemente possui aplicacdes biomédicas, especialmente em casos de
regeneracao de tecidos duros (SALAMA, 2019). Em 1980, Hench et al. demonstrou
que uma camada rica em SiO2 e fosfato de calcio se forma na superficie dos
chamados biovidros (Bioglass) quando implantados no corpo humano, permitindo a
ligacdo ao 0sso vivo e, que a formacao de um filme de fosfato de célcio in vivo pode
ser reproduzida em uma solugéo tampdao de Tris hidroximetilaminometano e acido
cloridrico em pH 7,4. Em 1991, Kokubo et al. realizaram ensaios de precipitacdo em
ceramica A-W que foi submetida as analises de difracdo de raios X, FTIR, MEV e
microscopia eletrbnica de transmissao, onde pode ser observada uma superficie de
apatita formada em SBF, estabelecendo assim que a bioatividade éssea de um
material, ou seja, sua capacidade de se fundir ao 0sso vivo, pode ser mensurada
através da formacdo da camada de apatita quando exposto a solucdo SBF
(KOKUBO, T; TAKADAMA, H., 2006).

A utilizacdo do fosfato de célcio é de grande interesse quando se trata de
engenharia de tecido 6sseo devido a sua habilidade de imitar componentes
inorganicos de tecidos duros. Além disso, apresentam propriedades como
porosidade, particulas de tamanho pequeno e estrutura mineral. Contudo, essas
substancias possuem desvantagens como baixa resisténcia mecanica, assim a
associacao com estruturas poliméricas tem sido cada vez mais empregada a fim de
otimizar a estrutura final (ABBASIAN et al., 2019).

Com esse ensaio, foi possivel avaliar se o processo de decelularizacao
interfere na capacidade de formacao da camada de apatita, através da comparacéo
de resultados entre folha nativa e decelularizada.
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4 MATERIAIS E METODOS

A metodologia consistiu em processamento quimico e posterior
caracterizacdo fisico-quimica das amostras. Para comparacdo, amostras néo
submetidas ao processamento também foram caracterizadas.

4.1. Materiais

A planta de escolha para esse estudo foi o espinafre, Spinacea Oleracea, da
ordem dos cariofilales, familia Chenopodiaceae, adquiridas em mercado local. Para
tanto foram utilizadas as folhas, que foram armazenadas em temperatura entre 5 e
7 °C antes do processamento.

As solucbes escolhidas foram o dodecilsulfato de soédio (NaCi2H25S0a4),
detergente ibnico que apresenta boa capacidade de solubilizacdo de membranas
plasmaticas, DNA e lipideos e o Triton X-100, (C14H220(C2H40)»), detergente nédo-
ibnico capaz de solubilizar proteinas sem alterar a estrutura da matriz extracelular.

Por fim, o enxague foi realizado com agua deionizada para remocéao de debris
celulares bem como dos residuos dos detergentes. A escolha das solugdes foi
baseada no protocolo realizado por Gershlak et al. (2017), considerando a utilizac&o
do mesmo tipo de folha e na fragilidade do material a ser manipulado.

4.2. Caracterizacéo fisico-quimica das amostras

Espectroscopia de absorcédo na regiao de infravermelho (FTIR): As
amostras foram analisadas em espectrofotometro da Shimadzu Corporation,
modelo IRPrestige-21, equipado com transformada de Fourier, FTIR-8400S e
acessoério ATR, no Centro Federal de Educacdo Tecnolégica de Minas Gerais
(CEFET/MG). A técnica utilizada foi de 68 varreduras entre 4000 cm-1 e 500 cm™,
com resolucdo de 4 cm™ e intervalo de 2 cm™.

Andlise Termogravimétrica (TGA): as amostras foram analisadas em
equipamento Sl EXSTAR, modelo TG/DTA 7200, no Centro Federal de Educacéo
Tecnologica de Minas Gerais (CEFET/MG), em atmosfera dinamica de nitrogénio,
com vazdo de 50 mL.min! e taxa de aquecimento a razdo de 10°C min-, em suporte
de alumina, na temperatura compreendida entre 10°C a 900°C, cortadas em filmes
ou membranas finas, em pedacos com area suficiente para cobrir a superficie

interna do cadinho (~ 4 mm?) e colocados em camadas com massa de 14,717 mg.
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Calorimetria exploratéria diferencial (DSC): as amostras, tanto de folhas
nativas quanto tratadas, foram submetidas a analises térmicas, através da
calorimetria exploratéria diferencial (DSC), no equipamento SIl EXSTAR, modelo
DSC 7020, no Centro Federal de Educacdo Tecnologica de Minas Gerais
(CEFET/MG), em atmosfera dinamica de nitrogénio, com vazdo de 50 mL.min1,
taxa de aquecimento 2°C min com massa de até aproximadamente 7,3 mg,
hermeticamente fechadas em cadinhos de aluminio, partindo de 30°C até 500°C.

Microscopia eletronica de varredura (MEV): as amostras das folhas
nativas e tratadas foram liofilizadas e cortadas e, em seguida, fixadas em porta
amostra com fita dupla face. A seguir, foi procedida a metalizacdo da amostra e, no
caso deste estudo, foi realizada com fina camada de ouro por sputtering, necessario
para que houvesse o contraste nas imagens. A analise foi feita com a utilizacao do
equipamento SHIMADZU SSX-550, no Centro Federal de Educacédo Tecnholdgica
de Minas Gerais (CEFET/MG).

4.3. Metodologia
4.3.1 Processo de modificacdo quimica
Inicialmente as cuticulas foram removidas através de tratamento com hexano
98% e solucéo tampéo. Foram utilizados dois protocolos: (1) imersao das folhas nas
solucbes e (2) perfusdo das solucdes através das folhas, realizado por meio de
canula inserida no peciolo conectada a reservatério contendo as solucées. No
método 1 as folhas foram imersas em solucéo de 10 % (m/m) de dodecilsulfato de
sédio em agua deionizada, durante 4 dias e para o método 2 foi adotado o periodo
de 5 dias de perfusdo. Em seguida, para o método 1 foi utilizada solucao preparada
a partir da mistura de 1% (v/v) de Triton X-100 em solu¢do de 10% (v/v) de
hipoclorito de sodio em agua deionizada, durante 48 horas e, para 0 método 2,
solucdo de 0,1% (v/v) de Triton X-100 em &gua deionizada também por 48 horas.
Ao final desse processo, as folhas foram submetidas a lavagem com &gua
deionizada estéril durante 48 horas. A estocagem das folhas tratadas foi feita em
agua deionizada em temperatura de (412 °C).
O processamento quimico foi dividido em dois momentos, um momento
inicial onde as folhas sdo submetidas a tratamento para remocdo da cuticula

presente na superficie das folhas, e o segundo momento, através de uso de
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detergentes ibnicos e ndo-ibnicos, sendo realizado tanto pelo método de imersao

guanto pelo de perfusédo. Cada ciclo tem duracdo média de 7 dias.

IMERSAO
EM SDS+DI
REMOCAO
DE
CUTICULA
PERFUSAO
C/SDS+DI

IMERSAO
EM TRITON
X-100

IMERSAO
EM NaOCI

IMERSAO EM
TRITON X-
100+NaOCl

PERFUSAO
TRITON X-

100

Para remocao da cuticula foi feita a imersdo em hexano 98% e solucéo

tampao, pH aproximadamente 7,0, conforme descrito na tabela 4.

Tabela 4: Experimento para remocdao de cuticula de folhas vegetais por imerséo

EXPERIMENTO SOLUCAO PH TEMPONDE
IMERSAO

CUT1 1 - Hexano 98% 50+0,1 30 minutos
CUT 2 1 - Hexano 98 % 50+0,1 15 minutos
2-PBS 70+0,1 10 minutos

CUT 3 1 - Hexano 98% + PBS (*) 5,7+ 0,2 30 minutos
CUT 4 1 - Hexano 98% + PBS (*) 70+0,1 10 minutos

(*) Adicdo de PBS até atingir o valor de pH pretendido. Fonte: Do autor

Apés a fase inicial de remocdo da cuticula, grupos de folhas foram

submetidos ao processamento quimico com detergentes por perfusdo ou por

imersdo. O método de perfusdo das solucdes através das folhas foi realizado por

meio de canula inserida no peciolo e conectada a reservatorio contendo as solugdes

de estudo e o processo de imersao foi realizado com utilizacdo de recipiente de

polietileno contendo as solugdes. A tabela 5 descreve a matriz de experimento dos

protocolos utilizados. Ao final de todos esses processos, as folhas foram submetidas

a lavagem com agua deionizada estéril durante 48 horas. A estocagem das folhas

foi feita em agua deionizada em temperatura de (4£2 °C).



Tabela 5: Experimento de degradacgdo quimica na estrutura de folhas vegetais
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EXP METODO SOLUCAO TEMPO DE
EXPOSICAO
PERF Perfuséo (1) - 10 % (v/v) de SDS em agua DI 5 dias
(2) - 0,1% (v/v) de Triton X-100 em agua 2 dias
DI
IME 1 Imersao 10 % (v/v) de SDS em &gua DI 5 dias
IME 2 Imersao 10 % (v/v) de SDS em &gua DI 4 dias
IME 3 Imersédo (1) - 10 % (v/v) de SDS em agua DI 4 dias
(2) - 1% (v/v) de Triton X-100 em 2 dias
solucéo
10% (v/v) de hipoclorito de sédio em
agua DI
IME 4 Imerséo (1) - 10 % (v/v) de SDS em &gua DI 4 dias
(2) - 1% (v/v) de Triton X-100 em agua 3 dias
DI
(3) - 5% (v/v) de hipoclorito de sédio em 1 dia
agua DI
CONTROLE FOLHA SEM NENHUM TIPO DE TRATAMENTO PREVIO

Fonte: Do autor

4.2.1. Ensaio de reticulagcdo com glutaraldeido (GA)

Amostras de folhas controle foram submetidas ao processo de reticulacao
através de imersdo em solucao de glutaraldeido 25% em agua deionizada, diluida
para concentracdo de 2% (m/v) e mantidas por periodo de 24 horas quando foram
enxaguadas, sendo definidas como amostras CONTROLE-GA. Parte dessas
amostras foi submetida ao processo de decelularizagcdo conforme protocolo IME3,
sendo definidas como IME3-GA.

4.2.2. Ensaio de precipitacdo (SBF)

Amostras de folhas CONTROLE e do protocolo IME3 foram imersas em 10
ml de solucdo SBF preparada de acordo com protocolo descrito por Kokubo e
Takadama (2006) e acondicionadas em estufa com circulacdo de ar, CIENLAB em
temperatura aproximada de 37°C, durante 21 dias. A tabela 6 apresenta a matriz de

experimentos das amostras submetidas ao ensaio de imersao em SBF.



Tabela 6: Matriz de experimentos de amostras submetidas a ensaio SBF

AMOSTRA PROTOCOLO DE TEMPO DE
DEGRADAGAO IMERSAO EM SBF
(DIAS)
CONTROLE NENHUM 0
CONTR-SBF-7 7
CONTR-SBF-21 21
IME3 IME3 0
IME3-SBF-7 7
IME3-SBF-21 21

Fonte: Do autor

As amostras foram analisadas para os periodos de 0, 7 e 21 dias, com
renovacdo da solucdo a cada 7 dias. Apés completo a prazo de imerséo, as

amostras foram secas em dessecador para posterior caracterizacao.

50



o1

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Tratamento quimico de tecido vegetal
Apesar da espessura, as folhas sdo compostas por varias camadas de
células que podem ser melhores vistas através de um corte transversal. A camada
mais superficial é a epiderme, que protege a folha contra desidratacéo e é coberta
por uma camada cerosa denominada cuticula. A segunda camada € o parénquima
em palicada, onde estdo presentes as células responsaveis pela fotossintese; a
terceira camada € o parénquima esponjoso. A figura X mostra um corte transversal

da folha evidenciando as camadas.

Figura 9: llustrac&o de corte transversal da folha
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Fonte: ESALQ, USP (Adaptada)

A descricdo qualitativa de analise visual e de resisténcia a manipulacao
realizada nas amostras submetidas aos varios testes para remoc¢dao da cuticula das

folhas estudas é apresentada na tabela 7.

Tabela 7: Aspecto qualitativo de amostras submetidas a protocolos de remoc¢ao da

cuticula.

EXP ASPECTO VISUAL RESISTENCI@ A
MANIPULACAO

CuT1 Alteracdo marcante na textura Baixa

CUT 2 Alteracdo marcante na textura Baixa

CUT 3 Alterac@o menos evidente na Intermediaria

textura
CUT 4 Remocéao da cuticula sem Proxima & resisténcia inicial

alteracdo expressiva na textura

Fonte: Do autor



As primeiras imersdes foram realizadas em solucao pura de hexano (CUT 1),
ao final desse processo as folhas apresentavam baixa resisténcia & manipulacéo
bem como alteracdo da textura, menos rigidas. Em CUT 2, foi acrescentado imerséo
da folha em solugcéo tampé&o com o objetivo de neutralizar os efeitos do hexano, sem
alteracdes no resultado obtido em CUT 1. A partir de CUT 3, a solucao utilizada era
composta por proporcao de hexano e solugdo tampéo, até obter pH proximo de 7 e
com ajustes do tempo de exposicao. No experimento CUT 4, apesar do ajuste do
pH, ainda foram observadas alteracdes estruturais na folha as quais foram
atribuidas ao tempo longo de exposi¢cdo a solucdo. O resultado mais préximo do
ideal, com perda da camada cerosa presente na superficie da folha, sem alteracédo
significativa da textura original e da resisténcia a manipulacéo, foi observado com
solucdo de pH descrito em CUT 4, definido como protocolo de escolha para
remocao de cuticula.

Durante a realizagdo do protocolo PERF, alguns problemas foram
identificados como a dificuldade de perfusdo em algumas folhas, apesar de serem
utilizadas sempre a mesma espécie, algumas ofereciam maior resisténcia a entrada
do liquido na rede vascular; a medida que o processo ocorre 0 aumento do peso da
folha pela entrada do detergente bem como a umidificacdo do peciolo, torna mais
dificil sua sustentacdo na agulha; e também o tempo suportado pela folha exposta
variando de acordo, principalmente com a umidade relativa do ar. A figura 10 mostra
os resultados obtidos pela técnica PERF. Na figura 10(a) estd a imagem da folha no
inicio do processo de perfusédo, em 10(b) a imagem da folha ap6s a primeira etapa
de perfusdo com dodecilsulfato de sddio. O processo de degradag¢do da amostra
impossibilitou a sequéncia de perfusdo com a solucdo de Triton X-100, descrita
anteriormente. Por ndo obtermos amostras satisfatorias quanto a avaliacdo de
perda de pigmentacéo, bem como grau de degradacao aceitavel para realizacédo de

ensaios posteriores, 0 grupo nao foi caracterizado.
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Figura 10: Resultado obtido pelo método de perfusao

Fonte: Do autor

Por se tratar de um material natural e biologico, passivel de degradacao, a
analise visual e 0 comportamento a manipulacéo, nortearam as alteracdes de tempo
de exposicéo e concentracdo de solugcdes conforme descritos nas tabelas 4 e 5. O
resultado obtido através da utilizagcao do protocolo IME3, como mostra a figura 11(A)
e (B), demonstrou ser o mais adequado pela completa remocdo dos pigmentos
associada a manutencdo de caracteristicas como resisténcia a manipulacdo. A

figura 11 compara os resultados dos protocolos IME 3 (A e B) e IME 4 (C e D).
Figura 11: Comparacéo dos resultados IME 3 e IME 4. Amostra CONTROLE (A); IME3
(B); CONTROLE (C); IME4 (D).

Fonte: Do autor



As amostras controle e as obtidas apos protocolo IME3 descrito anteriormente,
foram submetidas a andlise no FTIR com o intuito de, através da interpretacédo
espectral da vibracdo dos atomos, avaliar indicacfes sobre mudancas estruturais,
sobre efeitos de conjugacéo, os efeitos de ligacdo do hidrogénio e os acoplamentos
com outras vibra¢des normais da amostra. A figura 12 compara os graficos de FTIR
de amostras CONTROLE e IME3, para melhor comparagdo as curvas foram

deslocadas e a escala suprimida.

Figura 12: Andlise FTIR amostras CONTROLE e IME3. Amostra CONTROLE (a);
amostra IME3 (b).
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Fonte: Do autor

Analisando os resultados obtidos por FTIR, verificamos que as bandas
posicionadas em 3330, 2921 e 2850cm™ estédo presentes em amostras com e sem
tratamento para decelularizacdo. A banda em 3330cm pode ser associada a
grupos OH ou a agua adsorvida, e se mostra com elevada intensidade em ambas
amostras, entretanto para amostras submetidas ao protocolo IME3 foi observada
reducdo na sua intensidade, podendo sugerir que 0 processo possa ter removido
parte da estrutura da folha que mantinha ligagdo com moléculas de agua ou
quebrado parte da celulose, com diminuicho da sua massa. Outra banda

posicionada em 1636 cm™, que também pode ser associada ao grupo OH da agua
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apresentou reducéo para amostras IME3 (HOKKANEN et al., 2016; NGUYEN;
PHAN; SEN, 2016).

Outro ponto de destaque é a presenca das bandas posicionadas em 2918 e
2849 cm, que podem ser associadas aos grupos CH e CH2 e se mostraram mais
evidentes nas amostras submetidas ao tratamento, podendo indicar a ocorréncia da
quebra de parte da estrutura da celulose, com abertura da estrutura ciclica, mas
também permitindo supor a presenca de residuos dos reagentes utilizados que
apresentam cadeia carbdnica em sua estrutura, como é observado para o SDS e
para o Triton (ANTONY; SHERINE; RAJENDRAN, 2010; HARDIN et al., 2013;
HOKKANEN et al., 2016; NGUYEN; PHAN; SEN, 2016; QIU,L; LI, XY; LIU, P.; FAN,
SG.; XIE, MH.; LIU, RM.; ZHOU, LZ; WANG, 2014). Importante destacar que a
presenca de residuos desses reagentes também pode induzir a reducéo do teor de
agua o que estaria em conformidade com a reducdo da banda hidroxila.

Ainda na andlise do FTIR, verificaram-se uma série de bandas posicionadas
entre 1640 e 1000 cm™* que demonstraram clara redugdo nas suas intensidades
para amostras submetidas ao processo IME3, quando comparadas com as
amostras CONTROLE. Como exemplo temos a banda 1443 cm do estiramento C-
H, a banda 1059cm do estiramento C-O e a banda 1030cm do estiramento C-
OH, que podem ser associadas a carboidratos da celulose ou polissacarideos da
parede celular, o que corrobora a eficacia do método utilizado uma vez que houve
diminuicao deste pico na amostra IME3. Além disso, algumas bandas associadas a
grupos quimicos relacionados aos contetdos celulares que tiveram reducao na sua
intensidade, como é o caso de 1244cm™ que pode ser associado a grupos POz de
acidos nucléicos e a banda 1059cm™ que pode ser associada a PO2! de
fosfodiéster e desoxirribose de acidos nucléicos, conforme pode ser observado na
figura 13 que mostra destaque do FTIR compreendido na regido entre 1500 e
1000cm-?,
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Figura 13: Analise FTIR amostra CONTROLE (a) e tratada por IME3 (b) ampliada na
regido compreendida entre 1500 e 1000cm™
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Fonte: Do autor

Algumas bandas que ndo estavam presentes na amostra CONTROLE
aparecem no FTIR de amostras IME3, como as observadas em 2334cm™ e em
1995cm?, que a principio, foram associadas ao reagente Triton X-100, conforme
verificado em espectro disponivel no sitio eletrénico da empresa Sigmas Aldrich.
Contudo, em espectro de FTIR obtido por meio de anéalise de amostra do reagente
utilizado neste estudo, ndo foram identificadas as bandas em questdo, conforme
figura 14. Além dessas bandas citadas, o espectro da empresa mostra uma série
de vibragGes entre 2000 e 1650cm™ associadas ao anel benzénico que néo se
mostraram evidentes no FTIR das amostras de folhas tratadas com o Triton. Dessa
forma quando verificadas outras vibracdes frequentemente presentes em espectros
de FTIR do Triton, posicionadas entre 1450 e 800cm™ observou-se que essas
bandas também apresentaram vibracdo em menor intensidade, podendo indicar
gue tais bandas n&o sejam associadas ao Triton. Dessa forma, outra possibilidade
para a banda posicionada em 2300cm! seria associada a presenca de CO2 que
vibra nessa regiao e que poderia estar presente nos vazios do interior da estrutura

tridimensional das folhas.
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Figura 14: Anélise FTIR do Triton X-100
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Fonte: Do autor

Aspecto interessante do grafico FTIR foi associado as bandas que podem
ser associadas a &cidos graxos, lipideos e acidos nucléicos, que estiveram
presentes em amostras CONTROLE e se apresentaram diminuidos apés a
realizacdo do tratamento. A tabela 8 sugere vibracdes de grupos presentes na
estrutura da folha composta por celulose que apresenta vibragdes antes e apos o

tratamento. Sugestivo da manutencéo da estrutura da folha.
Tabela 8 — Principais modos vibracionais que tiveram intensidade elevada tanto em

amostras CONTROLE como em amostras submetidas ao protocolo IME 3.

Frequéncia (cm™) Grupos Quimicos Materiais Associados Referéncias
3330 Estiramento O-H agua  H:20 e Celulose Hokannen,S.
adsorvida et al.
Nguyen, H.M.
et al.
Hardin, J.A. et
al.
2921-2850 Estiramento CHz e CHs  Celulose, lipideos, Nguyen, H.M.
SDS, Triton et al.
Hokannen,S.
et al.
Hardin, J.A. et
al.
Antony, N. et
al.
Qiu,L. et al.

Fonte: Do autor
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Além disso, outras bandas como as indicadas na tabela 9 foram observadas
antes e apdés o tratamento, mas com reducédo para folhas tratadas, sugestivas de

degradacédo de parte da estrutura além das reacdes de conteudos celulares.

Tabela 9 — Principais modos vibracionais que tiveram intensidade reduzida nas folhas
submetidas ao protocolo IME3

Frequéncia (cm™) Grupos Quimicos Materiais Associados Referéncias
1636 Dobramento O-H H20, Celulose, Triton e Hokannen,S.
(molécula de agua) e proteinas etal.
C=0 de amida Hardin, J.A. et
al.
Qiu,L. et al.
1443 Deformacdo C-C e CH  Celulose, Hokannen,S.
Carboidratos, Triton e et al.
SDS Qiu,L. et al.
1372 Deformacdo CH e CO  Anéis polisacarideos Hokannen,S.
da celulose, SDS, et al.
Triton, lipideos Hardin, J.A. et
al.
Wulandari,
W.T. et al.
Qiu,L. et al.
1244 Estiramento de PO>! Acidos nucléicos Qiu,L. et al.
1155
1103
1059 C-0O-C, CO e PO2? Piranose, Celulose, Woulandari,
fosfodiéster e W.T. et al
dexoxiribose de acidos
nucléicos
1030 COH Celulose Hardin, J.A. et
al.
Qiu,L. et al.

Fonte: Do autor

Algumas vibracdes indicadas em 8 e 9 podem ser associadas aos sabdes
SDS, entretanto os picos associados ao enxofre tiveram reducdo, bem como o EDS
nao identificou o enxofre, sugerindo que esse reagente possa ter removido parte
dos conteudos celulares e foi removido da estrutura. A tabela 10 indica vibracdes

gue apareceram de forma isolada em amostras CONTROLE ou IME3.
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Tabela 10 — Principais modos vibracionais que aparecem de forma isolada ou em
amostras CONTROLE ou em amostras submetidas ao protocolo IME3

Frequéncia (cm) Grupos Quimicos Materiais Associados Referéncias
2334 CO: Atmosfera de poros na Nguyen, H.M.
folha tratada etal.
1995
1550 NH e CN de amida Il Proteinas das folhas Qiu,L. et al.
nativas

Fonte: Do autor

Os picos diferenciados nas analises de FTIR e a alteracdo no padrdo de
vibrac&o dos atomos podem estar relacionadas diretamente ao potencial do material
de proporcionar maior ou menor adesédo celular. Segundo Rahmati e Mozafari
(2018), o caréater hidrofilico ou hidrofébico dos polimeros, esta relacionado a
presenca de diferentes densidades de grupos hidroxila e amino presentes na
superficie (RAHMATI; MOZAFARI, 2018). Estudos com plaquetas, fibroblastos e
células epiteliais demonstraram que as propriedades do substrato de alguma forma
modulam a habilidade de proteinas adsorvidas de interagirem com as células
(RATNER et al., 2013). De acordo com Lopes et al. (2018), a conformacdo das
proteinas necessarias para adesao celular na matriz, como fibronectina, esta
diretamente ligada ao substrato quimico do biomaterial. A ligacdo de integrinas,
receptores presentes nas membranas celulares, a cada substrato apds a adsorcao
da fibronectina foi caracterizada e algumas diferencas observadas como: substratos
com presenca de OH e NH2, promovem maior ligagao das integrinas do tipo a5vl;
substratos com presenca de COOH em sua superficie melhoram a adesdo de
integrinas dos tipos a5v1 e avB3; enquanto as ligagdes CHz ndo promovem adeséo
de nenhum tipo de integrina. Este fendbmeno leva a uma modulagdo distinta de
adesdao local e sua respectiva sinalizacao celular para cada substrato, resultando
em potenciais distintos de diferenciacdo osteogénica. Substratos com presenca de
grupos OH e NH2 fazem com que osteoblastos imaturos aumentem expressao
génica para marcadores osteogénicos como sialoproteina e osteocalcina,
promovendo a deposicédo de grande quantidade de matriz mineralizada (LOPES et
al., 2018).

Pesquisas recentes demonstraram que além de hidrofobia/hidrofilia, a
superficie funcional dos grupos também tem grande impacto nas respostas de

proteinas e células. Os grupos de maior prevaléncia de intera¢cdes com polimeros



sao carboxila (-COOH), hidroxila (-OH), amino (-NH2) e grupos metila (-CH3s). Um
estudo realizado com diferentes scaffolds com base polimérica, buscou avaliar a
relacdo entre a capacidade de adsorcdo de fibronectina e a cadeia ramificada
presente no polimero, metil, butil, etil ou hexil. Os resultados identificaram que a
densidade de fibronectina adsorvida nos diferentes tipos de substratos foi a mesma,
a alteracéo sofrida foi em relacéo a distribuicdo na interface (RAHMATI; MOZAFARI,
2018).

A partir das analises de FTIR realizadas neste estudo, percebemos que a
vibracdo de picos relacionados ao grupo CHs, relacionado a adesao plaquetéria e
ativacao de sistema imunolégico por varios estudos, sofreu aumento. Entretanto,
Sperling et al. (2009) através de ensaios com superficies tratadas com tidis e
possuindo diferentes concentracfes de grupos —COOH e -CHs e expostos ao
plasma sanguineo concluiram que, ndo s6 a presenca desses grupos em maior ou
menor proporgdo € capaz de determinar o carater trombogénico e imunogénico do
biomaterial. Tratando mais especificamente da hemocompatibilidade, as cascatas
de coagulacdo possuem diferentes tipos de ativacdo e a carga predominante do
material bem como suas caracteristicas hidrofilicas ou hidrofébicas, tém influéncia
direta na adesao plaquetéria ou ativacdo de fatores como a trombina (SPERLING
et al., 2009).

Foram realizadas analises térmicas de amostras CONTROLE e folhas
submetidas ao protocolo definido no experimento IME3. Os resultados
apresentados referem-se a perda de massa registrada para as amostras com o
aumento da temperatura até 900°C e sao mostrados na figura 15.
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Figura 15: Curvas termogravimétricas das amostras CONTROLE e IME3
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Fonte: Do autor

O comportamento das amostras, quando aquecidas, foi dividido em trés
estagios principais para amostras CONTROLE e em quatro estagios principais para
amostras de folhas do experimento IME3. As temperaturas foram definidas para o
fim do primeiro estagio, com base na mudanca das inclinacfes verificadas pelos
gréaficos de termogravimetria, definidos em 142°C para amostra nativas e em 117°C
para amostra IME3. O primeiro estagio das amostras CONTROLE (30 a 142°C)
apresentou perda na faixa de 94,3% da massa, enquanto pra amostras IME3 (30 a
117°C) o valor foi de 92,7% de perda de massa. Essa faixa de temperatura é

amplamente associada com a liberacdo de agua.
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Figura 16: Curva DSC das amostras CONTROLE (a) e IME3 (b).

104

84

(b)

64

J @

Perda de Massa (%)

100 200 300 400 500
Temperatura (°C)

Perda de Massa (%)

300 400 500 600 700 800 900

Temperatura (°C)

Fonte: Do autor

Considerando a massa presente apos a desidratacdo das amostras, temos
que o valor para CONTROLE corresponde a 5,7g e a amostra IME3 corresponde a
7,3g9. Entretanto, apesar de as amostras CONTROLE apresentarem valores
maiores de substancias volateis, em torno de 94,3%, até a faixa de 142°C de
temperatura e as folhas submetidas ao experimento IME3, os valores de volateis
serem de 92,7, ou seja, as massas de material seco foram menores para as folhas
nativas quando comparadas as folhas tratadas. Temos que, quando comparamos
as razbes dos valores de volateis pelos valores das massas secas correspondentes
das amostras, temos que as razdes foram de 16,5 vezes e 12,7 vezes para as
amostras CONTROLE e as amostras IME3, respectivamente. Esses dados
sugerem que as folhas nativas, certamente com maiores valores de massas secas,
bem como maiores razées de agua resultaram em propor¢des absolutas menores,
quando comparadas com folhas tratadas, que tiveram remocao de parte da sua
estrutura combinado com 0 menor arraste de agua para essa nova condicao, o que
resultou em valores distorcidos. Devendo assim, ser considerado mais preciso para

a comparacao as razdes de volateis por massa seca.

62



63

Tabela 11 — Sumaéario da Andalise Térmica de Amostras CONTROLE

Perda de Massa (%)

De 30°C até 142°C De 142°C até 500°C Residuo

CONTROLE 94,3 3,8 1,9

FONTE: Do autor

Tabela 12 — Sumaéario da Andalise Térmica de Amostras do Protocolo IME3

Perda de Massa (%)

De 30°C até De 117°C até De 364°C até Residuo
117°C 364°C 500°C
Protocolo 92,7 4,7 0,5 2,1

IME3

Fonte: Do autor

Tabela 13 — Resumo da anélise termogravimétrica

CONTROLE Temperatura De 30°C até De 142°C até 500°C Residuo
142°C
Perda de massa 94,3 3,8 1,9
(%)
Protocolo Temperatura De 30°C até De 117°C De 364°C Residuo
IME3 117°C até 364°C até 500°C
Perda de massa 92,7 4,7 0,5 2,1

(%)

Fonte: Do autor

Assim, quando recalculados os dados de forma a considerar os valores de
massa seca, como cem por cento de massa das amostras, temos que a perda de
massa da amostra CONTROLE € de 66% até a temperatura de 500°C e os residuos
correspondem a 33% da massa seca. Para amostra IME3 a perda de massa seca
€ em torno de 72% até a temperatura de 500°C e os residuos correspondem a 28%
de massa seca. Indicando assim, que a perda de massa é maior para amostras
IME3 e que o residuo apresentou valores menores, sugerindo que o tratamento
conseguiu remover parte dos componentes da folha, o que resultou em valores

menores de residuos.



Tabela 14 — Porcentagem de Perda de Massa Considerando como 100% as amostras
com massa seca a 142°C para CONTROLE e 117°C para IME3

64

Perda de massa relativa (%)

CONTROLE Temperatura De 142°C até 500°C Residuo
M(%) 67 33
Protocolo IME3 Temperatura De 117°C até De 364°C até Residuo
364°C 500°C
M(%) 65 7 28

Fonte: Do autor

Importante também € verificar a reducdo das temperaturas dos picos
endotérmicas de 106,9°C nas amostras CONTROLE para 99,7°C nas amostras
IME3, mostrando indicativo de facilidade de remocdo da agua em estrutura mais
degradada ap0s o tratamento para decelularizacdo. Além de pico exotérmico em
torno de 478°C observado na amostra CONTROLE e ausente nas amostras IME3,
sugestivo da efetividade na remocdo de componentes das folhas durante os
tratamentos.

Os valores obtidos na andlise termogravimétrica correspondentes a umidade
foram de 94,3% e para as cinzas foram de 1,9%. Esses resultados se mostram
muito proximos daqueles verificados por Storck et. al. (2013) que indicaram em
tabela de composicao centesimal das partes nobres de espinafre, correspondendo
as principais estruturas utilizadas no consumo humano, caracterizado
principalmente pelas folhas, valores de umidade iguais a 94,0% e cinzas iguais a
1,2% (STORCK et al., 2013).

Os resultados demonstram perda de massa em uma Unica etapa tendo inicio
na temperatura aproximada de 80°C e término em torno 100°C. Essa perda de
massa é referente a desidratacdo da amostra registrada na curva DTA como pico
endotérmico, registrado mais intensamente na amostra decelularizada sugerindo
uma maior capacidade de absorcédo de calor.

Utilizando a microscopia eletronica de varredura, analisamos a existéncia de
superficie de fraturas, caracterizacdo micro estrutural, manutencao das estruturas
responsaveis pela porosidade do material antes e apds tratamento, constituintes e
segregacoes.

A figura 17 exibe as imagens da superficie e rede vascular das amostras
CONTROLE e tratadas. Na figura 17 (a) observamos amostra CONTROLE, onde



alguns elementos merecem destague como a célula vegetal e o estbmato,
assinaladas na imagem. A célula vegetal epidérmica aparece como uma estrutura
densa e granulada e é responsavel pela protecao da folha contra desidratacao, luz
solar e forcas mecanicas. Entretanto, essas células ndo possuem cloroplastos,
organelas responsaveis pela realizacdo da fotossintese, essa funcéo é realizada
pelas células do parénquima localizadas em uma camada mais profunda das folhas.
Os estdmatos séo orificios da epiderme vegetal circundados pelas células-guarda,
células especializadas que, aumentam ou diminuem de volume em resposta a
estimulos internos e externos e, essa alteracdo de formato ajusta a abertura do
estbmato e interfere no fluxo de gases e agua liberados pela folha. O processo de
transpiracdo vegetal, pelo qual a agua é transportada através dos vasos e
eventualmente perdida na atmosfera na forma de vapor de agua, desempenha um
papel fundamental na fisiologia vascular das plantas (XU; GUO; YE, 2019). Na
imagem (b), ndo estdo mais presentes as estruturas identificadas como células
vegetais, além disso fica mais nitida a estrutura polimérica da matriz extracelular
vegetal com presenca dos feixes de celulose. Neste ponto, pode-se destacar a
diminuicdo de componentes celulares da folha, além da remocdo da epiderme
sugere que também as células do parénquima sofreram lise e foram removidas,
uma vez que ndo ha mais a cor verde determinada pela clorofila, como mostrado
anteriormente na figura 11. Em seguida, observamos que ndo houve rupturas ou
pontos de fratura na matriz remanescente, sugerindo manutencéo da integridade da
matriz extracelular e da estrutura das cadeias poliméricas da celulose. Com relacdo
aos estOmatos, estes mantiveram sua estrutura e apresentagao original, garantindo
que os orificios originais da MEC fossem mantidos dando caracteristica de
porosidade ao material final. As imagens dos ductos das amostras 17 (a) e 17 (b),
representadas em 17 (c) e 17 (d), respectivamente, sugerem que mesmo apos o

tratamento quimico os ductos se mostraram presentes.
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Figura 17: Comparacéo entre amostra CONTROLE e IME3. Amostra CONTROLE (a);
amostra IME3 (b); rede vascular CONTROLE (c); rede vascular IME3 (d).
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Fonte: Do autor

A tabela 15 corresponde aos valores de porcentagem atdomica obtidos em
espectroscopia de energia de elétrons de amostras de folhas nativas e folhas
submetidas ao protocolo IME 3 de decelularizacdo. Na analise foram detectados

picos referentes aos elementos carbono, oxigénio, magnésio, sodio e cloro.

Tabela 15 — EDS de amostras CONTROLE e folhas submetidas ao protocolo IME 3

Amostra Elemento Quimico (% atémica)
C O Mg Na Cl
CONTROLE 60,9 30,0 0,1 - -
IME3 70,2 26,0 - 14 2,4

Fonte: Do autor
Como as andlises de EDS representam concentragdes de elementos quimicos

superficiais e de forma pontual, o primeiro destaque se da pela presenca, nas
amostras CONTROLE, de altas concentracdes de carbono e oxigénio, como é de

se esperar para componentes de folhas vegetais. Além desses elementos, foi



verificada presenca de tracos de magnésio, que é caracteristico em cloroplastos de
células vegetais, sendo responsavel pela pigmentacdo verde e de papel
imprescindivel na fotossintese. Os valores baixos de magnésio se justificam pela
sua presenca no interior das células.

Os resultados de EDS verificados para as folhas submetidas ao protocolo IME
3 mostram também elevados teores de carbono e oxigénio, além de concentracdes
menores dos elementos cloro e sédio. Em relacédo ao elemento magnésio, esse nao
foi detectado por EDS para as amostras submetidas ao protocolo IME 3.

Quando comparamos as porcentagens atdbmicas de carbono e oxigénio entre
as amostras CONTROLE e as amostras obtidas pelo protocolo IME 3 verificamos
gue as amostras CONTROLE apresentaram valores menores de carbono e maiores
de oxigénio. Esses resultados podem ser associados com 0s reagentes utilizados
no processo de remocado da cuticula que recobre as folhas vegetais, bem como os
reagentes utilizados para a decelularizagéo. Para esses processos foram utilizados:
hexano, dodecilsulfato de sodio e Triton X-100, além de hipoclorito de sodio.

Uma das possibilidades € a presenca de alguns residuos desses reagentes
combinados com a superficie exposta das folhas durante o processo de imerséo.
Dessa forma, a presenca de Triton X-100 ou dodecilsulfato de sédio, que
apresentam concentracdes elevadas de carbono, podem ter recoberto parte da
superficie das folhas e aumentado as concentracfes de carbono. Outra observacao
gue sugere esse comportamento é a presenca do elemento sédio, presente no
dodecilsulfato de sodio. Apesar deste reagente ter enxofre em sua composicéo, a
interface da folha pode ter reagido com a regido polar da molécula, deixando a
regido apolar exposta, prevalecendo assim, essa ultima na cobertura de grande
extensdo da superficie analisada pelo EDS. Outro fato para corroborar com as
deposicdes de parte dos sabdes na superficie foi a identificacdo de bandas de
alguns grupos quimicos associados com esses reagentes, nos resultados obtidos
por FTIR.

Também nado pode ser descartada a possibilidade de ter ficado retido na
superficie das amostras tratadas o hipoclorito de sodio utilizado, dada a presenca
de concentracfes de cloro verificados no EDS. Essa observacdo € aspecto a ser
considerado para a otimizagdo do protocolo de decelularizagédo, de maneira a

diminuir concentracdes desses residuos na estrutura da folha, tanto na parte
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externa como na parte interna, para minimizar a possibilidade de reacdes
indesejaveis, quando da sua aplicacdo em sistemas bioldgicos.

A célula vegetal epidérmica que aparece como uma estrutura densa e
granulada, ndo esta mais presente na figura 17 (b). Ja os estématos, orificios da
epiderme vegetal circundados pelas células-guarda, que aumentam ou diminuem
de volume em resposta a estimulos internos e externos, mantiveram sua estrutura
original. Além disso fica mais nitida a estrutura polimérica da matriz extracelular
vegetal com presenca dos feixes de celulose, sem rupturas ou pontos de fratura na
matriz remanescente, sugerindo manutencdo da integridade da estrutura das
cadeias poliméricas da celulose. Ainda que o objetivo deste trabalho seja avaliacdo
da estrutura de celulose remanescente apds o processamento, o indicativo de
remocao celular € um resultado relevante uma vez que, a remocdo das células
vegetais é fator importante para biocompatibilidade, evitando possiveis reacdes de
corpo estranho, bem como para nao interferir no processo futuro de reparacéo
tecidual. Os estdbmatos, estruturas responsaveis pela transpiracdo das folhas,
permaneceram integros, o que pode ser de grande valia para obter-se um material
permeével, facilitando trocas com o meio externo, tanto importando nutrientes
quanto exportando metabdlito. As imagens também confirmaram a manutencéo da
conformacao dos ductos ou rede vascular das folhas, as regides de ramificacdo e
bifurcacao da rede vascular também se mantiveram intactas, sugerindo viabilidade
da rede vascular principal e secundaria. A andlise do EDS, além dos picos
identificados como presenca de carbono (C) e oxigénio (O), mostra presenca de
magnésio (Mg) nas amostras CONTROLE, elemento quimico presente nas células
e necessario aos processos de fotossintese. No grafico da amostra IME3, aparecem
apenas picos (C) e (O), o que pode demonstrar a manutencdo da estrutura

molecular e auséncia de residuos das solugdes utilizadas no protocolo IME3.

5.2 Tratamento quimico de tecido vegetal e ensaio de precipitacdo (SBF)

A figura 18 ilustra diferentes amostras ap0s o ensaio de precipitacdo, na
amostra CONTROLE-SBF-7, 18 (a), é possivel observar a formacdo de um pequeno

precipitado representados pelos pontos brancos na superficie.
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Figura 18: Imagens de MEV de amostras CONTROLE e IME3 em SBF; (a) CONTROLE-SBF-7;
(b) IME3-SBF-7; (c) IME3-SBF-21 vista superior; (d) IME3-SBF-21 vista lateral.
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Fonte: Do autor

Na amostra IME3-SBF-7, 18(b) a precipitagdo foi maior, com formacao de
nacleos, demonstrando uma maior afinidade do material tratado na formacéo da
camada de apatita. A figura 18(c) é referente a precipitacdo na amostra IME3-SBF-
21, vista superior e a 18(d) uma vista lateral, da mesma amostra. As amostras de
CONTROLE-SBF-21  sofreram degradacdo intensa impossibilitando a
caracterizagao.

O ensaio de precipitacdo foi complementado pelo mapa de pontos da
espectroscopia de raios x (EDS). Na amostra CONTROLE-SBF-7, o EDS apresenta
pico indicando presenca de célcio e intensificacdo dos picos de carbono e oxigénio,
e picos discretos relacionados a presenca de sédio, fésforo e cloro; a amostra IME3-
SBF-7 e IME3-SBF-21 apresentaram também picos relacionados ao potassio e
saodio.
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As imagens de MEV mostraram a capacidade de formagéo de camada de
apatita na superficie das folhas nativas e tratadas em exposicdo ao SBF, podendo
assim presumir capacidade de adesdo do material ao tecido 6sseo no corpo
humano. De acordo com Kokubo e Takadama (2006), o exame de formacéo da
camada de apatita na superficie do material a partir da exposi¢cdo ao SBF é atil ndo
somente de forma qualitativa, mas também quantitativa. A degradagcédo da amostra
CONTROLE ao final dos 21 dias e a manutencdo estrutural das amostras
submetidas ao protocolo IME3 podem indicar um processo de reticulagdo da
celulose durante seu processamento (KOKUBO; TAKADAMA, 2006).

O EDS das amostras IME3-SBF-7 e IME3-SBF-21 revelaram presenca
também do pico de calcio, além da intensificacdo dos picos de carbono, oxigénio,
fésforo e sodio. A manutencao estrutural das folhas submetidas a protocolo IME3
em detrimento das CONTROLE pode estar relacionada a presenca de cloro nessas
amostras, identificado através da andlise do EDS e que possui funcdo bactericida.
O cloro presente pode estar associado a duas origens: residual da solucédo que
contém hipoclorito de sodio utilizada durante o processo de decelularizacao ou pela
maior afinidade do material na formacéo de sais quando exposto a solugdo SBF,
uma vez que a mesma contém Varios reagentes onde o cloro esta presente.

5.2.1 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Para a analise do grau de toxicidade do material obtido, foi realizado um meio
de cultura contendo Escherichia Coli onde foram colocados a amostra e ampicilina
como controle do halo de inibicdo formado. A amostra foi seca em liofilizador e
esterilizada por radiagéo ultravioleta (UV), em seguida colocada no meio de cultura
onde permaneceu incubada por 48 horas. Na figura 19, observamos que um nitido
halo de inibicdo se forma em torno da amostra 2, a ampicilina, o que ndo acontece
em torno da amostra salina bem como da amostra IME 3. Este resultado indica que,
apesar da presenca de cloro detectada pela andlise EDS, ela ndo esta em
guantidade suficiente para inibir desenvolvimento celular ou causar toxicidade,
quando da sua utilizag&o futura em sistemas bioldgicos.

A andlise de FTIR dessas amostras ndo evidenciaram nenhuma alteracéo
significativa do padréo vibracional em funcédo da solugcdo SBF. Os mesmos picos
observados nas amostras nativas, estdo presentes nas tratadas, com diferenca

apenas na intensidade.
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Figura 19: Ensaio de citotoxicidade. Cultura escherichia coli; 1- salina; 2 - ampicilina; 3

—amostra IMES.

Fonte: Do autor

A figura 20 corresponde a andlise de FTIR das amostras IME3, IME3-SBF-7
e IME3-SBF-21, onde observa-se que 0S mesmos picos aparecem para todas as
amostras, variando apenas a sua intensidade. Para esta analise, todas as amostras
foram secas. O pico 3345cm™ em IME3 esta relacionado a estiramento de ligacéo
OH e é praticamente imperceptivel nas demais amostras. O pico 3182 cm aparece
nas amostras IME3-SBF-7 e IME3-SBF-21, est4 relacionado a estiramento CH da
estrutura da celulose. O pico 2918cm™?, que em IME3 aparece vibrando em alta
intensidade, apresentou diminuigdo expressiva com 0 aumento do tempo de
exposicdo ao SBF, apresentando menor intensidade em IME3-SBF-21, sugerindo
que as cadeias rompidas durante o tratamento tenham se ligado a ions presentes
na solucdo SBF, por exemplo, o fosfato. O pico 1736cm* esta presente de maneira
expressiva somente em IME3 e ndo aparece nas demais, essa regido esta
relacionada a estiramento C=0 geralmente associada a lignina e hemicelulose. Os
picos entre 1628cm™ e 1036cm?, estdo provavelmente relacionados a celulose e
possiveis residuos de reagentes utilizados no tratamento, ja considerados no outro
grafico. A diminuicéo da intensidade do pico 1036 cm! das amostras com SBF em
relacdo a IME3, sugere que houve ligacdo de grupo fosfato nas cadeias que se
romperam durante o processamento para decelularizacdo. A presenca do grupo
fosfato (PO4*) esta fortemente relacionada a vibracdo dos picos 662cm™ e 596cm-
1 mais intenso na amostra IME3-SBF-21.
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Figura 20: Analise FTIR amostras IME3 antes e ap6s SBF. Amostra IME3 (a); IME3-
SBF-7 (b); IME3-SBF-21 (c).
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A figura 21 contém os espectros de andlise do FTIR das CONTROLE-SBF-7
e IME3-SBF-7, ambas com imersdo em SBF durante 7 dias. Os picos séo
basicamente os mesmos, com alteracdo nas intensidades em 3250 cm™ temos o
pico associado ao —OH ou adsor¢cdo de agua, mais evidente na amostra tratada,
que pode estar diretamente relacionada a presenca de fosfato. O pico 2900 cm™,
também aparece mais intenso na amostra tratada, devido ao protocolo IME3. Na
faixa compreendida entre 1750 cm™ até 1250 cm, o que diferencia os picos é sua
intensidade, mais associada ao tratamento IME3 do que a imersdo em SBF. Os
picos que mais chamam atencéo séo o de 1000 cm™ e em torno de 600 cm™, que
correspondem a presenca do fosfato, ratificando a maior capacidade do material

tratado em promover a precipitagao.
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Figura 21: Comparacédo FTIR amostras CONTROLE e IME3 com 7 dias de SBF
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Fonte: Do autor

5.3 Tratamento quimico de tecido vegetal e reticulacao

O principal objetivo da reticulacdo é melhorar propriedades biomecéanicas dos
scaffolds através da formacdo de uma rede firme na matriz polimérica. Trata-se de
uma ligacao fisica ou quimica que conecta grupos funcionais de cadeias poliméricas
atraveés ligacdes covalentes ou interacdes supramoleculares, como ligacdes ibnicas
e pontes de hidrogénio. O glutaraldeido reage com o grupo hidroxila de polimeros
e conecta as cadeias biopoliméricas via interagbes intra ou intermoleculares
(ORYAN et al., 2018). Ao final do processo de decelularizacdo precedido pela
reticulacdo, observamos uma maior resisténcia a manipulacdo nas amostras e, as
imagens obtidas no MEV demonstram um padréo fibrilar mais organizado e ductos
mais conformados, tanto nas amostras CONTROLE quanto nas IME3. A figura 22
€ uma vista lateral do ducto da folha nativa apds a reticulacéo, na imagem podemos
observar o tecido de sustentacdo do ducto envolvendo os vérios canaliculos que

formam a rede vascular vegetal.



Figura 22: Folha nativa ap0s reticulagdo e ampliacéo daregido demarcada
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A figura 23 é uma imagem de vista lateral da amostra IME3-GA com ampliagédo
ressaltando as fibras de celulose com estrutura fibrilar mais intensa apos exposicao
ao glutaraldeido.

Figura 23: Vista lateral da folha tratada e ampliacdo da regido demarcada

10kv x500 20um CEFET-MG/DEMAT 10 kv x1000 10um CEFET-MG/DEMAT

Fonte: Do autor

Nos espectros de FTIR, ambas apresentaram os mesmos picos, havendo
alteracdo somente na intensidade, o que provavelmente se deve ao fato de uma
menor vibracdo das cadeias de celulose que se encontram interligadas. Além disso,
a menor quantidade de cloro detectada pela andlise EDS, sugere que a reticulacao,
principalmente dos ductos, seja um fator importante no enxague e remocdo de
residuos dos reagentes nas amostras. Isso poderia resultar em um material com
menor toxicidade, quando de sua utilizacdo em sistemas biolégicos.

A figura 24 demonstra a andlise comparativa de FTIR entre as amostras
CONTROLE, CONTROLE-GA, IME3-GA E IME3 seca.
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Figura 24: Analise FTIR amostras IME3 antes e ap6s reticulagdo. Amostra CONTROLE
(a); CONTROLE-GA (b); IME3-GA e IME3 seca.
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Analisando os resultados obtidos por FTIR na figura 24 que compara as
amostras CONTROLE, CONTROLE-GA, IME3-GA e IMES seca, verificamos que as
bandas posicionadas em 3330, 2921 e 2850cm estdo presentes em amostras com
e sem tratamento para decelularizacdo. A banda em 3330cm* pode ser associada
a grupos OH ou a agua adsorvida, e se mostra com elevada intensidade em todas
as amostras, entretanto para amostras submetidas ao tratamento IME3 foi
observada reducéo na sua intensidade, podendo sugerir que 0 processo possa ter
removido parte da estrutura da folha que mantinha ligagdo com moléculas de agua
ou quebrado parte da celulose, com diminui¢do da sua massa. Além disso a amostra
IME3 seca também apresentou diminuicdo de intensidade neste pico claramente
pelo processo de liofilizagdo. Outra banda posicionada em 1636cm?, que também
pode ser associada ao grupo OH da agua apresentou reducdo para amostras
tratadas.

Outro ponto de destaque € a presenca das bandas posicionadas em 2918 e
2849cm1, que podem ser associadas aos grupos CHz2 e CHs e se mostraram mais
evidentes nas amostras submetidas ao tratamento IME3 e a reticulacdo, podendo
indicar a ocorréncia da quebra de parte da estrutura da celulose, com abertura da

estrutura ciclica, mas também permitindo supor a presenca de residuos dos
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reagentes utilizados que apresentam cadeia carbdnica em sua estrutura, como é
observado para o SDS e para o Triton. Importante destacar que a presenca de
residuos desses reagentes também pode induzir a reducéo do teor de agua o que
estaria em conformidade com a reducdo da banda hidroxila. Ainda na analise do
FTIR, temos a banda 1443cm™ do estiramento C-H, a banda 1059cm do
estiramento C-O e a banda 1030cm™ do estiramento C-OH, que podem ser
associadas a carboidratos da celulose. A banda 1030 cm™ aparece em intensidade
elevada em IME3 seca quando comparada as demais amostras, isso pode estar
relacionado a um estiramento das ligagbes C-OH da celulose em fungéo da perda
excessiva de hidratacdo com o processo de liofilizacdo. Além disso, algumas
bandas associadas a grupos quimicos relacionados aos conteudos celulares que
tiveram reducdo na sua intensidade, como é o caso de 1244cm que pode ser
associado a grupos POz de &cidos nucléicos e 1640 cm™, apresentaram menor
intensidade em IME3-GA e IME3 seca respectivamente, sugerindo que a reticulacéo
pode ter influéncia direta na facilitagcdo de enxague e saida de debris celulares.

Na regeneracao do tecido 6sseo, o processo inflamatorio é uma etapa critica
no recrutamento de células para o sitio onde ocorreu a injuria. Essas células iniciam
a resposta de cura através da sintese e secrecdo de varios mediadores celulares e
inflamatérios. Em alguns casos de fraturas e defeitos O6sseos, 0 processo
inflamatorio pode diminuir rapidamente ou ser suprimido com o passar do tempo,
contudo a reiniciagdo do processo pode ser uma opcéo valida. Dessa forma, o
glutaraldeido pode se tornar uma boa opcéo na reticulacao de scaffolds para tecido
0sseo0, uma vez que essa substancia pode ser aceleradora do processo de
regeneracao Ossea através da inducdo da reiniciacdo do processo inflamatoério
(ORYAN et al., 2018).

A reticulacdo pode estar diretamente relacionada a biodegradabilidade do
material que, tende a se opor a resisténcia mecéanica. Para tecidos duros como 0s
0SS0S, € necessario que haja um equilibrio entre essas caracteristicas. Por exemplo,
para um scaffold de reparacdo 6ssea de 0ssos longos, é preciso que o material
possua propriedades mecéanicas adequadas capaz de suportar as forcas de tracao
e compressao, bem como possua um tempo de biodegradacdo minimo de 2 a 3
meses, para que possa prover uma estrutura para as células hospedeiras. A escolha

de um material com agente de reticulagdo adequado associado a um protocolo
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eficiente, pode levar ao desenvolvimento de um scaffold para diferentes tipos de
tecido 6sseo (ORYAN et al., 2018).
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6. CONCLUSAO

Considerando a analise morfoldgica verificou-se que o aspecto macroscopico
indica que o tratamento quimico com os sabdes utilizados foi mais eficiente em
protocolos utilizando o método de imersédo, onde foi verificada reducéo significativa
da pigmentacdo e manutencdo do sistema vascular das folhas. As andlises das
imagens obtidas por microscopia eletronica sugerem que as estruturas celulares
foram removidas, mesmo que parcialmente e que a matriz polimérica foi modificada,
mas sem alteracdo estrutural significativa. Dados esses corroborados pelo grau de
degradacdo obtido pela andlise térmica e andlise quimica feita através de FTIR.

A utilizacdo do agente reticulante foi importante para as caracterizacdes
morfologicas e se mostra como uma alternativa para ampliar a resisténcia das folhas
ao desgaste promovido pelos tratamentos quimicos com os sabdes utilizados.

Os ensaios de imersdo em SBF indicaram que as matrizes tratadas com o0s
sabdes ampliaram o seu tempo de conservacdo em meio de simulacdo e
apresentaram precipitados de fosfatos de célcio na sua estrutura, onde pode-se
concluir que o protocolo utilizado para tecido vegetal se apresenta como uma opgao

viavel a desenvolvimento de matrizes pré vascularizadas para repara¢cado éssea.
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SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Realizacéo de tratamento quimico apds utilizacdo de diferentes métodos de
reticulacao.

Avaliacao de resisténcia mecanica de folhas nativas em comparacéo as
folhas tratadas.

Ensaios de perfusdo para avaliacao de estrutura dos ductos apés
tratamento quimico.

Realizac&o de novos ensaios de citotoxicidade e quantificacdo de cloro nas
amostras.

Realizar ensaios de cultura e crescimento celular em amostras tratadas.
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