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RESUMO

Scaffolds baseados em plantas representam uma abordagem promissora na
engenharia de tecidos em razéo de sua abundancia, sustentabilidade e baixo custo. Além
disso, os tecidos vegetais sdo constituidos predominantemente por celulose, polimero
biocompativel e biodegradavel e frequentemente exibem uma estrutura de poros
interconectados na matriz extracelular, caracteristicas interessantes para estruturas
tridimensionais que suportam o cultivo de células de mamiferos. O presente trabalho
investigou vegetais e frutas comumente consumidas na regido do cerrado p6s tratamento
quimico com diferentes solucdes surfactantes e sua possivel aplicacdo como scaffold na
engenharia de tecidos. Frutas e vegetais (fruto graviola, pseudofruto do caju, casca da
mexerica, folhas de brdcolis e ora-pro-nobis, talos de taioba e brdcolis) foram
submetidos ao tratamento com solugdo aquosa contando dodecil sulfato de sodio (SDS),
triton X-100 e hipoclorito de sodio em diferentes concentracdes. Apds secagem, as
estruturas vegetais foram caracterizadas fisico-quimicamente por meio de analise
sensorial e das técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), Espectroscopia
no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Termogravimetria (TGA). A
presenca de poros ou canaliculos interconectados foi observada em todas as
micrografias eletrbnicas das frutas e dos vegetais analisados. As duas amostras de
graviola e a amostra de caju apresentaram reducdo nas bandas de absorcdo de FTIR
relacionadas as ligacOes lipideo-carboidrato e grupos funcionais associados a acidos
nucleicos. A casca de mexerica e a folha de ora-pro-nobis apresentaram reducdo nas
bandas associadas a acidos nucleicos. Ja a folha de brocolis apresentou reducdo somente
nas bandas relacionadas as ligacOes lipideo-carboidrato. Os resultados obtidos sugerem
que o tratamento quimico ocasionou a retirada de componentes celulares como lipideos
e acidos nucleicos, mantendo, conforme o esperado, a estrutura lignocelulésica dos
vegetais, indicio de que o tratamento acarretou a descelularizagdo, ainda que de forma
parcial. Ademais, foram observados residuos de detergente em algumas amostras,

indicando que etapas adicionais de lavagem devem ser inseridas ao protocolo.

Palavras chave: Engenharia de tecidos, scaffolds, tratamento quimico, frutas e vegetais.



ABSTRACT

Plant-based scaffolds represent a promising approach in tissue engineering because of
their abundance, sustainability and low cost. In addition, plant tissues are predominantly
made up of cellulose, a biocompatible and biodegradable polymer and often exhibit an
interconnected pore structure of the extracellular matrix, interesting features for three-
dimensional structures that support the culture of mammalian cells. The present work
investigated vegetables and fruits commonly consumed in the Cerrado region after
chemical treatment with different surfactant solutions and their possible application as a
scaffold in tissue engineering. Fruits and vegetables (sour fruit, cashew pseudofruit,
tangerine peel, broccoli and ora-pro-nobis leaves, taioba and broccoli stalks) were
treated with an aqueous solution containing sodium dodecyl sulfate (SDS), Triton X-
100 and sodium hypochlorite in different concentrations. After drying, the plant
structures were characterized physicochemically by sensory analysis, Scanning Electron
Microscopy (SEM), Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and
Thermogravimetry (TGA). The presence of interconnected pores or canaliculi was
observed in all electron micrographs of the analyzed fruits and vegetables. The two
soursop samples and the cashew sample showed reduction in FTIR absorption bands
related to lipid-carbohydrate bonds and functional groups associated with nucleic acids.
The tangerine peel and the ora-pro-nobis leaf showed a reduction in the bands
associated with nucleic acids. On the other hand, the broccoli leaf showed a reduction
only in the bands related to lipid-carbohydrate bonds. The results obtained suggest that
the chemical treatment caused the removal of cellular components such as lipids and
nucleic acids, maintaining, as expected, the lignocellulosic structure of the plants, an
indication that the treatment resulted in decellularization, even partially. Furthermore,
detergent residues were observed in some samples, indicating that additional washing

steps should be included in the protocol.

Keywords: Tissue engineering, scaffolds, chemical treatment, fruits and vegetables.
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1 INTRODUCAO

A substituicdo de drgdos e tecidos devido as lesGes promovidas por traumas ou
patologias € comumente realizada a partir do procedimento de transplante de 6rgaos. No
entanto, esta abordagem enfrenta um cenério critico de escassez de doadores, agravada
pela pandemia de COVID-19 (GARCIA; PACHECO, 2021). Alem da caréncia de
doadores, o transplante induz reacdo imunoldgica no paciente, o que implica em
tratamentos com terapia imunossupressora concomitante (IKADA, 2006), e a longo
prazo ocasionam sérias limitacdes funcionais ao paciente (LANGER & VACANTI,
1993). Por esses motivos, a utilizacdo de biomateriais tem se mostrado como alternativa
acessivel e eficaz para a substituicao de 6rgaos e tecidos.

A engenharia de tecidos € uma area abrangente que aplica conhecimentos da
engenharia e das ciéncias da vida, a fim de restaurar e regenerar funcdes bioldgicas por
meio do cultivo de células in vitro em uma matriz tridimensional (scaffolds) que servira
de suporte para migragéo, adesédo, proliferacdo celular e, consequentemente, formacéo
de um novo tecido (CONTESSI NEGRINI et al., 2020; GERSHLAK et al., 2017).
Além de células e scaffolds, a engenharia de tecidos emprega substancias estimulantes
que podem atuar na ativacdo de vias sinalizadoras para eventos celulares e sintese de
proteinas da matriz extracelular (MEC) (VAN ZUIJLEN et al., 2015; IPTC, 2018). Os
suportes podem ser produzidos a partir do uso de células do préprio hospedeiro a fim de
minimizar as reacdes imunoldgicas contra o novo tecido que sera implantado
(IBRAHIM et al., 2013).

Para o desenvolvimento de scaffolds, os biomateriais devem ser tridimensionais
e apresentarem arquitetura porosa, interconectividade entre os poros e topografia rugosa
para viabilizar a adesdo, migracdo, proliferagdo e diferenciacdo das ceélulas.
Adicionalmente, os atributos mecanicos dos scaffolds devem ser similares aos do tecido
que serdo substituidos, no intuito de proporcionarem um suporte estrutural adequado
(CHEUNG et al.,, 2007). Os scaffolds funcionam de forma semelhante a MEC
influenciando tanto a topologia do contato célula-célula e matriz-célula quanto a
distribuicdo das biomoléculas sinalizadoras ( MORRISON & KIMBLE, 2006; LEE &
VASIOUKHIN, 2008). Dessa forma, o suporte ideal é aquele com arquitetura



semelhante ao tecido alvo, em seu estado nativo; no entanto, imitar com precisao a
MEC nativa para tecidos manipulados continua sendo um desafio, dada a tecnologia
atual (KIM et al., 2016; ROSALES & ANSETH, 2016)

A celulose é o principal componente das paredes celulares das plantas e um
polimero natural amplamente utilizado como scaffold para engenharia de tecidos
(HIRAYAMA et al.,, 2013; MODULEVSKY et al., 2014). A obtengdo de celulose
natural e o desenvolvimento de um arcabouco tridimensional a partir do tecido vegetal
pode ser feito por meio da técnica de descelularizacdo com uso de diferentes
detergentes, no intuito de remover seletivamente os componentes celulares, mantendo a
estrutura tridimensional, preservando a parede celular e o sistema vascular
(WALAWALKAR & ALMELKAR, 2020). Esta estratégia tem sido aplicada em varias
espeécies de plantas e frutos, tais como espinafre, haste de salsa, bambu, orquidea, maca,
dentre outros (MODULEVSKY et al., 2014; GERSHLAK et al., 2017; FONTANA et
al., 2017)

Diante do exposto, no presente trabalho, realizou-se tratamentos quimicos com
detergentes em distintas estruturas vegetais (fruto da graviola, pseudofruto do caju,
casca da mexerica, folha de brocolis, folha de ora-pro-nobis, talo de taioba e talo de
brdcolis) no intuito de avaliar a potencial aplicacdo desses materiais como scaffold

naturais na Engenharia de Tecidos.



2 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA

O uso das técnicas de descelularizacédo e rescelularizacdo para a construcao de
orgdos e tecidos tem sido bastante difundidas. Pesquisadores buscam solucdes
inovadoras para mitigar os problemas das longas filas de espera por 6rgdos para
transplante e os procedimentos relacionados a essa metodologia. A remocao das células
de um o6rgdo é fundamental para a compatibilidade com o hospedeiro, uma vez que as
proteinas responsaveis pela ativacdo do sistema imune ndo deverdo estar mais presentes.
A finalidade é entdo utilizar o 6rgdo descelularizado como um suporte para o
crescimento de células do proprio paciente, que possui 0s mesmos antigenos e, assim
evitar o risco de reagdes imunoldgicas e diminuir o risco de rejeicdo em longo prazo do
orgdol/tecido transplantado (TEIXEIRA et al., 2019). No entanto, o uso de fontes
derivadas de animais para pesquisa médica estd associada a altos custos financeiros,
impactos ambientais e consideragdes éticas controversas, pois aproximadamente 200
milhGes de animais sdo usados anualmente, produzindo consumo excessivo de energia,
emissdes de carbono e residuos de laboratério (GROFF et al.,, 2014; TAYLOR &
ALVAREZ, 2020; HARRIS; LACOMBE; ZENHAUSERN, 2021). Assim, esforgcos
continuos devem ser realizados para desenvolver novos biomateriais como alternativas.

Scaffolds naturais provenientes de plantas representam uma abordagem
promissora ndo sé devido a sua abundancia e acessibilidade, mas também por serem
constituidos, em sua maior parte, de celulose, um polimero biocompativel e
biodegradavel, que, juntamente com o0s outros componentes formam uma rede
tridimensional hidrofilica que confere a parede celular robustez e durabilidade
(MIYAMOTO et al., 1989; VILJANTO et al, 1999; HARRIS; LACOMBE;
ZENHAUSERN, 2021). Adicionalmente, os vegetais exibem um sistema natural de
transporte de fluidos, que se assemelha ao da rede vascular ramificada dos mamiferos
(MCCULLOH; SPERRY; ADLER, 2003), que se estendem e se organizam de grandes
veias principais a capilares finos com definicdo detalhada. Esses microvasos séo dificeis
de se reproduzir usando as atuais impressoras tridimensionais ou tecnologias
microfluidicas (SARKER et al., 2018; HARRIS; LACOMBE; ZENHAUSERN, 2021).



Além disso, em razdo das abundantes ligac6es dissulfeto intra e intermoleculares, as
proteinas vegetais possuem inerente estabilidade aquosa; e ainda, o seu peso molecular,
¢ comparativamente baixo em relacdo ao observado em proteinas animais, exibem
também maior polaridade; assim, sdo naturalmente hidrofilicos e potencialmente
eficazes para adesdo celular (HURTADO-LOPEZ; MURDAN, 2006). Finalmente,
como um recurso sustentavel, os scaffolds derivados de plantas podem reduzir a
producdo de residuos, uma vez que, ndo precisam ser descartados. Portanto, como uma
fonte acessivel e renovavel, as plantas possuem caracteristicas vantajosas para seu uso
como biomaterial na Engenharia de Tecidos e aplicacdes biomédicas (HARRIS;
LACOMBE; ZENHAUSERN, 2021). Nesse intuito, o presente trabalho propde
investigar vegetais e frutas abundantes e comumente usadas na regido do cerrado
brasileiro a fim de avaliar a estrutura vegetal pos tratamento quimico e a possibilidade

das suas aplica¢Ges como scaffold na engenharia de tecidos.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Desenvolver um protocolo de descelularizacdo com detergentes em diferentes
concentragcdes e/ou tempos em estruturas vegetais, no intuito de avaliar a potencial

aplicacdo desses materiais como scaffolds na engenharia de tecidos.

3.2 Objetivos especificos

o Realizar o tratamento quimico com variadas concentracBes/tempos com 0S
seguintes reagentes: SDS, triton X-100 e hipoclorito de soédio nas seguintes
estruturas vegetais - fruto da graviola, pseudofruto do caju, casca da mexerica,
folha de brdcolis, folha de ora-pro-nobis, talo de taioba e talo de brécolis;

o Realizar andlise sensorial (visual e resisténcia mecénica) dos materiais obtidos
apos o tratamento quimico;

o Caracterizar por meio das técnicas de Microscopia Eletronica de Varredura
(MEV), Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e
Termogravimetria (TGA) as diferentes estruturas vegetais submetidas ao

tratamento quimico com detergentes.



4 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Engenharia de tecidos

Em 1988, durante um encontro patrocinado pela National Science Foundation
(NSF) nos EUA, discutiu-se a respeito do termo engenharia de tecidos, sendo definido
como “a aplicacdo dos principios e métodos da engenharia e ciéncias da vida na
compreensdo da relacdo estrutura-funcdo em condigdes normais e patologicas dos
tecidos e o desenvolvimento de substitutos bioldgicos para sua reparagdo e regeneragao”
(SKALAK; FOX, 1988).

A pratica da engenharia de tecidos estabeleceu-se antes mesmo de seu conceito,
sendo aplicada durante a década de 70, quando Burke e Yannas (1980), trabalharam no
desenvolvimento de uma pele artificial a partir de fibroblastos cultivados sobre
materiais naturais (colageno). Este material possuia duas camadas, a superior, chamada
de Silastic (polimerosona sintética), composta por uma fina folha de silicone, com
funcdo protetora contra infeccOes e desidratacdo, e a camada inferior, que se
assemelhava a um andaime, feito de material organico (tend@es de vaca e cartilagem de
tubardo). O método consistiu em semear as células saudaveis da pele, retiradas de outras
partes do corpo, no biomaterial criado. A pele artificial teve como intuito regenerar
feridas de queimadura, funcéo, a qual, desempenhou com sucesso (YANNAS; BURKE,
1980; VAN ZUIJLEN et al., 2015).

A engenharia de tecidos € uma area multidisciplinar, que aplica conhecimentos
das engenharias e ciéncias bioldgicas com intuito de desenvolver substitutos viaveis,
que reparam, mantém e melhoram as funcdes bioldgicas. E constituida por uma triade
de estratégias a fim de se desenvolver um tecido: células isoladas ou substitutos de
células, substancias indutoras do tecido e, o arcabouco onde as células serdo semeadas
(LANGER; VACANTI, 1993). A engenharia de tecidos pode também ser descrita e
representada pelo conjunto de ferramentas que proporcionam o reparo de tecidos a
partir do cultivo de células in vitro, manipuladas em laboratério (VAN ZUIJLEN et al.,

2015) e que apos a diferenciacdo celular podem ser implantadas in vivo.



Langer e Vacanti, em 1993, publicaram um artigo na revista cientifica
“Science”, que definiu a motivagdo, metodologia e elementos que constituem a
Engenharia de Tecidos. De acordo com os autores, a principal abordagem dessa area de
pesquisa consiste do cultivo de células do paciente em materiais que mimetizam a
morfologia e propriedades fisico-quimicas e mecénicas da matriz extracelular, com o
intuito de oferecerem abrigo, nutricdo e condi¢des favoraveis para a adesdo, migracéo,
proliferacdo e diferenciacdo de células, e subsequente crescimento de érgéos e tecidos
in vitro ou regeneracdo dos mesmos, in vivo. O processo consiste basicamente na coleta
de um namero pequeno de células do paciente através de uma biopsia e, posteriormente
sdo isoladas e expandidas, em laboratério. Em seguida, as células sdo cultivadas nos
scaffolds, na presenca de moléculas bioativas (fatores de crescimento e diferenciacao,
farmacos) que simulam a condicao fisioldgica. As células secretam os componentes de
matriz extracelular a fim de criar um novo tecido vivo que pode ser utilizado como
substituto para implante no sitio defeituoso no paciente. O reparo e reconstrucdo de um
novo tecido pode ocorrer de duas formas, na primeira, o conjunto (estrutura + células)
proporciona suporte ao crescimento celular a medida em que a estrutura € remodelada
com a degradagéo in vivo da mesma (BARBANTI, ZAVAGLIA, DUEK; 2005). Logo,
o scaffold, in vivo, é degradado, e por fim, ha somente um novo tecido ou 6rgédo
composto por matriz extracelular e células (HOSHIBA et al., 2010). No segundo
mecanismo, a estrutura tridimensional utilizada é produzida contendo as propriedades
mecanicas e tempo de degradacdo necessarios desde a insercdo das células até o
bioreator, onde estas proliferam na cultura in vitro a medida em que a estrutura é
degradada e reabsorvida até a formacéo do tecido (BARBANTI, ZAVAGLIA, DUEK;
2005). De acordo com Passos (2015) essa metodologia pode ser resumida nas seguintes
etapas:

1)  Coleta de células por biopsia;

2)  Isolamento celular;

3) Expanséo celular;

4)  Cultivo das células no scaffold;

5)  Maturagdo do conjunto scaffold-células no biorreator;
6) Insercdo do scaffold no paciente.



No ano de 1996 foi publicada uma pesquisa que demosntrou a viabilidade de
criar tecidos a partir de matrizes sintéticas, de forma a representar, tridimensionalmente,
a estrutura de um membro humano. Para muitos pesquisadores, este episodio foi o
marco na engenharia de tecidos. O experimento consistiu em uma estrutura
desenvolvida a partir de polimeros biodegradaveis sintéticos, semeada com células
cartilaginosas de bovinos, originando, anatomicamente, uma orelha humana, a qual foi
implantada nas costas de um camundongo (CAO et al., 1997).

A partir da evolucdo da engenharia de tecidos, seu campo de abordagem
aumentou, expandindo para a bioimpressdo de Orgdos e tecidos, ou seja, a
transformacdo de modelos tridimensionais virtuais, em estruturas reais. O método é
realizado por meio de deposicdo controlada de células, biomateriais ou biomoléculas,
baseada no principio da fabricacdo aditiva (camada a camada), conhecida como
prototipagem réapida, com o objetivo de formacédo do tecido ou 6rgdo (BARROS, 1995;
DA SILVA; DUAILIBI, 2008). Em 2019 pesquisadores israelenses desenvolveram o
prototipo de um coracdo vascularizado, a partir da impressdo 3D utilizando tecido
humano. O proto6tipo contém células, vasos sanguineos, camaras e outras estruturas que
um coracgdo precisa para funcionar normalmente. O 6rgdo apresenta contracao, porém,
em sua totalidade, ainda ndo é capaz de bombear sangue. O desafio enfrentado é
conceber um comportamento celular semelhante a um coracdo verdadeiro, para que,
posteriormente, possa ser transplantado em animais (EBC, 2019).

Ao longo da ultima década, a engenharia de tecidos alcangou avangos
significativos ao combinar células, scaffolds de biomateriais e moléculas
biologicamente ativas no tratamento de doencas e lesdes, confrontando os métodos ja
adotados para a restauracdo das funcBes bioldgicas. Contudo, apesar dos avangos ja
realizados, o desenvolvimento de scaffolds com requisitos necessarios a sua funcéo, e o
uso de metodologias acessiveis e em larga escala continua sendo um grande desafio
(FONTANA et al., 2017a).



4.2 Scaffolds

Os biomateriais utilizados para a regeneracdo de 6rgdos e tecidos in vitro ou
crescimento desses in vivo dentro do conceito da Engenharia de Tecidos sdo
denominados scaffolds, e sdo definidos como biomateriais sélidos, porosos, com trés
dimensGes, desenvolvidos para executarem as seguintes fungdes como descrito por
Langer e Tirrell (2004):

(1) Promover a interacdo de células com biomateriais, ou seja, propiciar a

adesdo e deposicdo da matriz extracelular nativa;

(2) Permitir o transporte de gases, nutrientes e produtos metabdlicos,

possibilitando a sobrevivéncia, proliferacdo e diferenciacéao celular;

(3) Ser capaz de biodegradar a uma taxa compativel com a taxa de regeneracéo

tecidual sob as condig¢des de cultura de interesse;

(4) Provocar um grau minimo de inflamac&o ou toxicidade in vivo.

O primeiro critério para um scaffold é que ele seja biocompativel, ou seja, capaz
de reagir com fluidos fisiologicos e formar ligagbes tenazes com os tecidos através da
atividade celular; dessa forma, eles desfrutam de melhores interagdes com as células, o
que lhes permitem potencializar o desempenho destas no sistema biolégico (HENCH,
1991; ROETHER et al., 2002). Salienta-se que, ap0s a implantacdo, o scaffold deve
provocar uma reacdo imune insignificante para evitar que cause uma resposta
inflamatoria tdo grave que possa reduzir a cicatrizagdo ou causar rejeicdo pelo corpo
(O’BRIEN, 2011). A arquitetura dos scaffolds para a Engenharia de Tecidos também ¢
de suma importancia, pois, eles devem ter uma estrutura de poros interconectados e alta
porosidade para garantir a penetracédo celular e a difusdo adequada de nutrientes para as
ceélulas dentro do scaffold e para a matriz extracelular formada por essas células; bem
como para permitir a difusdo de produtos residuais para fora do scaffold, e os produtos
da degradacédo do suporte, além de ndo apresentar toxicidade, devem ser capazes de sair
do corpo sem interferéncia com outros 6rgaos e tecidos circundantes (O’BRIEN, 2011).
A arquitetura (porosidade e interconectividade), como mostra a Figura 1, o controle da
topografia de superficie e rugosidade sdo fatores importantes que viabilizam a migragéo

das celulas na superficie do scaffold. A microarquitetura da superficie interfere na



10

adesdo das células, pois, superficies lisas, curvas ou rugosas apresentam diferentes areas
de contato com biomoléculas e células, que podem influenciar sua conformacgéo e
funcdo (CHEUNG et al., 2007; SILVA, 2008).

Sabe-se que o scaffold ndo se destina a um implante permanente, portanto, ele
deve ser biodegradavel para permitir que as células produzam sua prdpria matriz
extracelular (BABENSEE et al., 1998). Para que a degradacéo ocorra em conjunto com
a formacdo do tecido, é necessaria uma resposta inflamatéria combinada com a infuséo
controlada de ceélulas, como os macrofagos, que sdo ativados em resposta ao dano
tecidual ou infecgdo, causando um aumento na producdo de citocinas, quimiocinas e
outras moléculas inflamatérias (BROWN et al., 2009). Nesse sentido, a resposta ideal
do hospedeiro ao implante consiste em um infiltrado inicial de neutréfilos seguido por
uma resposta de células mononucleares, que, rapidamente transita de um fenotipo pro-
inflamatoério M1 precoce para um fenétipo imunomodulador M2 pré-remodelagéo,
dentro de dias ap6s o implante (BROWN et al., 2012). A medida que o scaffold se
degrada, ceélulas-tronco/progenitoras enddgenas sao recrutadas para o local de
tratamento, ocorrendo a deposicdo de neomatriz, e o processo de remodelacdo
eventualmente culmina com a deposicéo de tecido apropriado ao local recém-formado,
que € pelo menos parcialmente funcional e desprovido de doengas crbnicas e processos
inflamatdrios (BADYLAK, 2014).

De acordo com Kramschuster e Turng (2013), o principal objetivo dos scaffolds
é que eles sejam habeis a conservar sua integridade estrutural enquanto suportam
temporariamente as cargas externas e tensdes causadas pela formacdo do novo tecido,
preservando propriedades mecénicas préoximas as do tecido circundante
(KRAMSCHUSTER; TURNG, 2013; NIKOLOVA; CHAVALI, 2019). As
propriedades mecanicas sdo importantes, pois, a matriz proporciona suporte ao
crescimento celular, respondendo as solicitagdes mecanicas exigidas, a medida em que a
estrutura é degradada até a formacdo do novo tecido (BARBANTI; ZAVAGLIA;
DUEK, 2005). Segundo Vacanti, Langer e Lanza (2007), além de exibirem
propriedades mecanicas adequadas ao tecido, devem conter e liberar biomoléculas, os
chamados fatores de crescimento, normalmente proteinas, que se ligam aos receptores

da superficie das ceélulas, de forma a desempenhar um papel de guia durante o
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desenvolvimento do novo tecido. Pode-se citar alguns fatores de crescimento mais
utilizados na Engenharia de Tecidos, tais como, o VEGF, que atua em vasos
sanguineos; FGF-2, age em vasos sanguineos, 0sso, pele, nervo, musculo e coluna
vertebral; IGF-1, em musculo, osso, cartilagem, figado, pulméo, rim, nervo e pele;
NGF, nervo, coluna vertebral e cérebro; entre outros (BRANCO, 2014; VACANTI,
LANGER; LANZA, 2007).

De acordo com o que foi visto, os scaffolds devem, entdo, garantir um ambiente
adequado para a adesdo, migracdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, suportando o
crescimento do novo tecido e originando uma matriz extracelular, estruturalmente
similar ao tecido em questdo (LEITE1; MARINHO; FOOK, 2016) conforme representa

a figura 1.

Figura 1 — Imagens obtidas por microscopia eletrénica de varredura representando as

similaridades dos scaffolds com os tecidos humanos.

Osso Humano

-~
\

&

Scaffolds porosos A e B mimetizando a porosidade e tamanho de poros semelhantes ao tecidos humanos
C e D, respectivamente.
Fonte: Adaptado de Loh et al. (2013)
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Na figura acima, nota-se que a arquitetura destes biomateriais sdo semelhantes
aos tecidos humanos, pois o intuito dos scaffolds é justamente mimetizar o tecido alvo e
atuar como substrato e/ou guia para a reparagdo e regeneracdo do mesmo. Dessa forma,
os scaffolds sdo desenvolvidos em uma configuracdo que se assemelha a estrutura
anatdmica e busca mimetizar a funcdo e a biomecéanica do tecido original (ENGLER et
al.,, 2006; NIKOLOVA; CHAVALI, 2019). Assim, a sua aplicacdo destina-se ao
desenvolvimento de materais que podem restaurar ou substituir 6rgao ou tecido como o
osso, cartilagem, ligamento, pele, tecidos vasculares, tecidos neurais, musculo
esquelético, bem como, servindo de veiculo para o fornecimento controlado de drogas,
proteinas e DNA (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Sabe-se que o scaffold ndo se destina a um implante permanente, portanto, ele
deve ser biodegradavel para permitir que as células produzam sua propria matriz
extracelular (BABENSEE et al., 1998). A medida que o scaffold se degrada, células-
tronco/progenitoras enddgenas sdo recrutadas para o local de tratamento, ocorrendo a
deposicdo de neomatriz, e o processo de remodelacdo eventualmente culmina com a
deposicdo de tecido apropriado ao local recém-formado, que é pelo menos parcialmente
funcional e desprovido de doencas crbnicas e processos inflamatérios (BADYLAK,
2014).

De acordo com Kramschuster e Turng (2013), o principal objetivo dos scaffolds
é que eles sejam habeis a conservar sua integridade estrutural enquanto suportam
temporariamente as cargas externas e tensdes causadas pela formacdo do novo tecido,
preservando propriedades mecénicas proximas as do tecido circundante
(KRAMSCHUSTER; TURNG, 2013; NIKOLOVA; CHAVALI, 2019). As
propriedades mecanicas sdo importantes, pois, a matriz proporciona suporte ao
crescimento celular, respondendo as solicitagdes mecanicas exigidas, a medida em que a
estrutura é degradada até a formacdo do novo tecido (BARBANTI; ZAVAGLIA;
DUEK, 2005). Segundo Vacanti e colaboradores (2007), além de exibirem
propriedades mecanicas adequadas ao tecido, os scaffolds devem conter e liberar
biomoléculas, os chamados fatores de crescimento, normalmente proteinas, que se
ligam aos receptores de membrana das células, de forma a desempenhar um papel de

guia durante o desenvolvimento do novo tecido. O fator de crescimento endotelial
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(VEGF - endotheial growth fator) é um fator de permeabilidade vascular que permite o
formacdo de novos vasos sanguineos (angiogénese), este bastante utilizado na
Engenharia de Tecidos para a producdo de suportes. Além dele, fator de crescimento
transformador superfamilia -p (TGF-P), fator de crescimento semelhante a insulina-1
(IGF-1), familia do fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF) sdo importantes em scaffolds acoplados ao sistema de
liberacdo de proteinas destinados ao processo de reparacdo de cartilagem, uma vez que
esses fatores participam na regulacdo dos processos de condrogénese e hipertrofia
(CHEN et al., 2020).

4.2.1 Tipos de Scaffolds

Os biomateriais utilizados para aplicacdo como scaffolds podem ser
categorizados de acordo com sua composicao quimica, por exemplo: metais, ceramicas
e vitrocerdmicas, polimeros naturais, sintéticos e compositos (NIKOLOVA; CHAVALL,
2019). Tipicamente, sdo utilizadas ceramicas, polimeros sintéticos e naturais para a
fabricacdo de scaffolds na engenharia de tecidos, apresentando, cada grupo de materiais,
seu campo especifico de aplicacdo, de acordo com suas caracteristicas.

As ceramicas, devido as suas similaridades quimicas e estruturais com a fase
mineral dos 0ssos, sdo vastamente empregadas na ortopedia e ortodontia; por exemplo,
a hidroxiapatita (HA) e o fosfato tricalcico (TCP) sdo aplicados em processos de
regeneracdo 0ssea.

Ao se tratar de polimeros sintéticos, destaca-se o poli(L-&cido lactico) (PLLA)
ou poli(éacido glicélico) (PGA) e ainda, o poli(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA),
que apresentam propriedades Unicas interessantes como: resisténcia mecanica
consideravel para aplicacdo na engenharia de tecidos, alta porosidade e alta superficie
de contato, bem como caracteristicas de degradacdo controladas tornando-os materiais
de 6timo desempenho e aplicabilidade. Apesar disso, esses materiais podem apresentar
rejeicdo devido a bioatividade reduzida, os produtos intermediarios de degradacao
desses polimeros (especificamente, acido latico e/ou acido glicolico) por hidrolise ndo
enzimética de ligacGes éster reduzem o pH local, que pode resultar em uma reacao

inflamatoria e e promover injuria celular no local do implante. Além disso, a rapida
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queda do pH in vivo pode acelerar a taxa de degradacdo do polimero, resultando em
perda prematura de propriedades mecénicas antes que ocorra a formacao de novo tecido
(LIU; WEBSTER, 2006; RATNER et al., 2004). Ressalta-se que, se a taxa de
degradacdo do material for acelerada, poderd ocasionar um comprometimento na
integridade do novo tecido formado, que estaré suscetivel a esforgos incompativeis com
0s quais ele pode suportar. Taxas de degradacdo mais lentas, por sua vez, ocasionam em
esforcos compressivos prematuros no tecido em desenvolvimento (LEITE, 2016).

Tanto os polimeros sintéticos quanto os polimeros naturais tém sido
extensivamente investigados como biomateriais poliméricos biodegradaveis. Os
polimeros naturais podem ser considerados como 0s primeiros biomateriais
biodegradaveis usados clinicamente (NAIR; LAURENCIN, 2007) e podem ser
classificados como proteinas (seda, colageno, gelatina, fibrinogénio, elastina, queratina,
actina e miosina), polissacarideos (celulose, amilose, dextrana, quitina e
glicosaminoglicanos) ou polinucleotideos (DNA, RNA) (YANNAS et al., 2004).
Apesar da vantagem dos scaffolds de polimeros naturais em apresentarem boa resposta
imunoldgica e melhores interacbes celulares (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011),
eles podem exibir propriedades mecanicas inadequadas e rapida biodegradabilidade,
quando comparados a maioria dos polimeros sintéticos. Dessa forma, substratos
formados pela combinacdo de grupos de materiais podem ser a melhor solucdo para
superar desvantagens dos materiais isolados (O’BRIEN, 2011). Assim, a estratégia de
combinar polimeros naturais com polimeros sintéticos biocompativeis ou modificando o
material por meio de reticulagdo quimica ou fisica (IRAVANI; VARMA, 2019;
REDDY:; YANG, 2011), tem sido cada vez mais explorada, pois, consegue-se melhorar
as propriedades dos scaffolds, em termos mecanicos, assim como, em relacdo a
biocompatibilidade e, além disso, permitir a degradacdo controlada desses materiais
(CASCONE et al., 2001).

E inquestionavel o avango no campo da engenharia de tecidos nas Gltimas
décadas, todavia, ainda se encontram desafios a serem superados, principalmente no
aperfeicoamento de scaffolds a fim de mimetizar todos os tipos de 6rgéaos e tecidos com
0 proposito, ndo s6 de melhora, mas de aumento na expectativa de vida da populagéo
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010; SINHORETI, M.; VITTI, R.; SOBRINHO,
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2013). Os sistemas de cultura de células 3D, ou seja, cultura de células em substratos
tridimensionais, os scaffolds, tem um futuro promissor, pois, j& sdo capazes de
proporcionar um ambiente adequado para a diferenciacdo celular, e sdo constituidos de
poros para a intercomunicacéo celular (LEE; CUDDIHY; KOTOV, 2008). Os desafios
a serem enfrentados sdo: a compreensdo a respeito das interacdes entre células e os
scaffolds e o controle sobre as propriedades mecénicas desses substratos de acordo com
a aplicacdo (NIGAM; MAHANTA, 2014). Nota-se que muitos materiais sao produzidos
com boas propriedades mecéanicas, mas ndo apresentam porosidade adequada. Além
disso, diversos estudos relatam que os materiais que exibiram potencial in vitro
falharam quando implantados in vivo devido a capacidade insuficiente de vascularizagdo
(O’BRIEN, 2011). A vascularizac¢éo e a inervacdo sdo importantes por se conectarem
aos tecidos circundantes, permitindo a transferéncia de massa por difusdo de nutrientes,
oxigénio, fatores de crescimento, fatores de sinalizagdo bioquimica, diéxido de carbono
e residuos metabdlicos do ambiente para as celulas e vice-versa (SARKER et al., 2018).
Dessa forma, o equilibrio entre as propriedades mecéanicas e a arquitetura porosa
suficiente para permitir a infiltracdo celular e a vascularizacdo é o segredo para o
sucesso de um scaffold (O’BRIEN, 2011).

O processo de regeneracdo requer o desenvolvimento de redes vasculares
interconectadas entre o tecido maduro e o tecido circundante. A configuracdo do
scaffold deve permitir a remodelacédo vascular conforme o tecido amadurece, de modo
que nutrientes, oxigénio e outros fatores sollveis possam atingir todas as células
incorporadas enquanto os residuos metabolicos sdo constantemente removidos. Por esta
razdo, a geometria do scaffold é geralmente associada a uma configuracdo porosa ou
fibrosa, a fim de oferecer uma alta relacdo superficie-volume para a fixacdo celular e
desenvolvimento do tecido (FENG; LINGLING; LIU, 2015; NIKOLOVA; CHAVALI,
2019; SAIZ et al., 2013; SHEIKH et al., 2015). Conforme mostra a Figura 2, ha

diferentes tipos de matrizes que proporcionam diferentes porosidades.
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Figura 2 - Exemplos de tipos de matrizes que resultam em diferentes porosidades

Nanofibras Microsferas

A - representa o scaffold poroso, B - faz correspondéncia as nanofibras utilizadas na produgdo de
scaffolds fibrosos, C - mostra a transicdo sol-gel que ocorre na formagéo dos hidrogéis e por fim, D -
ilustra os scaffolds de microesferas.

Fonte: Sa (2015).

Ambos os biomateriais sintéticos e derivados naturais estdo sendo amplamente
pesquisados e desenvolvidos a fim de alcancar as propriedades morfoldgicas, fisicas,
mecanicas e biologicas apropriadas para atender aos requisitos especificos para a
regeneracdo de diferentes tecidos humanos (CONTESSI NEGRINI et al., 2020). Os
scaffolds a base de polimeros sintéticos sdo reprodutiveis, possuem composi¢do quimica
definida e propriedades ajustaveis de acordo com o0s requisitos da aplicacdo. Os
scaffolds de polimeros de origem natural, apesar da reprodutibilidade limitada, sdo
caracterizados por uma melhor resposta biolégica em comparacdo aos scaffolds
sintéticos, uma boa biocompatibilidade e oferece sustentabilidade também (ALARIBE;
MANOTO; MOTAUNG, 2016). No entanto, apesar de tecnologias avancadas de
fabricacdo terem sido desenvolvidas para processar polimeros sintéticos, reproduzir a
microarquitetura correta dos tecidos a serem regenerados ainda é um desafio
(JAMMALAMADAKA; TAPPA, 2018). A partir disso, a descelulariza¢do dos tecidos
torna-se uma opg¢éo bastante viavel, uma vez que, evita o processamento de materiais,
pois, a estrutura nativa biomimética pode ser preservada, e de acordo com a literatura,
servem como um microambiente morfoldgico e bioguimico adequado para adesao,

proliferacéo e diferenciagéo celular (WU et al., 2015).
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4.2.1.1 Scaffolds naturais descelularizados

Os scaffolds naturais descelularizados sdo obtidos removendo-se 0s
componentes celulares dos tecidos por meio de manipulacdo mecéanica e/ou quimica a
fim de produzir matrizes ricas em colageno, as quais suportam o crescimento celular e a
regeneracdo de tecidos sem evidéncia de rejeicdo imunogénica. Geralmente realiza-se o
revestimento de polimeros a fim de promover estabilidade mecéanica e aumentar a
hemocompatibilidade da matriz proteica (YOUHWAN et al., 2016). O objetivo final de
qualquer protocolo de descelularizacdo é remover todo o material celular conservando a
integridade mecénica e eventual atividade biol6gica da matriz remanescente. Essas
matrizes degradam-se lentamente in vivo enquanto sdo substituidas pelas proteinas da
MEC, secretadas pelas células que proliferam. A figura 3 mostra os 6rgdos comumente
estudados e a cultura de células em matrizes tridimensionais provenientes desses tecidos

e 0rgaos.

Figura 3 — Esquema de tecido submetido a descelularizacao

A.
MEC nativa
Composigio
Propriedades biomecanicas
. Microestrutura e estrutura 3D
Tecidos/érgiio Matrizes
descelularizadas
B. Composig¢do da MEC
} nativa
- ‘ : Mimetismo da matriz
TSN
RS de dificil isolamento
Cultura de célula Formacio da Matriz Modificacio da
MEC descelularizada superficie do
biomaterial

A figura representa os tecidos originais que foram submetidos ao processo de descelularizacdo,
preservando sua microestrutura, propriedades biomecéanicas e composicdo, origindando uma matriz
extracelular descelularizada. Em B, observa-se a sequencia do processo de cultura de células,
evidenciando que é possivel modificar o biomaterial de acordo com a aplicacéo desejada.

Fonte: Adaptado de Hoshiba et al. (2016).
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Os tecidos/6rgdos descelularizados preservam a composi¢do, microestrutura,
propriedades biomecénicas e o formato de seu tecido ou 6rgdo nativo. As matrizes de
células descelularizadas podem mimetizar a MEC nativa, manter sua composicao e,
além disso, a superficie do biomaterial no qual estdo inseridas pode ser modificada no
intuito de aprimorar sua funcionalidade (Painel B da Figura 3). De acordo com Hoshiba
et al. (2016) a complexidade e dindmica da MEC durante o desenvolvimento do ser
vivo, bem como a variedade de sua composicdo de acordo com cada 6rgdo e tecido,
ocaiona uma grande dificuldade para desenvolver, por métodos fisicos e quimicos
convencionais, substratos similares @ mesma. Nesse sentido a utilizacdo de matrizes
descelularizadas provenientes do tecido natural tem ganhado espaco na engenharia de
tecidos, sendo utilizadas como base para a cultura celular in vitro (HOSHIBA et al.,
2016).

Wilson et al. (1995), desenvolveram um scaffold natural descelularizado para
obtencdo de uma matriz fisioldgica semelhante a dos vasos sanguineos nativos. Artérias
carotidas de cdes foram submetidas ao procedimento de remocdo celular, que inclui
tratamento com Triton X-100 e dodecil sulfato de sodio. Além disso, valvulas adrticas e
pulmonares caninas foram desenvolvidas como matriz acelular, eliminando o detergente
dodecil sulfato de sddio, para implante no tronco da artéria pulmonar esquerda em cées.
Dos nove implantes piloto de matriz acelular, quatro estavam patentes, em comparacao
com quatro dos sete enxertos de veia safena. Os aloenxertos de matriz acelular nédo
apresentaram inflamacdo e apenas repovoamento celular minimo. Valvas adrticas e
pulmonares caninas ndo apresentaram inflamacéo e exibiram repovoamento celular na
base da valva e endotelizacdo parcial. Os autores concluiram que o material apresentou-
se apto a uma cirurgia de revascularizacdo do miocardio com desempenho semelhante
ao da veia safena autdgena e uma bioprétese valvar cardiaca com desempenho
semelhante aos homoenxertos criopreservados (WILSON et al., 1995).

Em 1999, Chen e colaboradores comprovaram que matrizes de colageno
acelulares, obtidas e processadas da submucosa da bexiga porcina, podem suportar o
crescimento de células e a regeneragdo de tecidos geniturinarios, incluindo uretra e
bexiga, sem evidéncia de rejeicdo imunogénica. O exame macroscopico na recuperacao

mostrou tecido de aparéncia normal sem qualquer evidéncia de fibrose.
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Histologicamente, as matrizes implantadas continham infiltracdo de células hospedeiras
e angiogénese generosa por 2 semanas apos a cirurgia (CHEN; YOO; ATALA, 1999).
As técnicas de descelularizacdo tem sido aplicadas também para a engenharia de tecidos
cardiacos, ndo sO para regenerar 0 coracdo existente, mas também, criar um 6rgéo
bioartificial inteiro. Isto, em parte, devido & complexidade anatbmica da macro e da
microanatomia do Orgdo cardiaco, dificil de reproduzir em detalhes por meios
inteiramente sintéticos, mas razoavelmente possivel pela técnica de descelularizacéo.
Por exemplo, Sarig et al. (2012) descelularizaram com sucesso um coracgdo suino e
construiram uma matriz acelular para ser repovoada com células progenitoras e usada
como plataforma de triagem de drogas ex vivo, como modelo in vitro para estudar tecido
cardiaco humano e adesivos transplantaveis (SARIG et al., 2012). Delgado (2020)
caracterizou e avaliou a descelularizacao de coragédo suino para aplicagdo como scaffold,
observando a eficiéncia no seu protocolo em termos de retencéo das proteinas da MEC,
preservacdo de fibras coldgenas e manutencdo de grande parte de sua estrutura
tridimensional. O scaffold mostrou-se capaz de ser recelularizados, uma vez que, apos
24, 48 e 72 horas de incubacéo, células de fibroblasto equino mostraram-se aderentes a
superficie do material (DELGADO, 2020).

Embora vérios scaffolds de polimeros biodegradaveis sintéticos continuem
sendo desenvolvidos e estudados com o intuito de mimetizar as estruturas biologicas, o
scaffold natural descelularizado apresenta vantagens, pois preserva a estrutura
anatdmica dos tecidos e reduz consideravelmente as respostas imunolégicas do tecido
hospedeiro. Além disso, a descleularizacdo conserva as proteinas da MEC, que possuem
papel fundamental para fun¢des bioldgicas do organismo. Esse arcabouco natural possui
propriedades biomecanicas semelhantes as dos tecidos nativos em questdo,
caracteristica importante para a funcionalidade a longo prazo dos enxertos
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011; ELEBRING et al., 2016). Tanto tecidos animais
quanto vegetais podem ser descelularizados a fim de se obter scaffolds.
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4.2.1.1.1 Scaffolds naturais de origem animal

A descelularizagdo € comumente empregada em tecidos de mamiferos para
remover seletivamente componentes celulares, restando uma MEC intacta.
Normalmente, os tecidos de mamiferos sdo banhados em solugdes, detergentes e/ou
proteases, a fim de se produzir uma matriz descelularizada que mantém a forma do
tecido original, e, a partir disso, o tecido descelularizado pode entéo ser repovoado com
novas células no intuito de gerar tecidos e 6rgaos funcionais (MODULEVSKY et al.,
2014a). Na figura 4 a seguir, observa-se 0 processo de descelularizacdo de pulméo de
rato realizado por Ott e colaboradores em 2010 (OTT et al., 2010).

Figura 4 - Descelularizagdo por perfusdo em pulmdes de ratos

120 min

Na figura 4, (pa): artéria pulmonar; (pv): veia pulmonar; (tr) traquéia; (RUL): lobo superior direito; RML.:
lobo médio direito; (LL): lobo esquerdo.
Fonte: Ott et al. (2010).

A esquerda da figura 4 nota-se o pulm&o antes da perfusio dos reagentes e, em
seguida, observa-se 0 6rgao apos 60 minutos de perfusdo, e a direita, apds 120 minutos.
O pulmdo torna-se mais translicido a medida em que o material celular é lavado
primeiro nos segmentos apicais, depois nos segmentos medios e, finalmente, nos
segmentos basais.

Os scaffolds naturais de origem animal sdo ricos em MEC a qual, de acordo com
Alberts et al. (2002), é uma malha organizada, composta por polissacarideos e por um
conjunto complexo de proteinas estruturais e funcionais que formam um arranjo
tridimensional e conferem suporte, resisténcia a tracdo, conexdo entre receptores

celulares para que participem da angiogenese-vasculogénese, migracao, proliferacdo
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celular, cicatrizacdo de feridas, entre outros processos responsaveis para a manutencdo
de tecidos e 6rgdos. Conforme relatado por Badylak (2002), a MEC é um componente
indispensavel de todos os tecidos e érgdos, pois serve como um suporte natural para a
morfogénese, manutencdo e reconstrucdo de tecidos e Orgaos apds a lesdo. A seguir,

detalha-se a composicdo da Matriz Extracelular.

e Componentes da Matriz Extracelular (MEC) segundo a sua origem

A composicdo da MEC depende de sua localizacdo no tecido, da idade do
hospedeiro, bem como da funcionalidade imposta pelo tecido em particular. Por
exemplo, a MEC dérmica tende a ser bastante vascularizada e conter principalmente
colageno do tipo | e glicosaminoglicanos especificos e uma variedade de fatores de
crescimento. Orgdos ricos em células parenquimatosas, como o rim, pulméo e cérebro
tém relativamente pouca MEC. Por outro lado, tecidos como tenddes e ligamentos, que
desempenham funcgdes estruturais, tém grandes quantidades de MEC em relacéo ao seu
contetdo celular (BADYLAC, 2002). De uma forma geral, as moléculas presentes na
MEC sdo proteoglicanos e glicosaminoglicanos, proteinas fibrosas e fatores de
crescimento. A figura 5 representa um conjunto de proteinas e carboidratos que formam
a MEC.
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Figura 5 - A matriz extracelular composta de um conjunto de proteinas e carboidratos

Proteoglicanos complexos

Carboidratos

\+ Proteinas

Fibras de colageno

\

Polissacarideos

Fibronectina 7~

Membrana Integrina Microfilamentos
plasmadtica do citoesqueleto

Na figura 5 nota-se que a MEC é formada por uma complexa malha de proteinas e carboidratos, em que
fibras de colageno estdo entrelacadas em proteoglicanos. As integrinas, que estdo imersas na membrana
celular, sdo conectores chave que ancoram a célula a matriz extracelular. Proteinas na matriz extracelular,
como as moléculas de fibronectina, mostradas em verde, podem atuar como pontes entre integrinas e
outras proteinas da matriz extracelular, como o colageno. Na face interior da membrana, as integrinas
estdo ligadas ao citoesqueleto.

Fonte: Adaptado de Fowler; Roush; Wise (2017).

Conforme relatado por Vacanti et al. (2007), a proteina encontrada com maior
abundancia na MEC é o colageno. Existem inumeros tipos de colagenos, alguns podem
ser compostos por prolina e glicina, como a chamada cadeia o, que, agregadas, formam
a tripla hélice, originando as fibras colagenas da MEC. Além do colageno também se
encontram, outras proteinas como a a fibronectina e a laminina que, Segundo Pereira et
al. (2005), sdo glicoproteinas alongadas, que propiciam a adesdo célula-matriz, em
virtude de seus dominios especificos que interagem com 0s constituintes da matriz. As

integrinas, sdo proteinas transmembranas, intermediadoras na comunicacdo entre o
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citoesqueleto celular e proteinas plasmaticas ou da matriz extracelular, por meio da
adesdo célula-a-célula através de interagdes com outras proteinas de membrana
(FERRAZ; FERNADEZ, 2014). As integrinas, além de estabelecerem a comunicacao
entre célula e matriz extracelular, auxiliam a célula na percepcdo de seu ambiente, ou
seja, sdo capazes de detectar tanto estimulos quimicos quanto mecanicos da matriz
extracelular e desencadear vias de sinalizacdo em resposta. (BETTS et al., 2017;
CLARK; CHOI; DOUGLAS, 2020; FOWLER; ROUSH; WISE, 2017). Por exemplo,
as integrinas desempenham um papel fundamental na cascata de acontecimentos
durante processos inflamatérios ou infecciosos mediando a retengdo dos leucdcitos
no endotélio inflamado e coordenando a transmigracdo através da membrana basal
para permitir o deslocamento ao local da infeccdo ou inflamacdo (ABRAM;
LOWELL, 2009; LEY et al., 2007). Ressalta-se ainda que, a adesdo celular promovida
pelas integrinas apresenta duas funcdes principais na migracao: gera tracdo, ligando o
substrato extracelular a fibrinogénio filamentos de actina e miosina e, organizando
redes de sinalizacdo que podem ativar varias vias de sinalizacdo de forma
independente (ASSOIAN; SCHWARTZ, 2001), mas mais frequentemente eles podem
agir em sinergia com outros fatores, como por exemplo, fatores de crescimento
(TUMBARELLO; TURNER, 2006) e receptores de insulina (SCHNELLER; VUORI,
RUOSLAHTI, 1997). Vsto isso, as integrinas podem ser consideradas moduladores
chave da proliferacdo, migracdo, longevidade, e ainda, da manutencdo das funcdes
especificas de diferenciacdo celular (FERRAZ; FERNADEZ, 2014).

4.2.1.1.2 Scaffolds naturais de origem vegetal

Pesquisas recentes tém demostrado o potencial de tecidos vegetais para
aplicacdo na engenharia de tecidos, assim como matrizes a base de colageno, estruturas
baseadas em celulose tém evidenciado sucesso na aplicacdo como scaffold. Muitos
pesquisadores tem mimetizado a arquitetura tissular cultivando células animais em
frutas e vegetais descelularizados, tais como, espinafre, haste de salsa, bambu, orquidea
e macd (GERSHLAK et al., 2017; FONTANA et al., 2017; MODULEVSKY et al.,
2014). Na figura 6 pode-se observar células humanas sendo usadas para colonizar folhas

de espinafre descelularizadas.
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Figura 6 - Transplante de células humanas em folhas de espinafre descelularizadas

A imagem da folha no canto superior esquerdo indica a posi¢éo relativa a partir da qual as imagens A e B
sdo derivadas. A imagem (A) aponta células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECSs), marcadas
com lipoproteina de baixa densidade (LDL) acetilada (Ac) (Dil-Ac-LDL), que foram semeadas dentro dos
canaliculos de uma folha de espinafre descelularizada por perfusdo. Em B células-tronco mesenquimais
humanas (hMSCs) marcadas com pontos quénticos (PQ) e semeadas na superficie de uma folha de
espinafre descelularizada. PQ sdo nanoparticulas semicondutoras altamente fluorescentes que possuem
propriedades Gpticas Unicas que permitem rastrear as células dentro da folha (ROSEN et al., 2007).

Fonte: Gershlak et al. (2017).

O processo de descelularizagdo, em vegetais e frutas, produz uma matriz capaz
de apoiar a fixagdo, a sobrevivéncia e o crescimento de células animais e humanas
(CHENG et al., 2020; CONTESSI NEGRINI et al., 2020; GERSHLAK et al., 20173;
WANG; DOMINKO; WEATHERS, 2020). Diversas propriedades desejaveis para 0
desenvolvimento de um biomaterial estdo incorporadas na estrutura e funcdo das
plantas. A parede celular é composta de fibras ordenadas de celulose que reforcam uma
matriz flexivel e altamente hidrofilica de hemiceluloses, pectina e lignina, ou seja, esses
polimeros de celulose sdo caracterizados por fortes ligacdes intramoleculares de
hidrogénio e baixas forcas atrativas intermoleculares (MODULEVSKY et al., 2014b).

Ademais, os materiais resultantes oferecem propriedades mecanicas que muitas vezes
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superam as de seus componentes Unicos por ordens de magnitude. O reino vegetal
também oferece propriedades Unicas de transporte através das ramificacOes de vasos
condutores e sistema interconectado de poros (FONTANA et al., 2017;
MODULEVSKY et al., 2014), fazendo deles candidatos apropriados na utilizacdo como
scaffold pré-vascularizado para a engenharia de tecidos. Estudos conduzidos por
Modulevsky et al. (2014) demonstram que scaffolds de celulose podem ser empregados
para cultura 3D in vitro de fibroblastos (NIH3T3), mioblastos musculares (C2C12) de
camundongo e células epiteliais (HeLa) humanas. Esses autores observaram que a
porosidade do tecido da magé (figura 7) facilitou a descelularizagéo inicial e forneceu a
transferéncia do meio de cultura permitindo a viabilidade celular a longo prazo.
Ademais, funcionalizacdo bioquimica ou reticulacdo quimica pode ser empregada para

controlar a bioquimica da superficie e/ou propriedades mecéanicas do andaime.

Figura 7 - llustracéo do tecido do fruto magé descelularizado.

A - representa a parede celular de celulose em uma amostra de tecido de macd descelularizada, linhas
escuras correspondem estruturas de celulose. B - Imagem SEM de um scaffold de celulose. Foco para
matriz tridimensional e cavidades.

Barra de scala = 200 um

Fonte: Modulevsky et al. (2014).
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Além disso, o scaffold apresentou baixa resposta inflamatéria sem injdrias
significativas ou infeccGes perceptiveis a presenca de novos vasos sanguineos
funcionais em todo o biomaterial que foi implantado em cobaias (MODULEVSKY et
al., 2014). Lee e colaboradores (2019) utilizaram maca, brocolis, pimentdo, cenoura e
caqui para desenvolver scaffolds de celulose poroso, de acordo com o protocolo
Modulevsky et al, (2014), com o objetivo de produzir tecido 6sseo por meio da
semeadura de células-tronco pluripotentes (hiPSCs). Destaca-se que, as hiPSCs tém o
potencial de se diferenciar em qualquer tipo de célula em quantidades ilimitadas.
Portanto, sdo ideais para modelagem de tecidos in vitro ou para producdo de células
para uso clinico (ASSOU; BOUCKENHEIMER; DE VOS, 2018). Marcadores de calcio
mostraram que apenas as células cultivadas em scaffolds de maca sobreviveram e se
proliferaram, possivelmente em razéo das propriedades mecanicas e dos poros regulares
de 300 umdo scaffold obtido. Saravanan et al., (2016) ressaltam que scaffolds com
aplicacdo em tecido Gsseo devem apresentar estrutura interconectada e altamente porosa
(= 90%), com aberturas de tamanho adequado (> 100 um) para permitir a proliferacao
celular e o crescimento vascular, transportando nutrientes e oxigénio.

Contessi Negrini e colaboradores (2020) promoveram a descelularizagdo de
maca, cenoura e aipo (figura 8) utilizando detergentes e com o objetivo de produzir

scaffolds para a engenharia de tecidos.

Figura 8 - Micrografias ao MEV de maca (A), cenoura (B) e aipo (C) descelularizados.

A - Macd descelularizada, observadas em (i) ampliagdo de 15x e (ii) 100x, observa-se tamanho e
distribuicdo homogénea dos poros. B - cenouras descelularizadas, observa-se distribuicdo de poros ndo

homogénea; (Bi) ampliacdo de 15x: porosidade arredondada e poros menores sdo observados na regido
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periférica (Bii): ampliacdo de 100x, poros orientados sdo observados na regido central. C - Aipo
descelularizado observado nas dire¢des longitudinal (Ci,Cii) e transversal (Ciii,Civ), para investigar sua
estrutura anisotropica.

Painel superior da barra de escala: 1 mm; painel inferior da barra de escala: 100 pm.

Fonte: Contessi Negrini et al. (2020).

Os autores mostram que o procedimento de descelularizacdo, utilizando,
basicamente o Dodecil Sulfato de Sédio (SDS) como reagente, permitiu a preservacao
da morfologia nativa dos tecidos vegetais. De acordo com os resultados, os scaffolds
derivados de maca podem ser adequados para aplicacbes em engenharia de tecido
adiposo devido a sua porosidade relativamente grande e homogénea e também devido
as propriedades mecanicas obtidas que se ajustam corretamente a faixa do tecido
humano nativo. Os scaffolds derivados de cenoura apresentaram poros orientados na
regido central e poros redondos maiores na regido periférica, cujas dimensdes sao
comparaveis a porosidade dos scaffolds projetados para regeneracdo do tecido 6sseo.
Devido as suas propriedades mecanicas, 0s autores sugeriram uma possivel aplicacéo
como preenchedores 6sseos em condi¢des sem carga, Como regeneracdo 0ssea maxilo-
facial e craniana. Ja os scaffolds derivados do aipo parecem ser compostos de poros
compactados e foram analisados para a regeneracdo de tenddes devido a possibilidade
de alinhar verticalmente as células em uma estrutura tubular anisotropica e também
foram capazes de suportar a deformacéo fisiologica a que os tendBes sdo submetidos in
vivo (MATHEW et al., 2012). Os testes realizados in vitro demonstraram que os tecidos
vegetais descelularizados foram capazes ndo s6 de suportar a adesdo e proliferacdo das
células, mas também de sustentar uma correta funcionalidade das células para o tecido
especifico a ser regenerado (CONTESSI NEGRINI et al., 2020).

4.3 Protocolos de descelularizacéo

Conforme ja visto, o processo de descelularizacdo consiste na remocao das
células de 6rgaos e tecidos, originando uma malha tridimensional, a qual pode ser
aplicada como scaffold na Engenharia de Tecidos. Esta técnica € realizada seguindo

uma metodologia que engloba diversos agentes, tais como o SDS, Triton X-100,
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enzimas, e entre outros, a fim de promover a quebra de ligacOes e eliminacdo de
componentes celulares, conforme sera descrito neste topico.

Os métodos de descelularizacdo podem envolver o rompimento fisico e/ou
quimico do tecido em questdo, logo, a integridade, composi¢cdo, funcionalidade
mecanica e biologia do material podem ser alteradas. Recomenda-se que seja realizado
um processo eficiente, e, que a0 mesmo tempo, minimize efeitos indesejados na MEC, a
fim de garantir um arcabouco integro e livre de componentes celulares e nucleares. O
processo, geralmente, inicia-se com a quebra/lise da membrana celular e posterior
separacdo ou solubilizacdo de componentes citoplasmaticos e nucleares por métodos
enzimaticos ou detergentes. Ap6s a remocao de todo o constituinte celular, os produtos
quimicos utilizados também devem ser extraidos a fim de evitar qualquer resposta
imune do tecido hospedeiro (GOTTS & THIDEN, 2016).

A descelularizacdo pode ser realizada a partir de agentes fisicos, quimicos e
enzimaticos. Geralmente, o primeiro, € combinado com o segundo ou terceiro para
obtencdo de um processo eficiente. Os métodos fisicos consistem em agitacdo
mecanica, sonificacdo, e, conforme relatado por Hoshiba et al. (2016), congelamento e
descongelamento a fim de promover a quebra da membrana celular e expor o contetdo
celular. J& os métodos quimicos utilizam-se de sais ibnicos, acidos, detergentes,
solventes organicos, agentes quelantes, solucbes hipotdnicas ou solugdes hiperténicas a
fim de romper as membranas celulares e as ligaches responsaveis pela conexao
intercelular e extracelular. Por fim, os tratamentos enziméticos fazem uso de protease
ou nuclease para clivar as ligacfes peptidicas ou nucleotidicas.

Crapo et al. (2011) relatam as vantagens e desvantagens de tais métodos por
meio dos agentes utilizados. No grupo dos agentes quimicos, os acidos e bases podem
causar a degradacao catalitica. O acido acetico, por exemplo, remove colageno, mas néo
afeta glicosaminoglicanos (GAGSs); bases como o hidroxido de célcio sdo usadas para
remocao de pélos em amostras dérmicas, porem, podem eliminar fatores de crescimento
da matriz, bem como, afetar suas propriedades mecénicas. Solugdes salinas hipertonicas
conseguem dissociar o DNA das proteinas, no caso das hipotbnicas, provocam a lise
celular por efeito osmético. E comum o uso alternado de ambas as solucdes para

melhores resultados. Em relacéo aos detergentes ibnicos e nédo idnicos sdo capazes de
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remover o material celular do tecido, no entanto, podem dissociar proteinas da MEC ou
alterar sua estrutura dependendo do tempo de reagdo. O Triton X-100, por exemplo,
pode efetivamente remover residuos celulares de tecidos, em situacbes em que 0S
métodos enzimaticos sdo insuficientes. O Dodecil Sulfato de Sodio (SDS) € mais eficaz
para remover nicleos de tecidos e 6rgdos densos, mas tem a desvantagem associada a
ruptura da estrutura, bem como a eliminagéo do fator de crescimento.

Para melhor compreensdo, a tabela 1 apresenta um resumo sobre os meétodos
mais utilizados para a descelularizacdo de 6rgdos e tecidos, os respectivos modos de

acao e os efeitos na MEC.
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Tabela 1 — Métodos, modo de acéo e efeitos na MEC de substancias utilizadas na descelularizagéo de tecidos e 6rgéos

(Continua)

METODO

MODO DE ACAO

EFEITOS NA MEC

FISICO

Congelamento instantaneo

Cristais de gelo intracelular rompem a
membrana celular

A MEC pode ser rompida ou fraturada
durante o congelamento rapido

Forca mecénica

Mediante pressao exercida pela forca
mecanica, no intuito de estourar as células

A forca mecénica pode causar danos a MEC

Agitacdo mecanica

Pode atuar causando a fragmentacdo celular.

E utilizado para facilitar a exposicao dos
componentes celulares e auxiliar a remocgéo
por métodos quimicos

Agitacdo agressiva ou sonicagdo podem
perturbar a MEC a medida em que o
material celular é removido

QUIMICO

Substancias alcalinas e acidas

Solubiliza os componentes citoplasmaticos
das células; quebra os acidos nucléicos

Remove glicosaminoglicanos (GAGS)

Detergentes ndo-idnicos

Triton X-100

Quebra as interacdes entre lipideos, lipideos
e proteinas, deixando intactas as interacdes
entre proteinas

Os resultados, em termos de remocéo
celular, séo parciais, a eficiéncia dependente
do tecido; remove 0s GAGs

Detergentes idnicos

Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Solubiliza as membranas celulares
citoplasmaticas e nucleares; tendem a
desnaturar as proteinas

Remove remanescentes nucleares e
proteinas citoplasmaéticas; tende a
despedacar a estrutura do tecido nativo,
remover 0s GAGs e danificar o coldgeno
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(Concluséo)

METODO

MODO DE ACAO

EFEITOS NA MEC

QUIMICO

Detergentes zwitterionicos

CHAPS

Exibe propriedades de detergentes nao
iGnicos e idnicos. Pode ser usado em
combinacdo com outros detergentes

Remocdao eficiente de células com ruptura
da MEC semelhante a do Triton X-100

Solugdes hipotonicas e hipertdnicas

Lise celular por choque osmotico

Eficiente para a quebra celular, mas ndo
remove eficazmente os resquicios celulares

Agentes quelantes que ligam ions metalicos

Nenhuma exposicao isolada, tipicamente

EDTA, EGTA divalentes, interrompendo assim a adeséo usada com métodos enzimaticos (por
celular a MEC exemplo, tripsina)
ENZIMATICOS
A exposicdo prolongada pode perturbar a
Tripsina Cliva ligacOes peptidicas estrutura da MEC, remover a laminina, a

fibronectina, a elastina e os GAGs

Endonucleases

Catalisar a hidrdlise das ligagOes internas
das cadeias ribonucleotidicas e
desoxirribonucleotidicas

Dificil de remover do tecido e pode
provocar uma resposta imune

Fonte: Adaptado de Gotts e Thyden (2016).
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Tais métodos de descelularizacdo sdo aplicados para 6rgdos e tecidos animais, contudo, recentemente eles tem sido utilizados para tecidos

vegetais, conforme pode se observar na tabela 2.

Tabela 2 - Processos de descelularizagéo utilizados em tecidos vegetais

(Continua)
PLANTA/ CELULAS CARACTERISTICA x
FONTE FRUTA METODOLOGIA SEMEADAS RELEVANTE APLICACAO
Apple Derived » Macd SDS a 0,5%, por 12h » Fibroblastose | » Alta porosidade » Apoiar
Cellulose Scaffolds Lavagem em PBS e 1% de mioblastos cultura de
for 3D Mammalian estreptomicina/penicilina e musculares de células 3D
Cell anfotericina, por 6 horas. camundongos
Culture
(MODULEVSKY » Célula humana
etal., 2014a) epitelial
Biofunctionalized > Bambu Uso de hexanos e lavagem em PBS; > Fibroblastos > Ultraestrutura » Apoiar
Plants as Diverse > Orquidea Perfuséo de SDS a 10%, por 5 dias; dérmicos hierarquica, cultura de
Biomaterials Perfusdo de Triton X a 0,1% em 2,5% humanos hidrofilica e células
for Human Cell > Baunilha de hipoclorito de sédio, por 48h; interconectada mamiferas
Culture . Remocéo de residuos com agua » Células tronco
(FONTANA et al., > Antirio deionizada, por 2 dias. mesenquimais
2017a) > Salsa humanas
(hMSCs).
» Calathea
» Solenostemon
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(Continua)
PLANTA/ CELULAS CARACTERISTICA %
FONTE FRUTA METODOLOGIA SEMEADAS RELEVANTE APLICACAO
Crossing kingdoms: Espinafre Uso de hexanos e lavagem em PBS; » Tecido » Vasculatura » Engenharia
Using Perfusdo de SDS a 10%, por 5 dias; endotelial de tecido
decellularized Salsa Perfusdo de Triton X a 0,1% em 2,5% humano cardiaco
plants as perfusable de hipoclorito de sédio, por 48h;
tissue Folhas de Folhas de Artemisia Annua e raizes de |» Células tronco
engineering Artemisia amendoim foram embebidas na mesenguimais
scaffolds Annua solucéo.
(GERSHLAK et al., > Células
2017a) Raizes de humanas
amendoim pluripotentes
derivadas do
cardiomidcito
Organs on a Vine Folhas de Uso de hexanos e lavagem em PBS; » Células-tronco | » Integridade » Processos de

(GOTTS &
THYDEN, 2016)

espinafre

Perfusdo de SDS a 10%, por5a 7
dias;

Perfusdo de Triton X a 0,1% em 2,5%
de hipoclorito de sodio, de 24 a 48h;
Lavagem da amostra com agua
deionizada, por 24 horas.

mesenquimais
humanas
(hMSCs).

estrutural

triagem pré-
clinica de
medicamento
S
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(Continua)
PLANTA/ CELULAS CARACTERISTICA X
FONTE FRUTA METODOLOGIA SEMEADAS RELEVANTE APLICACAO
Decellularised baby | » Folhas de » Uso de hexanos e lavagem em PBS > Fibroblastos » Vasculatura » Angiogénese
spinach leaves and espinafre (perfuséo); dérmicos
their potential use Imersdo em SDS a 10%, por 5 dias humanos
in tissue Imersdo em 1% de Triton X 100 por (HDFs)
engineering um dia
applications: Imersdo em 0,1% de Triton-X 100 por
Studying and um dia
promoting Imerséo em Solucéo de hipoclorito de
neovascularization sodio a 10% por 4 horas
(MODULEVSKY
etal., 2014a)
Creation of a » Folhas de Perfusdo de 1% SDS por 24 horas » Cardiomidcitos | » Vasculatura » Engenharia
Contractile espinafre Perfusdo de 0.1% Triton X-100/10% derivados de de Tecido
Biomaterial from a bleach por 24 horas células-tronco Cardiaco

Decellularized
Spinach Leaf
Without ECM
Protein Coating: An
in vitro Study.
(MODULEVSKY
et al., 2014a)

Lavadas em Tampéo Tris 10 mM pH
9,0 durante a noite em uma placa
agitadora

pluripotentes
(hiPS-CMs)
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(Continua)
PLANTA/ CELULAS CARACTERISTICA X
FONTE FRUTA METODOLOGIA SEMEADAS RELEVANTE APLICACAO
Using » Folha de Perfusdo de 10% SDS por 24 h » Linhagem de » Vasculatura » Engenharoia
Decellularized Aptenia Perfuséo de 0.5% Triton X-100 com cancer de de Tecidos
Grafted Leaves as cordifolia 1.2% de Solucgéo de hipoclorito de mama humano para
Tissue Engineering (planta sodio por 24 h MDA-MB231 transplante
Scaffolds for suculenta) (Vascularizag
Mammalian Cells. o)
(MODULEVSKY
et al., 2014a)
Efficient » Folhas de Perfuséo de 10% de SDS por 5 dias, » Células-tronco | » Topografia » Diferenciagéo
Mineralization and espinafre Perfuséo de 1% de Triton X-100 por 5 mesenguimais superficial e osteogénica

Osteogenic Gene
Overexpression of
Mesenchymal Stem
Cellson
Decellularized
Spinach Leaf
Scaffold.
(MODULEVSKY
et al., 2014a)

days;

Perfusdo de 0.1% de Triton X-100 em
10% Solugdo de hipoclorito de sodio
por 2 dias

derivadas da
medula 6ssea
humana (BM-
MSCs)

vasculatura
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(Concluséo)

PLANTA/ CELULAS CARACTERISTICA X
FONTE FRUTA METODOLOGIA SEMEADAS RELEVANTE APLICACAO
Decellularization and | > Caule de » (S/H) - 10% SDS em 1% de » Células-tronco | » Organizacdo » Engenharia
Oxidation Process of bambu hipoclorito de sédio mesenquimais estrutural de Tecido
Bamboo Stem (Bambusa » (T/H) - 1% de Triton X-100 em 1% de (MSCs) 6sseo (in
Enhance vulgaris) hipoclorito de sodio Vivo)
Biodegradation and » (S/T/H) - 10% SDS e 1% Triton X-
Osteogenic 100 (proporcao 50:50) em 1%
Differentiation. hipoclorito de sédio
(MODULEVSKY et » (H) - Hipoclorito de s6dio a 1% por
al., 2014a) 24 horas
» Folhas de > Perfuséo de PBS (1X) e SDS (10%) » Células » Vasculatura Engenharia
Fabricating a pre- Brassica por dez dias endoteliais da de tecidos
vascularized large- oleracea » Perfusdo de 1% Triton-X-100 por 48 veia umbilical para
sized metabolically- horas humana transplante de
supportive scaffold » Lavagem com &gua deionizada estéril (HUVECsS) grandes
duplamente destilada por 72 horas enxertos

using Brassica
oleracea leaf.
(WALAWALKAR,
& ALMELKAR,
2020)

Fonte: proprio autor.
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Na tabela 2 as principais informac0es referentes ao processo de descelularizacéo
de diversas plantas € sumarizado, destacando-se a metodologia utilizada e o tipo celular
semeado ap6s o procedimento, bem como as caracteristicas relevantes e aplicabilidade
do material obtido. Verifica-se, em geral, que as pesquisas buscam a melhor
combinacgdo dos reagentes SDS, Triton X-100 e hipoclorito de s6dio em termos de
concentracdo e tempo de aplicacdo, a fim de estabelecer uma metodologia adequada
para as plantas estudadas.

Os scaffolds baseados em plantas tém sido bastante explorados em virtude de
sua acessibilidade, quando comparados aos scaffolds tradicionalmente utilizados no
campo da Engenharia de Tecidos, assim como a grande quantidade e o crescimento
rapido de muitas espécies de plantas, proporcionando um biomaterial menos
dispendioso, mais abundante e sustentavel. As literatura demonstra a capacidade dos
tecidos vegetais descelularizados em suportar a adeséo, proliferacdo e funcionalidade
das células, fundamentais para a regeneracdo dos tecidos humanos. Apesar de mais
estudos serem necessarios para verificar a viabilidade do implante in vivo e sua
integracdo com o organismo hospedeiro, as caracteristicas das plantas corroboram para
0 sucesso de sua aplicabilidade (NEGRINI et al., 2020). A configuracdo hierarquica de
uma folha é composta por diferentes estruturas composicionais e geomeétricas
semelhantes a MEC que constituem a configuracdo hierarquica do tecido humano
(WALAWALKAR; ALMELKAR, 2020). As paredes das celulas vegetais sdo
compostas por uma variedade de polissacarideos, como celulose, hemicelulose e
pectina, bem como uma variedade de proteinas que sdo imprescindiveis no

comportamento celular, conforme é descrito no topico seguinte.

4.4 Componentes da Parede Celular Vegetal

Os tecidos animais e vegetais ndo sdo constituidos apenas por células, mas
também por um espago extracelular preenchido por um complexo de
componentes fibrosos e protéicos denominados de matriz extracelular
(MEC). Esta se constitui em proporcdes variadas de proteinas e
polissacarideos, organizados em rede, os quais sdo responsaveis pela
diversidade morfoldgica, funcional e patoldgica dos tecidos, fornecendo
substrato adequado para o crescimento e diferenciacdo dos variados tipos
celulares do organismo (PEREIRA et al., 2005).
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A parede celular vegetal funciona como uma elaborada matriz extracelular que
envolve cada célula de uma planta e ¢, geralmente, mais grossa e mais rigida do que a
matriz extracelular animal. A parede celular tem como funcionalidade a sustentacao
esquelética, bem como, o transporte, auxiliando na formagdo de canais para a
movimentacado de fluidos na planta (ALBERTS, et al., 2002).

A parede celular vegetal é formada por um conjunto de polissacarideos e outros
compostos secretados pela propria célula (assim como a matriz extracelular animal),
que sdo ordenados e unidos através de ligacdes covalentes e ndo-covalentes (TAIZ &
ZIEGER, 2002). Conforme pode ser observado na figura 9, a parede celular possui dois

tipos principais de estrutura denominadas de parede primaria e secundaria.

Figura 9 - Estrutura da parede celular de plantas, evidenciando suas diversas camadas.

A - parede celular; B - representacdo esquematica da parede celular, sendo ML a lamela média; PCW:
parede celular primaria; S1, S2, S3: representam as camadas da parede celular secundaria.
Fonte: Salazar (2012).

Ja na figura 10, os macrocomponentes da parede celular primaria podem ser

identificados.
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Figura 10 - llustracdo dos componentes da parede celular priméria.

Parede Primaria

Representacdo da parede primaria, indicando a membrana plasmética, na base, e lamela média, no topo.
Nota-se que a parede celular é formada basicamente por polissacarideos como celulose, hemicelulose e
pectina.

Fonte: Adaptado de Zhao et al. (2019).

A parede celular priméaria é tipicamente mais fina, apenas 0,1-10 um de
espessura, produzida durante o crescimento celular, e, capaz de conferir estabilidade e
flexibilidade com o intuito de facilitar a expansdo das células. E formada basicamente
por polissacarideos como celulose, hemicelulose e pectina. As microfibrilas de celulose
sdo reticuladas em uma complexa rede de moléculas de hemicelulose através de
ligacbes de hidrogénio. As pectinas, polissacarideos altamente hidrofilicos, estdo
entrelacados na rede de celulose e hemicelulose (ZHAO et al., 2019).

A lamela média, vista no topo da figura 10, é uma camada rica em pectina, com
pequenas quantidades de proteinas, que cimenta as paredes primarias das células
adjacentes. Embora a lamela média seja apenas uma camada fina, com
aproximadamente 50 nm de espessura, ela desempenha um papel importante na
manutencdo da integridade estrutural dos tecidos e 6rgdos da planta (ZHAO et al.,
2019). Com a idade, tanto a lamela média quanto a parede celular priméaria podem se
tornar lignificadas e menos distintas, de modo que a lamela média e suas duas paredes
celulares primarias vizinhas sdo conhecidas coletivamente como lamela média
composta (GIBSON, 2012).
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Algumas células vegetais sdo compostas apenas da parede celular priméria,
enguanto em outras, o protoplasto deposita uma parede secundaria dentro da parede
celular primaria apds o crescimento celular cessar (ZHAO et al., 2019). Geralmente,
dividida em S1, S2 e S3 (conforme representado na figura 11), a parede celular
secundaria, é particularmente importante em tipos de células especializadas, por
exemplo, com finalidade de suporte ou transporte de agua, como os tecidos do xilema, e
funcBes em outros 6rgaos, tais como dispersdo de sementes e abscisdo precisa de 6rgdos
florais. As pesquisas na area de botanica destacam a importancia das modificacdes da
parede celular e da cuticula para o surgimento de diversas formas e funcbes. Por
exemplo, a dispersdo explosiva de sementes em Cardamine hirsuta depende da
localizacdo assimétrica dos espessamentos da parede celular lignificada na valvula do
fruto. Da mesma forma, a iridescéncia das pétalas de Hibiscus trionum depende de
estrias regulares formadas por dobras cuticulares. Além disso, os fatores de transcri¢ao
NAC regulam a diferenciacdo dos vasos lignificados do xilema, mas também as células
condutoras de dgua do musgo que ndo possuem parede celular secundaria lignificada,
apontando para a origem dos sistemas vasculares (MONNIAUX; HAY, 2016). Além
disso, uma camada mucilaginosa pode estar contida no revestimento externo de
sementes. Numerosas mucilagens vegetais sdo compostas por polissacarideos
fortemente hidrofilicos &cidos (pectinas) e neutros (arabinose, celulose, manose,
ramnose e xilose) (HAUGHN; WESTERN, 2012; PHAN; BURTON, 2018) e
contribuem para a germinacdo de sementes, desempenhando um importante papel
ecolégico, particularmente em ambientes aridos (HUANG, 2000; SOUZA;
MERCADANTE-SIMOES; RIBEIRO, 2020).
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Figura 11 - llustracdo dos componentes da parede celular secundaria.

S S, 1 Trés camadas da
=y _Sz( parede celular

v,«".-'.?/ N\ secundaria
Ty @ N

Lamela
média

Parede secundéria, indicando em sua base a lamela média, e em seguida as trés camadas que comp&em
sua estrutura.
Fonte: Adaptado de Zhao et al (2019).

Portanto, as arquiteturas complexas e heterogéneas das paredes celulares sédo
especificas da espécie e estdo fortemente associadas as funcbes celulares
desempenhadas (KNOX, 2008). Vale ainda ressaltar que a parede celular secundaria é
mais espessa e rigida, e, apresenta compostos de celulose e hemicelulose que sdo muitas
vezes impregnados de lignina (conforme exibido na figura 11) (TAIZ; ZEIGER, 2003).
Segundo Alberts et al. (2002), as paredes celulares das plantas especializadas contem
componentes adicionais, como a lignina, que é dura e ocupa 0s intersticios entre 0s
outros componentes, tornando as paredes rigidas e permanentes. A lignina desempenha
um papel importante em plantas lenhosas (capazes de produzir madeira como tecido de
suporte dos seus caules), adicionando forga e estrutura as paredes celulares, controlando
o fluxo de fluidos e protegendo contra estresses bioquimicos, inibindo a degradacéo
enzimatica de outros componentes (LAURICHESSE; AVEROUS, 2014). Consciente da
importancia dos integrantes da parede celular na vitalidade do reino vegetal, o0s

préximos tépicos descrevem e caracterizam seus principais componentes.

441 Celulose

O quimico francés Anselme Payen, em 1838, descreveu um sdlido fibroso
resistente, que permanece na estrutura de varios tecidos vegetais, apdés um tratamento
com &cidos e amoniaco e extracdo subsequente com agua, alcool e éter. A formula

quimica empirica da celulose é conhecida como (CeH100s)n, € por reacdes de hidrolise
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obtém-se unidades estruturais de glicose (ZUGENMAIER, 2008). O termo “Celulose”
para este solido fibroso presente nos vegetais, foi usado pela primeira vez em 1839 por
um relatorio da academia francesa. Antes mesmo de sua denominacdo, a celulose ja era
utilizada na forma de madeira, algod&o e tecidos para roupas, sendo aplicada como
matéria prima quimica hd mais de 150 anos. Através do conhecimento de modificacdo
quimica da celulose por meio da sintese do primeiro polimero termoplastico chamado
celuldide (canfora usada como plastificante) pela Hyatt Manufacturing Company, em
1870, demonstrou que novos materiais poderiam ser desenvolvidos em escala industrial
(BALSER et al., 1984)

Atualmente existem quatro diferentes vias pelas quais a celulose pode ser obtida,
sendo a producdo a partir de plantas a abordagem mais utilizada. As fibras de madeira
de arvores do grupo das dicotileddneas arboreas (Angiospermae) e das coniferas
(Gymnospermae) sdo de grande importancia na fabricacdo de pastas celuldsicas e papel.
Embora a maioria das fibras sejam provenientes de troncos de arvores, tem-se também
oriundas de folhas como o sisal, frutos e algoddao (CELULOSE ONLINE, 2019).

Além das plantas, certas bactérias e algas também produzem esse polimero. E
conhecido que a biossintese da celulose faz parte do ciclo de vida de cianobactérias por
mais de 3,5 bilhGes de anos, por outro lado, a sintese de celulose, in vitro, tem sido
destacada e muito difundida como uma fabricacdo adicional (MELO, 2007). Em escala
laboratorial, a sintese de celulose é realizada com éxito utilizando-se técnicas
especificas, como exemplo, por transformagfes enzimaticas de derivados de celulose e
por quimiossintese com glicose funcionalizada como material de partida, e entre outras
metodologias (KLEMM et al., 2005). A celulose sintase € a enzima que polimeriza
residuos de glicose e forma microfibrilas de celulose | nos organismos vivos; essa
enzima pode ser utilizada para a sintese de celulose in vitro e aumentar o rendimento da
producéo da celulose bacteriana (JOZALA et al., 2011). Essas formas de celulose séo
frequentemente estudadas a fim de se produzir novos biomateriais (SAXENA &
BROWN, 2005).

A celulose estd disponivel na forma quase pura em sementes de algodéo,

conforme nota-se nos valores apresentados na tabela 3.
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Tabela 3 - Teor de Celulose em fontes naturais.

MATERIAL CELULOSE (%)

Algodao 95-99
Ramie 80-90
Bambu 40-50
Madeira 40-50
Casca de Arvores 20-30
Musgos 25-30
Bactérias 20-30

Fonte: Adaptado de Fengel & Wegener (1984).

Salienta-se que, nas madeiras, a celulose forma um material composito com a
lignina e outros polissacarideos (hemiceluloses), dos quais pode ser isolada por
processos quimicos (SAXENA E BROWN, 2005).

4.4.1.1 Composicao quimica e estrutural da celulose

Conforme relatado anteriormente, Anselme Payen iniciou o estudo da
composicdo quimica da celulose, e, por anélise elementar determinou que o tecido das
plantas é constituido por um componente majoritario que contém 44,4% de carbono,
6,2% de hidrogénio e 49,3% de oxigénio, 0 que € equivalente a formula empirica de
CsH1005 e massa molar de 162g.mol™. A estrutura da celulose é formada por ligacdes

de hidrogénio entre grupos OH, conforme demonstrado na figura 12.
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Figura 12 - Representagdo das ligagGes de Hidrogénio na estrutura da celulose

OH

OH

OH OH

As ligagdes de hidrogénio na estrutura da celulose podem ocorrer entre moléculas adjacentes (ligagdes
intermoleculares - A), sendo responsaveis pela formacao da estrutura supramolecular, ou em unidades de
glicose da mesma molécula (ligagdes intramoleculares - B), propiciando rigidez as cadeias unitarias.
Fonte: Almeida (2009).

A partir das ligagcdes intermoleculares de hidrogénio, as cadeias de celulose se
agregam formando as microfibrilas, as quais dao origem as fibrilas, que se ordenam
gerando as paredes celulares da fibra. As fibrilas de celulose, juntamente com os
compostos altamente hidrofilicos formam uma rede tridimensional hidrofilica,
permitindo a permeabilidade da parede celular, e por consequéncia, a troca de nutrientes
com o meio extracelular JUNQUEIRA E CARNEIRO, 2013). A figura 13 apresenta a
estrutura hierarquica da parede celular.

Figura 13 - Hierarquica da estrutura da parede celular.
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Célula vegetal, focada na ampliagdes de sua parede celular, mostrando a fibrila, composta por
microfibilas de celulose, que sdo formadas por ligacdes glicosidicas, conforme representa sua formula
estrutural.

Fonte: Adaptado de Taiz e Zeiger (2003).

A celulose se apresenta como um polimero linear gerado a partir da repeticdo de
moléculas B-D-glicopiranose (AGU) que sdo covalentemente ligadas (ligacbes
glicosidicas B-1,4) através de funcBes acetais entre o grupo OH equatoriais de Cs e 0
atomo de carbono C; (B-1,4-glucano). Todo segundo anel AGU é rodado em 180° no
plano, de forma em que os angulos de ligacdo preferidos possam ser acomodados pelos
grupos acetais em pontes de oxigénio, ou seja, a interacdo entre o carbono 1 e o carbono
4 de duas moléculas distintas de glicose leva o sistema a uma condi¢cdo de minima
energia 0 que permite a formacdo das extensas cadeias lineares que compdem a
celulose. A partir desta configuracdo, duas unidades estruturais adjacentes definem o
dissacarideo celobiose (KLEMM et al., 2005), que pode ser esquematicamente

representado como na Figura 14.

Figura 14 - Estrutura Molecular da Celulose

OH OH . OH OH
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OH OH OH OH
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B-1,4-glicosidicas

Celobiose

Fonte: Adaptado de Pitarelo (2007).

A celobiose é entendida como a unidade conformacional minima da celulose,
por outro lado, a glicose representa a unidade fundamental das cadeias de
homopolimeros (RIBEIRO, 2013). Ressalta-se que, a ligagdo “p” refere-se a posicdo do
grupo “OH” no carbono 1, o que favorece a formacgdo de cadeias lineares e longas;
quando o grupo “OH” esta do lado oposto da cadeia do anel hemiacetal (C1 — O — Cy), 0
acucar ¢ chamado “B”, e quando o grupo estd do mesmo lado ¢ chamado de “o”

(STRYER & TYMOCZKO et al., 2008). Os grupos funcionais das cadeias de celulose
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correspondem principalmente aos grupos hidroxila, 0s quais sdo responsaveis nao so
pela estrutura supramolecular, mas também pelo comportamento quimico e fisico da
celulose (FENGEL & WEGENER, 1989).

O numero de unidades que se repetem em um polimero é designado como grau
de polimerizacdo. A massa molecular relativa de um polimero dependeréa do seu grau de
polimerizacdo e da massa molecular relativa da unidade repetitiva. O grau de
polimerizacdo (DP, do inglés degree of polymerization) da celulose é estabelecido
através do numero de unidades AGU que formam a cadeia. O DP é um valor médio,
pois, a fibra de celulose possui diferentes tamanhos de cadeias poliméricas. Estes
valores podem ser diferentes dependendo da origem e pré-tratamento (KLEMM et al.,

2005). A tabela 4 representa alguns valores de DP da celulose de acordo com a sua

origem.
Tabela 4 - Valores de DP de celulose proveniente de diferentes fontes
MATERIAL DP
Algodao > 3000
Ramie 6000-7000
Linho 7000-9000
Linter de Algodao 800-2600
Polpa de Madeira Mole
Grau Papel > 1000
Grau Solavel 300-1700
Polpa de Madeira Dura
Grau Papel > 1000
Grau Solavel 300-1000
Celulose Madeira em P6 Hidrolisado 150-300

Fonte: Adaptado de Klemm et al. (2005)

3.6.1.2 Estrutura cristalina, morfologia e aplica¢6es da celulose

Devido a organizacdo da estrutura supramolecular da celulose, observa-se
regibes altamente ordenadas (regiGes cristalinas), intermediadas por regides menos
ordenadas (regibes amorfas). Estas areas ndo possuem fronteiras bem definidas, e a
razdo entre as mesmas pode variar dependendo de sua fonte. Na regido cristalina a fibra
tem maior resisténcia a tragdo, ao alongamento e a solvatagdo (ALMEIDA, 2009). As
regides amorfas, em virtude do grau de ordenamento, sdo mais acessiveis ao ataque de

reagentes, enzimas ou até mesmo & absorcdo da &gua tornando a celulose macia e
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flexivel. A proporcdo entre as regifes cristalina e amorfa define o indice de
cristalinidade (IC) da celulose (ALMEIDA, 2009), o qual pode ser determinado por
varias técnicas, dentre elas, a principal é a difracdo de raios X.

Em 1980, por meio da técnica de espectroscopia RMN C CP/MAS descobriu-
se que a celulose natural apresenta duas modificagdes diferentes para a forma cristalina
I (la e IB), as quais podem ser encontradas ao longo uma da outra, com variagdes
dependentes de sua origem. As investigacdes com difracdo de microfeixe de elétrons e
com difracdo combinada de raios X e néutrons revelou as correspondentes estruturas
cristalinas apresentando unidades de célula triclinica (lor) e monoclinica (If), que estéo
representadas na figura 15.

Figura 15 - Estruturas dos cristais de celulose If e celulose 1II.
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a) projecdo da célula unitaria ao longo do plano a-b, da celulose IB; (b) projecdo da célula unitaria
paralela ao plano 100 (celulose IB) e ao plano 010 (celulose I1).
Fonte: Klemm et al. (2005).

Nota-se na celulose I, pela visao lateral do centro das cadeias da célula unitaria,
na figura 15, que sdo reveladas duas fortes ligacGes de hidrogénio intramoleculares.

Além da celulose termodinamicamente menos estavel I, a celulose pode ocorrer ainda
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em outras estruturas cristalinas (celulose II, 11l e V), das quais a celulose Il é a
estrutura mais estavel e de maior relevancia técnica. A celulose Il pode ser formada a
partir do tratamento da celulose | com hidroxido de so6dio aquoso (mercerizacdo) ou
pela dissolucao da celulose e subsequente precipitacdo/regeneragdo, como € feito para a
formacéo de filmes de fibras (KLEMM et al., 2005).

As numerosas aplicacdes da celulose baseiam-se em sua morfologia distinta de
fibra. A hierarquia morfoldgica é definida por fibrilas elementares (dimensdes laterais
entre 1,5 e 3,5 nm), microfibrilas (entre 10 e 30 nm) e bandas microfibrilares (na ordem
de 100 nm). A Figura 16 mostra micrografias eletrénicas da estrutura fibrilar de algas,
algodoeiro e arvore da espécie Picea.

Figura 16 - Micrografias eletronicas de microfibrilas celulésicas de diferentes origens.

A esquerda, Valonia spp. (alga); no centro, algodoeiro; ao lado direito, polpas de arvore (Picea). As
imagens representam as disposi¢des em rede das fibrilas de cada planta estudada. Figuras na escala de 0,1

pm.
Fonte: Klemm et al. (2005).

Ressalta-se que, a estrutura dos poros em cada morfologia fibrilar €
consideravelmente importante para a acessibilidade em reacfes quimicas e degradacgdes
enzimaticas, possibilitando o seu emprego em diversas aplicacfes, desde membranas a
materiais altamente especializados como os ndo tecidos, com excelentes propriedades
de absorcdo (KLEMM et al., 2005).



49

A celulose é o componente mais abundante das paredes celulares das plantas e
um biomaterial de grande interesse para diversas aplicacfes clinicas, principalmente na
engenharia de tecidos (ALBERTS et al., 2002). Este polimero organico é considerado
uma fonte quase inesgotavel de matéria-prima para a crescente demanda por produtos
ecologicamente corretos e biocompativeis. Diversas aplicacbes deste polimero
aproveitam de sua biocompatibilidade e da capacidade para a imobilizacdo de proteinas,
anticorpos e heparina, bem como a formacdo de compasitos celulésicos com polimeros
e biopolimeros. A unido de macromoléculas compostas por unidades repetidas de
glicose fornece diversas especificidades e arquitetura ao polimero em questdo. Suas
propriedades sdo determinadas por interacfes intermoleculares, reacdes de reticulacao,
comprimentos de cadeia e distribuicdo dos grupos funcionais. A diferenca deste
polimero natural com polimeros sintéticos baseia-se nos atributos de funcionalidades
distintas, alta rigidez de cadeia e sua sensibilidade quanto a modifica¢fes quimicas e
manipulagdo (KLEMM et al., 2005).

4.4.1.2 Propriedades da Celulose

Em se tratando das propriedades mecanicas da celulose, o moddulo de
elasticidade (ou modulo de Young) deste polimero foi inicialmente determinado por
Meyer and Lotmar, em 1936, usando um modelo tedrico e constantes de rigidez de
ligacdo derivadas de medicOes espectroscopicas. Eles obtiveram um valor de 120 GPa
(Giga Pascal), o qual foi sendo corrigido com o passar do tempo. Sakurada, Nubushina
e Ito (1962) relataram um valor de 138 GPa para 0 mddulo de elasticidade da celulose,
determinado por meio de difracdo de raios-X. Esta pesquisa abriu o caminho para outras
medic¢des e determinacGes do modulo de elasticidade, os quais giram em torno de 100 a
160 GPa. Os mddulos elasticos de alguns materiais utilizados na engenharia estdo
apresentados na Tabela 5 em comparacéo ao médulo da celulose cristalina (ROWAN et
al., 2010).
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Tabela 5 - Modulos de materiais utilizados na engenharia comparados a celulose

i MODULO
MODULO <
< DENSIDADE ELASTICO
S TEREL EL'(A(‘;SQ )CO (Gpa Mg?) ESPECIFICO
(Gpa Mg™ m®)
Aluminio 69 2,7 26
Aco 200 7.8 26
Vidro 69 2.5 28
Celulose Cristalina 138 15 92

Fonte: Adaptado de Rowan et al. (2010).

A rede de ligacOes de hidrogénio confere as cadeias de celulose uma alta rigidez
axial. Como a alta rigidez é uma propriedade desejavel para uma fibra de reforco em um
compésito, a determinacdo do modulo cristalino da celulose torna-se relevante.
Observa-se, na tabela 5, que o mddulo da celulose cristalina € maior do que o do
aluminio e o do vidro. Nesta tabela também sdo relatados os modulos especificos
(mddulo/densidade), os quais denotam que o mddulo especifico de celulose cristalina
excede 0s materiais de engenharia, como aluminio, aco, e vidro. Apesar disto, a celulose
apresenta desvantagens em relacdo aos materiais tradicionais de engenharia; por
exemplo, absor¢do de umidade e inchaco, e degradabilidade enzimatica. A principal
razdo para se utilizar as nanofibras de celulose em materiais compoésitos é a de poder
explorar a alta rigidez do cristal de celulose para o reforgo. Isso pode ser feito
quebrando a estrutura hierarquica da planta em nanofibras individualizadas de alta
cristalinidade, reduzindo assim a quantidade de material amorfo presente. Uma alta
relacdo de aspecto (comprimento/didmetro) para as fibras é desejavel, pois permite um
comprimento critico para a transferéncia de tensdo da matriz para a fase de reforgo.
Como as fibras vegetais sdo hierarquicamente fibrosas, é possivel fazer isso, produzindo
uma forma fibrosa do material (nanowhiskers, nanofibrilas), que devido a sua rela¢éo de
aspecto, sdo potencialmente adequadas para materiais compositos (ROWAN et al.,
2010).

As fibras vegetais geralmente tém modulos bem abaixo do valor cristalino. Os
valores tipicos do médulo eléstico, bem como a forca e tensdo de ruptura de fibras de

celulose sdo apresentados na Tabela 6.
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Tabela 6 - Propriedades mecénicas de algumas fibras comuns de plantas

MODULO Ié\fl_OA[S)'lI'JIIE:C()) FORCA DE TE'E')SEAO
SR EL’(A(‘;SPT;)CO ESPECIFICO RU(ZE;)RA RUPTURA
(Gpa Mg m°) (%)
Linho 27,0 18,0 0,81 3,0
Juta 25,8 17,2 0,47 1,8
Céanhamo 32,6 21,7 0,71 2,2
Rami 21,9 14,6 0,89 3,7

Fonte: Adaptado de Rowan et al. (2010).

Quando a densidade das fibras é levada em consideracdo e 0 médulo especifico é
determinado (assumindo uma densidade de celulose de 1,5 Mg m), entéo os valores se
aproximam aos de vidro e outros solidos de engenharia. Apesar de existirem valores ja
estabelecidos, € muito dificil obter um mdédulo elastico preciso para as fibras vegetais,
devido as suas sec¢Ges transversais muitas vezes irregulares e varidveis e a presenca de
vazios na forma de limens. O méddulo de elasticidade (ou mddulo de Young) das fibras
de celulose pode variar de acordo com a fonte e as dimensdes da fibra. Um maédulo de
40-60 GPa é geralmente encontrado para fibras naturais como linho e canhamo,
enquanto que, para nanofibrilas e nanohiskers, na faixa de 100-140 GPa (HSIEH et al.,
2008; STURCOVA; DAVIES; EICHHORN, 2005). Devido aos desempenhos
intrinsecos superiores de cargas nanométricas, prevé-se que os nanohiskers de celulose
melhorem a transferéncia de tensédo e, portanto, 0 modulo final do composito (mais de 3
vezes) quando comparados com as fibras de celulose micrométricas tradicionais
(ROWAN et al., 2010).

4.4.2 Hemicelulose

A hemicelulose pode ser definida como um polissacarideo com capacidade de
se ligar fortemente a microfibrilas de celulose por liga¢des de hidrogénio (ROLAND et
al., 1989). A hemicelulose é o carboidrato dominante na lamela intermediaria, enquanto
a celulose é mais abundante nas camadas secundérias (S1, S2 e S3) (HOLTZAPPLE,
2003). Em comparacdo com a celulose, as hemiceluloses sdo polimeros ramificados

menores, amorfos e mais reativos. As hemiceluloses podem apresentar varios
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constituintes de diferentes composices quimica e estrutura molecular, geralmente séo
classificados de acordo com os principais tipos de residuos de agucar presentes e variam
de acordo com as espécies e o tipo de célula em questdo (PEREIRA, 2007). A figura 17

representa as estruturas dos principais carboidratos presentes na hemicelulose.

Figura 17 - Principais carboidratos que compdem a estrutura da hemicelulose.
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(a) D-glucose; (b) D-xilose; (c) D-galactose; (d) D- manose; (e) L-arabinose; (f) Acido D-glucordnico; (g)
acido D-galacturonico; (h) acido 4-O-metiglucorénico.
Fonte: Albertsson; Edlund; Varma (2011).

Na figura 17, os monossacarideos representados podem ser classificados como
a-D-

galactose) e acidos urénicos (B-D -glucurénico, acido a-D-4-O-metilglucurénico e &cido

pentoses (B-D-xilose, a-L-arabinose), hexoses (B-D-manose, B-D-glucose,
a-D-galacturénico). As principais hemiceluloses encontradas em plantas séo os
xiloglucanos (XyG), os glucuronoarabinoxilanos (GAX) e os mananos (MN). O que
diferencia uma da outra € o grupo de ramifica¢do, contudo, ha uma cadeia principal de
monossacarideos de glicose, xilose e manose, respectivamente (BUCKERIDGE, 2010).

A hemicelulose possui diversas fungdes, como por exemplo, sustentacdo e
transporte de nutrientes, mecanismo de defesa, reserva de carbono e, quando ligadas as
microfibrilas de celulose, atuam como um agente de acoplamento entre a parede e as
microfibrilas. Além disso, fazem parte das estruturas que dao as frutas e legumes as

caracteristicas fibrosas e crocantes que, em parte, permanecem ap0s 0 cozimento
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(BEMILLER, 2019). A figura 18 ilustra a interacdo de microfibrilas de celulose e
hemicelulose, em dois tipos diferentes de células.

Figura 18 - Modelos de interacdo de microfibrilas de celulose e hemicelulose.
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. Proteinas
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A esquerda: parede celular do tipo |, e & direita: parede celular do tipo II.
Fonte: Buckeridge (2010).

Na parede do tipo | o dominio celulose-hemicelulose é composto por
xiloglucanos, com diferentes tipos de ramificacdes, conferindo diversos niveis de
adesdo as microfibrilas (tons laranja). Em contrapartida, na parede tipo Il, o tipo de
hemicelulose € o arabinoxilano (azul), o polimero menos ramificado desta classe adere
fortemente as microfibrilas (tons azuis claros), por outro lado, aqueles mais ramificados,
aderem fracamente (azul escuro). Na parede do tipo Il, a propor¢do de pectina é menor
do que celulose e hemicelulose, ademais, os arabinoxilanos parecem se ligar entre si por
compostos fendlicos, os quais também sdo mais abundantes nas paredes celulares do
tipo Il (BUCKERIDGE, 2010).

A hemicelulose foi registrada e patenteada em 1990 (DIMED/MS 8306340
Brasil) por Lauro Xavier Filho e Marcal de Queiroz Paulo. Em termos de pesquisa, a
modificacdo quimica de hemiceluloses estd sendo cada vez mais explorada para o

desenvolvimento de novos materiais avancados biocompativeis e ecologicamente
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corretos (ALBERTSSON; EDLUND; VARMA, 2011). As hemiceluloses tém um
tremendo potencial em varios campos. Devido as suas propriedades especiais, estrutura
unica com grande quantidade de grupo hidroxila, que pode ser modificado por varios
tipos de reacdes, como eéter, éster, reticulagdo quimica, a hemicelulose tende a ser
modificada por rea¢fes quimicas e interagdes fisicas para fabricar diversos produtos
(HU; DU; ZHANG, 2018). As hemiceluloses sdo utilizadas nas industrias alimenticias,
como adocantes e conservantes (ALBERTSSON; EDLUND; VARMA, 2011), e na
medicina regenerativa, como adesivos, em tratamento de feridas, lesbes superficiais
ap6s queimaduras e escoriagdes (ANDRADE et al., 2011; LEGAZ; SOLAS;
VICENTE, 1998; LLOYD et al, 1998) e para outros fins medicinais
(EBRINGEROVA; HEINZE, 2000; HASHI; TAKESHITA, 1979).

Dentro do setor alimenticio, algumas hemiceluloses sdo utilizadas ha muito
tempo devido a sua ndo toxicidade, solubilidade em &gua e capacidade de formar géis
(ALBERTSSON; EDLUND; VARMA, 2011). A hemicelulose, na forma de xilose, €
utilizada na producédo de ingredientes como o xilitol, um adocante natural, empregado
para substituir a sacarose. O xilitol evita os efeitos negativos da sacarose atuando como
conservante de produtos alimenticios sem diminuir o valor nutricional de proteinas.
Muitos polissacarideos, incluindo uma variedade de hemiceluloses, sdo conhecidos ha
muitos anos como formadores de filme Gteis e as propriedades de barreira interessantes
das hemiceluloses também foram reconhecidas (ALBERTSSON; EDLUND; VARMA,
2011). As propriedades de formacdo de filme dos arabinoxilanos tém sido utilizadas
para proteger a espuma proteica contra a ruptura térmica (EBRINGEROVA;
HROMADKOVA, 1999) e os arabinoxilanos também foram explorados como
constituintes do filme para potenciais aplicacdes de embalagem (ZHANG; WHISTLER,
2004). Da mesma forma, hemiceluloses da familia das mananas, como o konjac
glucomanano ou o galactoglucomanano derivado do abeto, tém sido usados na
preparacéo de filmes de embalagem (HARTMAN; ALBERTSSON; SIOBERG, 2006;
MIKKONEN et al., 2008).

Dentro do campo biomédico, materiais a base de hemicelulose tém sido de
interesse por suas propriedades de formacéo de filmes e géis. Os projetos na forma de
microesferas também tém sido desenvolvidos e investigados ha varias décadas devido

ao seu potencial uso para incorporacdo de agentes bioativos, predominantemente no
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campo da liberagdo controlada de medicamentos (EDLUND; ALBERTSSON, 2008).
Filmes foram explorados para fins de curativo (MELANDRI et al., 2006), revelando a
capacidade em sustentar a proliferacdo de fibroblastos e caracteristicas altamente
desejaveis para um substituto de pele ideal (FERREIRA et al., 2010). Géis de
xiloglucano foram usados para entrega controlada de drogas (KAWASAKI et al., 1999;
KULKARNI et al., 2017) e hidrogéis covalentes projetados a partir de
galactoglucomanano funcionalizado com alquenil demonstraram oferecer entrega de
substancias incorporadas, mediada por difusdo (VOEPEL et al., 2009) e hidrélise
enzimética (ROOS et al., 2008). Os hidrogéis a base de hemiceluloses possuem diversas
propriedades favoraveis para atuarem como materiais renovaveis e biodegradaveis, tais
como hidrofilicidade, biodegradabilidade, biocompatibilidade, transparéncia, baixo
custo e ndo toxicidade (HU; DU; ZHANG, 2018; LIU et al., 2020a). A natureza
hidrofilica das hemiceluloses e a caracteristica de se dissolver em &gua acima da
temperatura de 150°C (NAIDU; HLANGOTHI; JOHN, 2018), aliada a sua estrutura
com grupos ativos intrinsecos, como —OH ¢ —COOH, facilita as modificagGes por meio
de varias reacOes fisicas e quimicas, viabilizando assim, os processos produtivos (LI;
LIN, 2021).

4.4.3 Pectina

A pectina foi descoberta em 1790, encontrada como substancia solivel nos
sucos de frutas e, mais tarde, em 1824, um quimico francés descobriu que essa
substancia, abundantemente disponivel em plantas, continha propriedades gelificantes
quando se adicionava acido em sua solugdo (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2014). A
substancia formadora de gel foi chamada de acido péctico. Em 1937, Schneider e Bock

descreveram a formula quimica da pectina, cuja a estrutura € representada na figura 19.
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Figura 19 - Estrutura quimica da pectina
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A estrutura da pectina é basicamente formado por homopolimeros de acido galacturdnico unidos por
ligagdes a (1—4), com grau variavel de grupos carboxilas metil esterificados, conforme representado na
figura, sendo que a seta fechada indica o grupo carboxilico esterificado e a seta aberta indica grupos
carboxilicos ndo esterificados (FRACASSO, 2015).

Fonte: Chen et al. (2006).

Na figura 19, salienta-se que, alguns dos grupos carboxila da pectina estdo
metilados, outros estdo na forma livre e ainda, outros podem estar na forma de sais de
sodio, potdssio ou amodnio, mais frequentemente na forma de sédio (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2014).

De acordo com Alberts et al. (2002), nas paredes celulares primarias, a matriz na
qual a rede de celulose esta inserida é composta de pectina, a qual é constituida por uma
rede altamente hidratada de polissacarideos ramificados, que contém muitas unidades de
acido galacturénico, carregadas negativamente. Além disso, certas pectinas sdo
particularmente abundantes na lamela média. Estes polissacarideos desempenham papel
funcional, pois formam um gel hidratado, preenchendo os espagos entre as fibrilas de
celulose, determinando e, consequentemente, selecionando as moléculas e ions que
podem circular entre a parede primaria e as células (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2013).

Nos tecidos dos frutos imaturos, as pectinas sdo geralmente denominadas de
protopectinas e encontram-se ligadas ao célcio das paredes celulares, formando o
pectato de calcio, o qual € insolivel em agua e tem a maior parte dos seus grupos
carboxilicos esterificados (FOOD INGREDIENTS BRASIL, 2014). Ressalta-se que,
quando o fon Ca?" ¢é adicionado a uma solucdo de moléculas de pectina, ele as reticula
para produzir um gel semi-rigido (ALBERTS, et al., 2002). Ap6s o amadurecimento da
fruta, a protopectina é hidrolisada para pectina por acdo de enzimas e, durante o

apodrecimento ou o amadurecimento demasiado, a pectina pode ser decomposta,
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produzindo o &lcool metilico e/ou acido péctico (FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2014).

Conforme ja descrito, as camadas de microfibrilas de celulose sdo emaranhadas
em uma rede, por meio de ligacdes cruzadas de glicanos (carboidratos formados a partir
da polimerizagdo de varios outros aglcares menores), coexistindo com outra rede,
composta por polissacarideos de pectina. A rede celuldsica interligada com os glicanos
fornece resisténcia a tracdo, ao passo que, a rede de pectina resiste a compressdo. A
celulose, os glicanos de reticulacdo e a pectina estdo tipicamente presentes em
quantidades aproximadamente iguais em uma parede celular priméria (ALBERTS, et
al., 2002).

Na industria alimenticia, a pectina, como € um agente gelificante, € empregada
para fornecer uma textura gelatinosa aos produtos. Dessa forma, é usada nas areas de
processamento de frutas, na producdo de doces e confeitaria, pastelaria industrial,
indUstria de laticinios, industria de bebidas, etc (FOOD INGREDIENTS BRASIL,
2014). A pectina também foi empregada como substituto do papel, formando filmes
comestiveis, espumas e plastificantes (COFFIN; FISHMAN; LY, 1996; FARRIS et al.,
2011). Este polissacarideo hidrofilico é repleto de propriedades funcionais e
amplamente utilizado como modificador de textura, espessante, agente de revestimento
e gelificante em diferentes alimentos e outros produtos (NOREEN et al., 2017;
VIEBKE; AL-ASSAF; PHILLIPS, 2014). A pectina possui boa biodegradabilidade,
biocompatibilidade e ndo toxicidade, tornando-se um bom biomaterial para diversas
aplicacbes como farmacéutica, nutracéutica, embalagens de alimentos e cosméticos
(NOREEN et al., 2017; SUNGTHONGJEEN et al., 2004).

Os biomateriais a base de pectina tém varias aplicacBes na engenharia de
tecidos, sendo empregados como hidrogéis compdsitos (pectina/quitosana) e aptos a
suportar células osteoblasticas humanas, permitindo adesdo proliferacdo e
demonstrando nédo toxicidade (COIMBRA et al., 2011); Outra pesquisa desenvolveu
hidrogéis baseados em glucomanano konjac oxidado (OKG), coladgeno e pectina
oxidada (OP). Os resultados mostraram que com a adicdo do teor de OP, o
comportamento de degradacdo dos hidrogéis e as propriedades mecénicas foram
melhorados. Os hidrogéis de HGOP aumentaram a proliferacdo celular sem qualquer
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efeito citotdxico em células de fibroblastos embrionarios de camundongo (NIH-3T3)
(GHORBANI; NEZHAD-MOKHTARI; MAHMOODZADEH, 2021). Pesquisadores
também produziram bionanocompdsitos hibridos de pectina (P)/apatita (HA) (P/HA)
aplicaveis para materiais de enxerto 6sseo. Os autores confirmaram que a concentragdo
de pectina de jaca tem uma funcdo chave na regulacdo e minimizacdo da dimenséo das
nanoparticulas de fase. Isso aumentou consideravelmente a reacdo bioldgica dos
osteoblastos (MG63) ao P/HA, conforme sugerido por sua adesdo e proliferacdo
melhoradas (GOVINDARAJ et al., 2018). A pectina pode também ser aplicada como
curativos (MUNARIN; TANZI; PETRINI, 2012; TAN; MARRA, 2010), sendo estes,
compostos por polimeros absorventes, agentes gelificantes de pectina e
carboximetilcelulose de sédio. Quando a pectina é adicionada a ferida, ela serve como
agente de ligacdo, protegendo os fatores de crescimento da degradacdo. As particulas
hidrofilicas de pectina reagem dentro do curativo com o fluido da ferida para formar um
gel macio sobre o leito da ferida, removendo ou controlando os exsudatos nas feridas. O
ambiente acido obtido com a solubilizacdo da pectina pode ainda atuar como barreira
bacteriana ou viral (MUNARIN; TANZI; PETRINI, 2012; NOREEN et al., 2017).

E possivel ainda citar muitas outras aplicagcbes da pectina, compo por exemplo para a
transferéncia de genes (KATAV et al., 2008), entrega de drogas (SMISTAD et al.,
2012) e direcionamento do cancer (DUTTA; SAHU, 2012) e ainda, em combinacdo

com caulim em formulacges orais para entrega de drogas ao célon (SANDE, 2005).

4.4.4 Lignina

O polimero mais comum nas paredes secundéarias € a lignina, uma complexa
cadeia de compostos fenolicos encontrados nas paredes dos vasos do xilema e nas
células fibrosas dos tecidos lenhosos; nas arvores, por exemplo, a celulose e lignina
compdem a maior parte da biomassa. Os constituintes da lignina e da hemicelulose
podem diferir de uma planta para a outra e de um tecido para outro, bem como, as
ligagcdes entre eles (BOUDET, 2003). A Lignina € um polimero derivado de unidades
fenilpropandides (oriundo do aminoacido fenilalanina) chamadas C6C3 ou,
simplesmente, unidades C9, repetidas de forma irregular, tendo sua origem na
polimerizacdo desidrogenativa do alcool coniferilico (SALIBA et al., 2005). Este

polimero, ao estabelecer ligacbes com alguns carboidratos, é depositado durante o
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processo de maturacdo das paredes celulares (BOUDET, 2003). A estrutura da lignina é
de natureza aromatica com alto peso molecular, respondendo por aproximadamente
30% do carbono organico da biomassa da planta, sendo o segundo polimero mais
importante na Terra, superado apenas pela celulose (FENGEL & WEGENER, 1984).
Este composto apresenta uma estrutura macromolecular heterogénea e pode conter trés
tipos bésicos de unidades aromaticas: unidades p-hidroxifenil (H), guaiacil (G) e siringil
(S), que ndo tem nenhum grupo metoxil (H) ou tem um (G) ou dois (S) grupos metoxil
nas posi¢des C3 e C5 da unidade aromatica. Tais constrituintes podem variar de acordo

com a origem vegetal (LINO, 2015), (Figura 20).

Figura 20 - Precursores primarios da lignina
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Fonte: Lino (2015).

Os precursores primarios da lignina, ao entrarem em contato com enzimas
desidrogenases (peroxidases e lacases), conduzem a abstragdo inicial de um hidrogénio
radicalar no fenol, dando inicio a todo o processo de polimerizacdo nos sitios de
lignificacio (FREUDENBERG & NEISH, 1968). Em decorréncia da taxa extra de
lignificacdo, a planta pode estabelecer um importante mecanismo de defesa a invasao
por patdgenos (BUSAM et al., 1997). Esta macromolécula, além de compor toda a rede
de vasos condutores do vegetal, possui varias ramificacfes que se entrecruzam umas

com as outras, conferindo-lhe particular resisténcia a diversos agente quimicos, fisicos e
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bioldgicos, fornecendo rigidez a parede, e, consequentemente, maior suporte ao vegetal
(MONTEIRO, 2002).

A lignina, por ser um composto organico disponivel na forma dissolvida do
residuo de processos de obtencdo de celulose e de facil acesso para industrias, pode ser
aplicada para fins energéticos (SAVAGE, 2009). Além disso, a lignina é um material de
baixa densidade e abrasividade, com caracteristicas interessantes para 0 uUso como
material compdsito. Por exemplo, em certos polimeros, em formulagdes adequadas, a
lignina pode formar compositos parcial ou até completamente biodegradaveis, além
disso, espera-se que a lignina aumente a resisténcia de materiais poliméricos em relacdo
a oxidacdo, irradiacdo e exposicdo a temperaturas elevadas (ALEXY et al., 2000). Os
materiais baseados em lignina podem ser usados principalmente como combustiveis,
reagentes quimicos e polimeros. Por exemplo, ela pode ser usada para modificar e
controlar a liberacdo de fertilizantes e herbicidas na agricultura, como agentes
dispersantes, como agentes de colagem na industria de papel e como ligantes
(AGRAWAL; KAUSHIK; BISWAS, 2014; AZADI et al., 2013; NORGREN;
EDLUND, 2014).

De acordo com o numero de patentes publicadas e estudos cientificos, as
aplicacdes industriais sao direcionadas principalmente para aditivos a base de lignina
em concreto, dispersantes, ligantes e resinas. Em contraste, estudos incluindo ligninas
para aplicacdes biomédicas (materiais de liberacdo e/ou scaffolds) ainda estdo em
progresso. Em geral, a lignina pode ser usada em muitos campos devido as suas
propriedades de dispersdo, ligacdo, estabilizacdo de emulsdes, propriedades
antioxidantes e anti-UV, bem como boas atividades antimicrobianas, que faltam em
outros polimeros naturais (WITZLER et al.,, 2018). Apesar disto, a lignina ainda €
pouco conhecida no campo biomédico; sua heterogeneidade torna bastante dificil
desenvolver lignina para aplicacdes biomédicas. A heterogeneidade da lignina (estrutura
quimica complexa e irregular) decorre dos multiplos recursos e métodos de extracdo
que sdo usados para obter a lignina. Além disso, os trabalhos atuais de pesquisa e
aplicacdo em biomateriais baseados em lignina ndo tinham foco na biocompatibilidade e
biodegradabilidade in vivo. A falta de compreenséo fundamental sobre 0 mecanismo de
degradacéo da lignina pelo corpo humano continua sendo um dos maiores desafios da

utilizacdo da lignina como biomaterial (SUGIARTO et al., 2022). Contudo, devido ao
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aumento do interesse na utilizagé&o da lignina como material funcional e suas aplicagbes
biomédicas, nos ultimos 5 anos foram publicadas algumas revisdes neste sentido. Liu et
al. (2020) publicou um trabalho focado na utilizacdo de nanoparticulas de lignina e
hidrogéis em aplicacdes biomédicas, como entrega de drogas e genes e bioimagem (LIU
et al., 2020b). Figueiredo et. al. (2018) dedicaram sua pesquisa no relato da composigéo
e propriedades, métodos de extracdo e modificagdes quimicas da lignina, bem como na
descricdo dos diferentes métodos de preparacdo de nanomateriais a base de lignina com
propriedades antioxidantes de absor¢do de UV e antimicrobianas que podem ser usados
como agentes de reforco em nanocompositos, em veiculos de entrega de drogas e
entrega de genes para aplicacbes biomédicas (FIGUEIREDO et al., 2018).

Os principais polimeros descritos nessas se¢des e que constituem a parede

celular das plantas estdo sumarizados na tabela 7, com suas respectivas composicoes e

funcdes.
Tabela 7 - Polimeros que compBem a parede celular
POLIMERO COMPOSICAO FUNCOES
CELULOSE Polimero linear de glicose As fibrilas conferem resisténcia a tracéo
a parede celular
LIGACOES Rede que se liga firmemente a
CRUZADAS DE Glicose, xilose ou manose | superficie de cada microfibrila de
GLICANOS celulose
Rede hidrofilica carregada
. - negativamente que da
PECTINA Unidades dﬂe famdo res%sténcia a gompresséo nas paredes
galacturénico L -~ .
priméarias e participa da adesdo célula-
célula
Unidades de Forma um forte polimero impermeévgl
LIGNINA feni e que reforga as paredes celulares vegetais
enilpropandides .
secundarias
Responsaveis pela renovacdo e
PROTEINAS E Ezimas, proteinas ricas | remodelacdo da parede celular, além
GLICOPROTEINAS em hidroxiprolina de auxiliar na defesa contra
patdgenos

Fonte: Adaptado de Alberts, et al. (2002).
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4.5 Ensaios de caracterizacdo em tecidos vegetais

Uma das técnicas empregada para se examinar materiais poliméricos € a
espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR). Com o
acoplamento de um interferdmetro infravermelho a um microscopio equipado com
detectores especializados, a espectroscopia FTIR tem sido amplamente empregada para
examinar areas microscépicas em polimeros nos ultimos vinte anos (BHARGAVA;
WANG; KOENIG, 2003). O mecanismo subjacente da técnica FTIR esta associado a
transicOes entre estados de energia vibracional quantizada (SCHNEIDER et al., 2013).
Nesta analise, a absor¢do da radiacdo IR ocorre quando um foton é transferido para uma
molécula e a excita para um estado de energia mais alto (PARIKH; CHOROVER,
2005). Os estados excitados resultam nas vibracGes das ligacbes moleculares (ou seja,
alongamento, flexdo, torcao, balanco, abanar e deformacdo fora do plano) ocorrendo em
varios nimeros de onda (ou frequéncias) na regido IR do espectro de luz. O nimero de
onda de cada pico de absorbancia IR é determinado pelas propriedades fisico-quimicas
caracteristicas de cada molécula correspondente e, portanto, € diagndstico, como uma
impressdo digital desse grupo funcional especifico (por exemplo, C-H, O-H, C=0, etc.)
Grande parte da literatura relacionada ao FTIR se concentra na regido do infravermelho
médio (MIR) da luz (aproximadamente 4000 a 400 cm—1) (CHEN et al., 2015).

Yang et al. (2007) utilizaram o FTIR para investigar as caracteristicas de trés
componentes principais (hemicelulose, celulose e lignina) da biomassa de plantas,

conforme figura 21.
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Figura 21 - Espectro de FTIR de componentes presentes na biomassa de plantas
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Os trés componentes principais (celulose, hemicelulose, e lignina) foram adquiridos na loja de produtos
guimicos comercial (Sigma-Aldrich Chemie GmbH). A celulose e lignina foram obtidas em forma de pé.
A hemicelulose comercial dificilmente pode ser comprada, logo, foi utilizada a xilana, como componente
representativo da hemicelulose. A figura representa os picos de absorbancia encontrados na pesquisa e
seus respectivos nimeros de onda, que dizem respeito as ligacdes exibidas.

Fonte: Adaptado de Yang et al. (2007).

Pode-se observar, que os trés componentes de fibras sdo provavelmente
constituidos por alceno, ésteres, aromaticos, cetona e alcool, com diferentes grupos
funcionais contendo oxigénio. A regido de estiramento da ligacao O — H, ocorre em
3400-3200 cm™, C — O em 1765-1715cm™*, C -0 -Cem 1270 cmte C- O - Hem
1050 cm™. Nota-se que, o maior pico de absorbancia de O — H e C — O — H foi
encontrada na celulose, enquanto a hemicelulose contém compostos de CO superiores.
Ademais, a lignina é constituida de grupos (metoxil - O — CH3,C-0-Ce C -0C)
presentes em anéis aromaticos. Os principais picos de absorbancia podem ser

visualizados na tabela 8, a seguir.
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Tabela 8 - Picos de absorbancia no FTIR dos principais componentes da parede celular

Componente de parede celular

Numero de onda (cm )

Celulose

900, 1040, 1060, 1160, 1320, 1367

Pectina

952, 1014, 1097, 1104, 1146, 1243

Acido urénico nio esterificado

1420, 1600-1630

Acido uronico esterificado 1740
Xiloglucano 1041, 1078, 1120, 1317, 1371
Arabinose 975
Galactose 945
Amida | (proteina) 1550, 1650
Anel fendlico 1515, 1630
Fenol 1430
Ester fendlico 1720

Fonte: Modificado de Alonso-Simén et al. (2011).

Além dos componentes da parede celular, as células vegetais apresentam um

conjunto de biomoléculas que existentes no citoplasma e no ndcleo e que podem ser
identificadas por meio da técnica de FTIR. No trabalho de Kumar & Prasad (2011) foi

realizado um screnning dessas biomoléculas para duas espécies diferentes de plantas

medicinais pertencentes a familia Leguminosae (Tephrosia tinctoria e Atylosia

albicans). A fim de suportar e basear o atual trabalho, pesquisou-se na literatura os

principais picos de biomoléculas encontradas em plantas medicinais e tecidos

bioldgicos, por meio do FTIR. A referéncia, os respectivos nimeros de ondas e suas

atribuicdes estdo sumarizados na tabela 9.
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Tabela 9 - Principais picos dos espectros de FTIR de plantas medicinais e tecidos bioldgicos encontrados na literatura

(Continua)
REFERENCIA PICOS ATRIBUICAO
Drug discovery from medicinal plants 521 Torcao do anel de fenil
Vibrational spectroscopy of carbohydrates and glycoconjugates 600-900 vibragoes de er>§_c|>_|fora do plano C-
17B-estradiol induced compositional, structural and functional changes in
rainbow trout liver, revealed by FT-IR spectroscopy: A comparative study with 892 C-C, C-O desoxirribose
nonylphenol
Infrared spectroscopy _of hgman tissue. l. leferentlat_lon and maturation of 940 Carotendide
epithelial cells in the human cervix
The role of plant derived drugs and herbal medicines in healthcare 1000-140 Absorcéo de proteina amida |
Ligacdes C-OH em
FTIR spectroscopy studies of nucleic acid damage 1000-200 oligossacarideos, como manose e
galactose
Surface enhanced IR absorption of nucleic acids from tumor cells: FTIR 1000-350 RegiAo da vibragio do fosfato
reflectance study
Vibrational spectroscopy in the detection of cancer, in Handbook of Vibrational 1020-50 Glicogénio
Spectroscopy,
Characteristic infrared spectroscopic patterns in the protein bands of human 1030 Colageno

breast cancer tissue




(Concluséo)

REFERENCIA PICOS ATRIBUICAO
A comparative infrared spectroscopic study of human breast tumors and breast 1105 Carboidratos
tumor cell xenografts
identification and comparison of blomolecgles in med_lcmal_ plants of tephrosia 1145 Fosfato e Oligossacarideos
tinctoria and atylosia albicans by using ftir
Intercultural variation folk medicinal knowledge: A comparison between curers 1180-300 RegiAo da banda Amida 11l
and noncurers
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Outra técnica de caracterizacdo de materiais amplamente utilizada, é a térmica,
que pode ser definida como um teste usado para avaliar mudancas quimicas, fisicas e
estruturais em um material devido a uma mudanca de temperatura. Ou seja, a
temperatura é variada como um parametro experimental para a caracterizacao cientifica
ou tecnoldgica de um material. Dentre essas técnicas, a Analise Termogravimétrica
(TGA) é uma das andlises térmicas mais sensiveis comumente utilizadas para
caracterizar a estabilidade térmica de compostos poliméricos de fibra natural,
analisando sua composicéo e dependéncia estrutural do comportamento de degradacgéo
térmica (NURAZZI et al., 2021a). Logo, TGA é uma metodologia analitica quantitativa
que monitora a massa de uma amostra de 1 miligrama a varios gramas & medida que um
forno eleva a temperatura até 1600 °C sob um fluxo de gas estavel ou variavel. A massa
diminui @ medida em que a amostra se decompde, 0s compostos volateis evaporam ou o
estado de oxidacdo diminui; enquanto em ambientes reativos (com O2, por exemplo), a
massa dos metais de transicdo pode aumentar. A TGA é incapaz de detectar transi¢cdes
de fase, transformacdes polimorficas ou reacdes para as quais a massa € invariante. DSC
ou DTA acoplam-se com TGA para ajudar a deconvoluir um grafico, separando as
alteracOes fisicas das alteracfes quimicas (SAADATKHAH et al., 2020). Yang et al.
(2007) descreveram a TGA dos trés componentes principais das fibras lignocelulésicas -

Hemicelulose, Celulose e Lignina (Figura 22).
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Figura 22 - Curvas de TGA e DTG para Hemicelulose, Celulose e Lignina
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A hemicelulose (curva verde) comega a se decompor na faixa de 220 — 315 °C, alcancando a perda de
massa maxima em 268 °C, com 20% de residuo sélido a 900 °C. Para a celulose (curva laranja), a faixa
de temperatura foi de 315 — 400 °C, com a taxa maxima de perda de peso em 355 °C. A decomposicédo da
lignina (curva vermelha) ocorreu lentamente em toda a faixa de temperatura até 900 °C, logo, entre os
trés componentes, a lignina foi o componente mais tardio a se decompor.

Fonte: Adaptado de Yang et al. (2010).

A diferenca no comportamento destes trés constituintes de fibras vegetais pode ser
explicada por meio de suas estruturas e naturezas quimicas. A hemicelulose, por
exemplo, tem uma estrutura amorfa e ramificada, formada por véarios sacarideos de facil
remocdo da haste principal e degradam em baixas temperaturas. A celulose é um
polimero longo sem ramificacdes, com a estrutura ordenada e forte estabilidade térmica.
A lignina possui estrutura ramificada, com muitos anéis aromaticos e se degrada em
uma ampla faixa de temperatura (YANG et al., 2007).

Os dados e informacdes descritas neste topico sd@o de suma importancia no
suporte das andlises e comparacdes entre as amostras, no intuito de estabelecer os
grupos funcionais e associa-los com susbtancias quimicas presentes ou ausentes apos o
procedimento de descelularizacdo, bem como o comportamento térmico das amostras,
visto que, a temperatura é uma variavel de estado fundamental que afeta a maioria das

reacOes quimicas, propriedades fisicas e transformac@es estruturais. Por conseguinte, a
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técnica permite prever a estabilidade térmica das amostras poliméricas tratadas neste
trabalho.

Diante do exposto, no presente trabalho, vegetais e frutas foram submetidos ao
tratamento quimico com detergentes no intuito de avaliar a potencial aplicacdo desses
materiais naturais como scaffolds na engenharia de tecidos. O fruto da graviola foi
escolhido por fazer parte da continugdo de um trabalho de iniciac&o cientifica do grupo
de pesquisa. O pseudofruto de caju foi escolhido para compor o quadro de frutas,
juntamente com a graviola, por também ser nativo do bioma Cerrado Brasileiro. Ja a
Casca de Mexerica apresentou-se interessante por sua estrutura de fibras interligadas e
resistentes. As folhas, conforme ja descrito na literatura, apresentaram resultados
promissores para aplicacdes deste tipo (CHENG et al., 2020; DIKICI; CLAEYSSENS;
MACNEIL, 2019; GUYETTE et al., 2016a; LEE et al., 2019), e, além disso, exibem
vascularizagdo (folha de brdcolis) e porosidade (folha de ora-pro-nébis) propriedades
interessantes para a Engenharia de Tecidos. Talos de vegetais também ja foram
descritos na literatura como estruturas promissoras para aplicacdo como scaffolds
(CONTESSI NEGRINI et al., 2020; JAMES et al., 2020; S. H et al., 2020), e além
disso, sdo caracterizados como residuos, na industria alimentar, assim como a casca de
mexerica, logo, a utilizagcdo dessas estruturas na area biomédica adquire relevancia em
termos de sustentabilidade, acessibilidade e economia.

O tratamento quimico dos vegetais e frutas foi realizado utilizando os
detergentes SDS e Triton X-100. E importante ressaltar que, 0 SDS é o detergente
ibnico mais utilizado nos protocolos de descelularizagdo, atuando como um agente
descelularizante primario, com capacidade de solubilizar membranas plasmaticas, DNA
e lipideos, aléem de desnaturar proteinas. Trabalhos anteriores demonstram que o
tratamento com SDS néo altera as propriedades mecéanicas da celulose (GRATZER et
al., 2006), bem como preserva a estrutura do colageno, porém solubiliza o sulfato de
condroitina e fibronectina de valvulas adrticas de ratos (GRAUSS et al., 2003). J& 0
Triton X-100 é o detergente ndo ibnico mais estudado em protocolos de
descelularizacdo, e atua na solubilizacdo de proteinas, preservando a parede e a matriz
extracelular (GOTTS et al. 2016). Este detergente pode reduzir o conteudo de GAGs,
aumentar a extensibilidade da MEC, afrouxar a rede de coladgeno e deixar vestigios
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nucleares residuais (BADYLAK, 2014). Ha relato de que, em tecido valvar animal, o
Triton X-100 levou a perda quase completa de GAGs e reduziu o conteudo de laminina
e fibronectina (GRAUSS et al., 2005). De acordo com os protocolos desenvolvidos em
tecidos animais e vegetais e 0s resultados obtidos na literatura, utilizou-se tais
reagentes, a fim avaliar os efeitos do tratamento nas estruturas vegetais escolhidas.
Desta forma, ao longo das secdes seguintes, serdo apresentados os Métodos,
Resultados, Discussdes e Conclusdes dos tratamentos quimicos realizados com 0s
detergentes SDS e Triton X-100 nos vegetais e frutas graviola, pseudofruto do caju,
casca da mexerica, folha de brocolis, folha de ora-pro-nobis, talo de taioba e talo de

brécolis.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais utilizados

As estruturas vegetais submetidas ao tratamento quimico foram: folha e talo
(caule) de Brdcolis - Brassica oleracea, folha de Ora-Pro-Nobis - Pereskia aculeatae,
talo (caule) de Taioba - Xanthosoma sagittifolium, pseudofruto do Caju - Anacardium
occidentale, casca (epicarpo) de Mexerica - Citrus reticulata, fruto da Graviola -
Annona muricata, todos obtidos do mercado convencional.

No presente trabalho utilizou-se a celulose extraida da casca de banana (Musa
acuminata) como um parametro de comparacao do perfil celulésico com as amostras
vegetais submetidas ao tratamento, uma vez que, conforme descrito na literatura,
tratamentos quimicos com detergentes preservam a estrutura celuldsica dos materiais.

Os reagentes utilizados foram: dodecil sulfato de sédio (SDS, Neon - Suzano,
SP); solucdo tampéo fosfato-salino (PBS); 4gua destilada (produzida no laboratério do
CEFET-MGQ); azida sddica, hidréxido de sédio (NaOH), perdxido de hidrogénio (H-0x)
(Sigma-Aldrich - Suzano, SP ); Triton X-100, &cido cloridrico (HCI) e Hipoclorito de
Sodio (Neon — Suzano, SP).

5.2 Meétodos

5.2.1 Tratamento quimico

O tratamento quimico das frutas e vegetais foi realizado conforme previamente
descrito por Modulevsky et al. (2014), Gotts et al. (2016); Gershlak et al. (2017) e
Fontana et al. (2017), com modificagcdes. O procedimento consistiu na adi¢do sucessiva
de diferentes solucdes contendo agentes detergentes capazes de promover a remog¢éo do
contetdo das células vegetais. O tempo de imersdo e as solucbes foram definidas
considerando as caracteristicas estruturais de cada amostra. Na tabela 10 encontra-se
descrita a composicdo e concentracdo de cada solucdo com o respectivo cddigo
utilizado no procedimento. Os detalhes desta etapa experimental sdo descritos nas

secdes seguintes.
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Tabela 10 - Solugdes utilizadas no tratamento quimico.

Cddigo da Solucéo Composicao

S 0,1 % Azida em PBS (0,05M)

S1 10% SDS, 0,1% Azida em PBS (0,1M)

S2 5% SDS, 0,05% Azida em PBS (0,05M)

T1 0,1% de Triton X-100 e 10% de Hipoclorito de Sédio em &gua
destilada

T2 0,1% de Triton X-100 e 5% de Hipoclorito de S6dio em agua
destilada

T3 0,1% de Triton X-100 e 1% de Hipoclorito de Sdio em agua
destilada

T4 0,05% de Triton X-100 e 5% de Hipoclorito de S6dio em agua
destilada

Fonte: préprio autor.

As estruturas vegetais, ap0s adquiridas no mercado convencional, foram
armazenadas a temperatura de - 20°C por 24 horas. Em seguida, as amostras foram
cortadas, exceto as folhas, e imersas em porta-amostras contendo diferentes solugdes.
Inicialmente, as amostras foram imersas em solucdes de SDS e Azida (S, S1 ou S2) e
apos diferentes intervalos de tempo, as amostras foram transferidas para as solucdes
contendo Triton X-100 e hipoclorito de sédio em concentra¢des variadas (T1, T2, T3 ou
T4). O tempo de exposicéo nessa etapa variou entre 6 e 15 dias e a retirada das amostras
foi definida a partir do perfil de descoloracdo e da resisténcia mecanica ao toque (teste

sensorial). A tabela 11 sumariza as etapas do tratamento quimico.



Tabela 11 — Etapas do tratamento quimico
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ETAPAS
Grupo | Amostras T 2 3 7 5 &
Sl Tl T2 T3
G1 Graviola SDs/ TRITON- | TRITON- | TRITON- | Enxague | Secagem
(GG1) AZIDA | X/NaClO | X/NaCIO | X/NaClO
7 dias 2 dias 2 dias 4 dias 1dia 6 dias
s S2 T4
G2 Graviola SDS/ TRITON- - . .
cc2) | A4PA | azibA | xiNacio 1 dia 4 dias
3 horas 4 dias 2 dias
s1 T1-
SDS/ TRITON-
Cai AZIDA | X/NaClO Ldi
au 8 dias ] - 1a i
(CG3) (3 trocas) 4 dias
4 dias (trocas
diarias)
Casca de 6 dias 1 dia
Mexerica 5 dias (trocas - - (3 trocas) 3 dias
(CMG3) diérias)
G3 Folha de 1 dia
Brocolis 5 dias 1dia - - 1 dia
(FBG3) (3 trocas)
Folha de 5 dias 1 dia
OPN 5 dias (trocas - - (3 trocas) 1 dia
(OPNG3) diérias)
Talos de 5 dias 1 dia
Taioba 5 dias (trocas - - (3 trocas) 2 dias
(TTG3) didrias)
Talos de 1 dia
Brocolis 7 dias 3 dias - 2 dias
(TBDG3) (3 trocas)

Fonte: préprio autor.

Ressalta-se que, na amostra de graviola GG1 foi diluido somente o hipoclorito

de sodio e manteve-se o Triton X-100 na mesma concentracéo (solugdes T2 e T3). Apds

ter observado danos a estrutura da amostra GG1, optou-se por iniciar o processo de

descelularizacdo da graviola GG2 com a solucdo original diluida pela metade (T4). De

acordo com protocolos de descelularizacédo ja publicados (DIMOU et al., 2019; OTT et
al., 2008; PARMAKSIZ; ELCIN; ELCIN, 2020), testou-se a lavagem da amostra GG2

com PBS antes do tratamento, no intuito de remover substancias ou impurezas e

facilitar as proximas etapas. Ndo se prosseguiu com a lavagem para outras amostras

devido a falta de indicios da eficacia do método. Outro fator importante a se destacar é
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quanto a lavagem das amostras. Apos observado pontos esbranquigados em algumas
amostras, adaptou-se o protocolo, na etapa de enxague, sendo realizada a troca da
solucdo por 3 vezes, durante 24 horas (procedimento realizado ap6s o processo feito
com a graviola). O fluxograma da figura 23 sumariza o processo de tratamento quimico

realizado.

Figura 23 - Fluxograma do processo0 de tratamento quimico
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Os grupos experimentais foram organizados conforme o tipo de tratamento quimico realizado (G1, G2,
G3 e G4) e as amostras foram nomeadas de acordo com o vegetal utilizado (graviola - G, caju - C, casca
de mexerica - CM, folha de brécolis - FB, folha de ora-pro-nobis - OPN, talos de taioba - TT e talo de
brécolis - TB).

Fonte: préprio autor.

Apds a acdo dos detergentes em diferentes tempos e concentracdes, as amostras
foram lavadas com agua destilada para remocao de residuos e, apds analise sensorial,
foram armazenadas a — 20 °C por 7 dias. Em seguida, as amostras foram congeladas em
nitrogénio liquido (- 196°C) e liofilizadas para prosseguir com os testes de
caracterizagcdo. As amostras controle (cortes das mesmas frutas e vegetais utilizados no
processo de descelularizacdo) foram armazenadas, e ap0s a andlise sensorial, congeladas
em nitrogénio liquido (- 196°C) e liofilizadas para as etapas seguintes de caracterizacdo
(MEV, FTIR e TG).
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Para obtencdo da celulose a partir da casca de banana (Musa acuminata), 0s
processos de extracdo foram baseados no trabalho de Singanusong et al (2014), com
modificacdes. De forma breve, 1,9 g de casca de banana foi seca em estufa a 50 °C, por
48 horas e, em seguida, triturada para obtencdo do pd. A amostra em po foi imersa em
sucessivas solugdes (HCI 0,3%, NaOH 1,6 %, NaClIO 1%) e ap6s cada imersdo, a
amostra foi filtrada. Por fim, o branqueamento da amostra foi feito com solucéo de
H>02 24% e NAOH 4%.

5.2.2 Caracterizagdes fisico-quimicas

As amostras tratadas quimicamente e seus respectivos controles foram
submetidos as seguintes andlises fisico-quimicas: a) sensorial (aspectos visuais e
mecanicos), b) morfoldgica (Microscopia Eletrénica de Varredura), c¢) quimica
(Espectroscopia no Infravermelno com Transformada de Fourier) e d)
termogravimétrica (Termogravimetria). A celulose extraida da casca de banana foi
submetida aos testes quimico (FTIR) e termogravimétrico (TG).

5.2.2.1 Analise sensorial

Foram realizadas analises dos aspectos visuais e mecanicos das amostras no
decorrer das etapas do tratamento quimico. Na andlise visual, observou-se a coloracao
das amostras e na analise mecanica, verificou-se a integridade das amostras em relacdo
ao nivel de fragilidade e resisténcia ao manuseio, sem 0 uso de equipamentos e apenas

por Unico observador.

5.2.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura foi utilizada para avaliar
qualitativamente as estruturas morfolégicas das amostras quanto a porosidade e a
interconectividade dos poros. Este ensaio foi realizado no Laboratério de Ensaios de
Caraterizacdo do Campus IV do Centro Federal de Educacdo Tecnoldgica de Minas
Gerais. As amostras foram metalizadas com uma fina camada de ouro por sputtering no
equipamento Quick Coater SC-701 (Sanyu Electron, Shangai, China), aplicando-se

amperagem de 1,5A por 1 minuto e 20 segundos. Apds metalizacdo, 0 aspecto
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morfolégico das amostras foi analisado no equipamento modelo SSX-500 (Shimadzu

Corporation, Kyoto, Japan).

5.2.2.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

A andlise dos grupamentos quimicos das amostras foi feita por meio da técnica
de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) utilizando o
equipamento IR-Prestige-21 (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan), modulo ATR
(Attenuated Total Reflectance) na faixa de comprimento de onda de 4000 cm™ a 400
cm? com resolucio de 4 cm™. A amostra enviada ao teste em estado solido, na
quantidade de 10 a 15 miligramas. Este ensaio foi realizado no Laboratério de Ensaios
de Caraterizacdo do Campus VI do Centro Federal de Educacéo Tecnoldgica de Minas
Gerais. Para fins de comparacdo em relacdo a estrutura celuldsica remanescente nas
amostras tratadas, realizou-se o teste também para a celulose extraida da casca de

banana.

5.2.2.4 Analise termogravimétrica (TGA)

O comportamento térmico das amostras foi avaliado por meio da técnica de
Termogravimetria utilizando o equipamento DTG-60/60H (Shimadzu Corporation,
Kyoto, Japan), com cadinho de alumina, atmosfera de Nitrogénio (50 mL/min) e taxa de
aquecimento de 10 °C/min, no intervalo de temperatura de 10°C a 900°C. A amostra
enviada ao teste em estado solido, na quantidade de 10 a 15 miligramas. Os graficos
foram construidos utilizando o software Origin®. Este ensaio foi realizado no
Laboratdrio de Ensaios de Caraterizagdo do Campus VI do Centro Federal de Educacéo
Tecnoldgica de Minas Gerais. Para fins de comparacdo sobre a estrutura celuldsica
remanescente nas amostras tratadas, realizou-se o teste também para a celulose extraida

da casca de banana.
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6 RESULTADOS E DISCUSSOES

No presente trabalho, estruturas vegetais foram submetidas a diferentes
tratamentos quimicos e, posteriormente, carcaterizadas fisco-quimicamente, no intuito
de avaliar o potencial desses componentes naturais para a aplicacdo como scaffolds na
Engenharia de Tecidos. Os tratamentos quimicos foram realizados com uma
combinacdo de dois detergentes amplamente utilizados em ensaios de descelularizagéo
de tecidos (MODULEVSKY et al., 2014; GOTTS & THYDEN, 2016; GERSHLAK et
al.,, 2017 e FONTANA et al., 2017). Nos proximos topicos, sdo apresentados 0s

resultados dos ensaios realizados com as diferentes estruturas vegetais.
Estruturas das frutas
6.1 GRAVIOLA

6.1.1 Analise Sensorial

A alteracdo na coloracdo e os aspectos morfolégicos identificados por meio de
analise mecanica manual das amostras de graviola sdo apresentadas na figura 24 e na

tabela 12, respectivamente.
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Figura 24 - Imagens ilustrativas das amostras de Graviola.

(A): Graviola in natura; (B): GG1 - Graviola Grupo 1, peso in natura: 12,38 gramas; (C): GG2 - Graviola
Grupo 2, peso in natura: 10,20 gramas.
Fonte: préprio autor.

Tabela 12 - Anélise Sensorial da Graviola

ASPECTO
AMOSTRAS ASPECTO VISUAL MOREOLOGICO
Opaca, com coloragéo Mole e Fragil. Apds seca,
GC p
amarelada estrutura dura e rigida

Bordas Translucidas.
GGl Coloracéo branca, pequenas
areas em tom amarelado
Opaca, com coloragédo
GG2 branca e areas mais
amareladas que a GG1

Fréagil, soltando fibras. Apds
seca, estrutura dura e rigida

Mole e Fragil. Apos seca,
estrutura dura e rigida

GG1 - Graviola Grupo 1 — Submetida ao tratamento com: S1 (10% SDS, 0,1% Azida em PBS (0,1M));
T1 (0,1% de Triton X-100 e 10% NaClO em H,O destilada), T2 (0,1% de Triton X-100 e 5% NaClO em
H>O destilada) e T3 (0,1% de Triton X-100 e 1% NaClO em H,0O destilada); GG2 - Graviola Grupo 2 —
Submetida ao tratamento com: S (Azida em PBS (0,1M)); S2 (5% SDS, 0,05% Azida em PBS (0,05M));
e T4 (0,05% de Triton X-100 e 5% NaClO em H,O destilada)

Fonte: préprio autor.
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No painel B da figura 24, observa-se que a graviola GG1 apresentou maior
despigmentacdo, contudo, a amostra mostrou-se fragil. Crapo e colaboradores (2011)
relataram que a remocdo de biomoléculas como proteinas, DNA e componentes da
matriz aumenta com o maior tempo de exposi¢do aos detergentes. Desta forma, visando
obter uma matriz de facil manipulacdo e maior resisténcia mecénica, o tempo de
exposicdo da amostra, bem como as concentragdes dos detergentes foram alteradas (ver
Tabelas 10 e 11). Assim, a amostra GG2 foi imersa em solugdo com menor
concentracdo de detergente (NaClO) e menor tempo de contato, o que resultou em uma
matriz de aspecto opaco, flexivel e mais compacta (Figura 24 C), porém o processo de
despigmentacdo ndo foi tdo eficiente quanto a amostra GG1. Em relagdo a amostra in
natura (controle GC), esta ap0s a secagem apresentou aspecto opaco, coloracdo

amarelada, e estrutura dura e rigida.

6.1.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A superficie das amostras de Graviola (amostra controle e amostras pés

tratamento quimico) foram analisadas por MEV em diferentes ampliacGes (Figura 25).



80

Figura 25 - Micrografias das amostras de Graviola

20X

300X

Ampliagdo de 20 X: (A) Graviola Controle - GC; (B) Graviola Grupo 1 - GG1; (C) Graviola Grupo 2 -
GG2. Ampliacdo de 300 X: (D) GC; (E) GG1; (F) GG2. Ampliagdo de 700 X: (G) GC; (H) GG1; (I)
GG2.

Fonte: préprio autor.

Sabe-se que a celulose € incorporada em uma matriz de hemicelulose incrustada
com lignina que une toda a estrutura (HOLTZAPPLE, 2003a, 2003b). Dessa forma, as
micrografias podem indicar estruturas tipicas de materiais lignocelulésicos com grande
quantidade de acUcares e lipideos, conforme anteriormente relatado em trabalho com
polpa de graviola (CAVALCANTE, 2016). Cavalcanti (2016) demonstra a estrutura da
graviola obtida por secagem em spray dry, no MEV, ressaltando a grande quantidade de
acucar e a adesdo de particulas menores na superficie de particulas maiores, formando
aglomerados. Semelhanca esta, observada nas amostras obtidas neste trabalho;
ressaltando ainda que, ndo foi possivel identificar diferencas morfoldgicas entre as

amostras de graviola controle e as amostras tratadas.
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6.1.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Este ensaio de caracterizacdo revela o perfil das bandas de absorcdo das
moléculas constituintes nas amostras de graviola. A fim de se comprovar a estrutura
celulésica remanescente das amostras tratadas, apresenta-se 0 resultado de
caracterizagdo, por meio do FTIR, das amostras de graviola juntamente com a amostra
de celulose extraida da casca de banana (Figura 26).

Figura 26 - Espectro de FTIR das amostras de Graviola e Celulose
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Na figura, o painel A representa o espectro de FTIR da Graviola Controle (GC); Graviola Grupo 1 (GG1)
e Graviola Grupo 2 (GG2). No painel B é exibido o espectro de FTIR da celulose extraida da casca de
banana.

Fonte: préprio autor.

As bandas de absor¢édo estdo presentes em todas as amostras, tratadas ou néo, no
entanto, possuem diferencas de intensidade das vibracdes. A amostra de graviola
controle (GC) exibe bandas de absorcéo que podem ser atribuidas as macromoléculas de
celulose, hemicelulose, lignina e pectina, sendo esses 0s principais constituintes da
fruta. As vibracdes fundamentais na regido de 4000 a 2500 cm™' sdo atribuidas aos
estiramentos entre O-H e C-H. Normalmente, a banda referente as vibracdes de
distensdo das ligacbes O-H esta no intervalo entre 3600 e 3700 cm™ (BECKER et al.,
1997; RODRIGUES, 2017). No entanto, a banda identificada nestes espectros de
graviola encontram-se por volta de 3200 cm™, o que indica que estes grupos fazem parte

de ligacBes com hidrogénio, encontrando-se desviada para comprimentos de onda
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menores (BAPTISTA; BORGES; FERREIRA, 2010), assim como notado na celulose
extraida da casca de banana. Observando-se o espectro da celulose, no painel B da
figura 26, em 1318 cm™ tem-se a banda caracteristica da distensdo assimétrica da
ligacdo C-O-C, tipica dos ésteres, encontrados na celulose (Figura 26B). Em 1012 cm”
1 ¢ identificada a vibragdo de distensdo da ligagdo C-OH, caracteristica dos alcoois
primarios presentes na estrutura da celulose (BAPTISTA et al., 2010). Salienta-se que,
absorcdes entre a regido de 1500 a 1000 cm™ é conhecida como a area de “impressio
digital da celulose”, ou seja, representa um padrdo de vibragdes caracteristicos da
molécula de celulose como um todo, portanto, podem ser usados para a sua
identificacdo (MOHAMED et al., 2017). Visto isto, conforme o esperado, o perfil de
bandas do FTIR das amostras de graviola apresentam similaridade ao perfil observado
para a celulose extraida da casca da banana.

Em comparagdo com a amostra de graviola controle, as diferencas de
intensidade e auséncia de alguns picos observados nas amostras tratadas, sugere-se
alteracdo e/ou reducdo de alguns grupos:

» Ligacdes C-H alifaticas, observadas em grupos alcanos que compdem a cadeia
principal de biopolimeros (pico proximo a 2900 cm™ no espectro de GC) e que

podem ser atribuidas a ligacdes lipideo-carboidrato (DUYGU et al., 2012);

> VibracBes de distensdo da ligacdo C=0 de grupos carbonila, presente
principalmente na hemicelulose, pectina e também em moléculas de
nucleotideos (pico de 1720 cm™ - regido | destacada no grafico);

» DeformacGes de CH3 que podem fazer referéncia as bandas de absorcéo de base
nitrogenada, como pirimidina (citosina e timina) e purina (adenina e guanina)

(pico de 1344 cm™ - regido Il destacada no gréafico) (BANYAY; SARKAR;

GRASLUND, 2003; GOMES RIOS et al., 2021);

> Distensdo assimétrica da ligagio C-O-C, tipica dos ésteres (pico de 1234 cm™ -
regido Il destacada no grafico), que ddo aroma e sabor as frutas;

» Como os picos abaixo de 1000 cm™ fazem referencia as vibracGes de flexdo fora
do plano C-C-H e ligagdes de C-C, C-O (pico de 850 cm™ - regido 111 destacada

no grafico) de aldeidos presentes na desoxirribose (KUMAR; PRASAD, 2011).

A reducdo na intensidade das bandas relacionadas aos grupos de lipideos e de
acidos nucleicos sugere que o tratamento quimico da fruta de Graviola com detergentes

retirou, ainda que parcialmente, essas biomoléculas do interior das células vegetais, e



83

conforme o esperado, manteve a estrutura celuldsica. Resultados semelhantes foram
observados por Dikici et al., (2019) e Salehi et al., (2020) com folhas de espinafre e por
Aswathy et al., (2021) com caule de bambu.

Ressalta-se ainda que o pico em 2840 cm™, observado somente na amostra GG2,
pode ser atribuido a um residuo de SDS na amostra, j& que na literatura este
comprimento de onda é caracteristico deste composto (VIANA, 2008).

6.1.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

Assim como no teste de FTIR, compara-se também o perfil termogravimétrico

entre as amostras de graviola tratadas, controle e celulose extraida da casca de banana
(Figura 27).

Figura 27 - Curvas de TGA e DTA das amostras de Graviola e celulose.
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Eventos endo e exotérmicos representados pelas curvas TGA e DTA. No painel A, tem-se GC - Graviola
Controle; no painel B, GG1 - Graviola Grupo 1; no painel C, GG2 - Graviola Grupo 2 e no painel D,
celulose extraida da casca de banana.

Fonte: proprio autor.
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A degradacdo da hemicelulose comeca a ocorrer na faixa de 220 a 315 °C
(KALOUSTIAN; EL-MOSELHY; PORTUGAL, 2003; YANG et al, 2010),
temperaturas condizentes com as curvas mostradas nos graficos do painel A, B e C
(regido 3 para GC e regides 2 para GG1 e GG2); sendo que, nas amostras tratadas,
observa-se uma estabilizagdo da curva (sem variacdo de massa), antes desta degradacéo.
A regido de 315 a aproximadamente 400 °C é caracteristica da degradacdo de
compostos celulésicos, conforme ja relatado por (YANG et al., 2010) - regido 3 para
todas as amostras de graviola. A lignina se degrada em uma ampla faixa de temperatura,
e por conter estrutura ramificada, com muitos anéis aromaticos, tende a ser a substancia
mais tardia a se decompor (YANG et al., 2010). As ligninas se decompdem no primeiro
estagio pela quebra da ligacdo do éter, resultando em fendis substituidos, que, em um
segundo estagio em alta temperatura, ddo origem ao carvao (KALOUSTIAN; PAULLI;
PASTOR, 2001). Na figura 27, painel A, parte da decomposicdo desses compostos mais
complexos ocorre apds a temperatura de 400 °C (representados pelas fases 4 e 5 da
amostra CG). Nota-se, na etapa 4, nos painéis B, C e D, uma pequena perda de massa,
podendo ser indicio de degradacdo de compostos lignoceluldsicos ou grupos mais
complexos (ligacdes duplas) da celulose (YANG et al., 2007).

No painel B, C e D observa-se que as graviolas GG1, GG2 e a amostra de
celulose apresentaram quatro (4) estagios principais, enquanto a graviola controle (GC),
cinco (5) estagios (Painel A). Ao se comparar as amostras, observa-se fases de
desidratacdo e degradacdo bem demarcadas nas amostras tratadas e na celulose,
diferentemente da amostra GC, esta com uma perda massica de aproximadamente 30%
no primeiro estagio (25 - 220 °C). Este fato pode ser indicativo da presenca de
substancias com menor cadeia molecular na graviola controle e que estdo ausentes ou
em menor quantidade nas outras amostras, sendo, este fato, também evidenciado pela
maior perda de massa da GC na primeira etapa. A graviola controle apresenta a maior
resisténcia térmica, visto que, sua primeira decomposicao iniciou-se em 220 °C. De
forma geral, as curvas exibidas pelas amostras tratadas tem grande semelhanca com a
amostra de celulose, conforme € mostrado nas decomposices de fases e perdas de

massas (tabela 13).
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Tabela 13 - Principais eventos térmicos das amostras de Graviola e Celulose

Graviola Controle (CG)

Evento Temperatura (At) I?jgerg;gz S'/f (PAeIgJ)a Perda de massa
12 Desidratagéo 25-125°C 100 -70,2 128 %
12 Decomposicao 220 — 425 °C 70,2 -31,5 38,6 %
22 Decomposicdo 425 — 450 °C 31,5-10,9 20,7 %
32 Decomposicgéo 450 — 570 °C 10,8-8,1 2,8 %
42 Decomposicdo 570-580°C 8,1-6,6 15%
5% Decomposicéo 580-590°C 6,6 —5,3 12%

Graviola Grupo 1 (GG1)

Evento Temperatura (At) %gig;g: Od/f (P Aelf)a Perda de massa
12 Desidratagéo 25-130°C 100 — 86,4 13,6 %
12 Decomposicao 130 -355°C 86,4 - 27,3 59,1 %
2% Decomposicdo 355 -435°C 27,3-10,7 16,5 %
3% Decomposigéo 435 — 440 °C 10,7-6,9 3,8 %
4 @ Decomposicéo 440 — 452 °C 6,9-51 19%

Graviola Grupo 2 (GG2)

Evento Temperatura (At) %g?;igg: Od/f (P Aerr:)a Perda de massa
12 Desidratacao 25-100 °C 100 — 87,2 12,7 %
12 Decomposicao 100-340°C 87,2-319 55,3 %
2% Decomposicao 340 — 442 °C 31,9-21,2 10,7 %
3% Decomposicao 442 — 460 °C 21,2-128 8,4 %

Celulose

12 Desidratacdo Temper?tAut;a em °C %g?;i:g: Od/f (P Aerrrij)a Perda de massa
12 Decomposicao 25-121°C 100 - 94,1 5,9 %
22 Decomposicéo 121 — 344 °C 94,1 -34,4 59,7 %
3% Decomposicéo 344 — 430 °C 34,4-9,0 254 %

Fonte: préprio autor.

Os principais eventos térmicos estdo apresentados na tabela 13. Nota-se que, as

amostras de graviola tratadas e celulose apresentaram perdas maéssicas similares na

primeira etapa do estdgio de degradacédo, estes dados sugerem en maiores quantidades

de componentes contidos na hemicelulose e celulose. Aparentemente, o tratamento

quimico eliminou compostos mais simples da graviola dos grupos GG1 e GG2, ja que

ambas apresentam fases de desidratacdo e degradacdo bem definidas. Estes resultados

podem ser correlacionados aqueles obtidos no FTIR, pois, nota-se reducdo de

compostos presentes em ligagdes lipidios-carboidratos e em moléculas de &cidos

nucleicos. Alem disso, o perfil termogravimétrico das amostras de Graviola dos grupos
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GG1 e GG2 ¢ semelhante ao perfil observado para a celulose extraida da casca de
banana, sugerindo que, conforme o esperado, essas amostras permaneceram com sua
estrutura celuldsica, mesmo apds o tratamento com detergentes. Ademais, ndo se
observou alterac@es significativas nas caracteristicas térmicas das amostras de Graviola
do grupo GG1 e GG2, indicando que a reducdo do tempo e da concentragcdo dos
detergentes durante o tratamento ndo se refletiu em alteracbes nas propriedades

térmicas.
6.2 PSEUDOFRUTO DO CAJU

6.2.1 Analise Sensorial

A alteracdo na coloragdo e os aspectos morfoldgicos identificados por meio de
analise mecanica manual das amostras de caju sdo apresentadas na figura 28 e na tabela

14, respectivamente.

Figura 28 - Imagens ilustrativas das amostras de Caju
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(A): Caju Controle — CC, peso total amostras in natura: 20 gramas; (B): Caju Grupo 3 - CG3.

Fonte: proprio autor.
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Tabela 14 - Anélise Sensorial do Caju

MORFOLOGIA E
AMOSTRAS ASPECTO VISUAL ASPECTOS MECANICOS
Opaco, com o interior | Macico e resistente, ap0s seco
CcC amarelado e casca apresentou certa porosidade e
rosada continuou resistente.
Opaco, com bordas Bordas frageis, soltando fibras.
CG3 brancas e interior Ap0Gs seco, estrutura porosa,
escuro. similar ao isopor

CC - Caju Controle e CG3 - Caju Grupo 3 - Submetido ao tratamento com: S1 (10% SDS, 0,1% Azida
em PBS (0,1M)); T1 (0,1% de Triton X-100 e 10% NaClO em H,O destilada).
Fonte: préprio autor.

Observa-se que o tratamento quimico promoveu uma despigmentacédo parcial no
caju, permancendo, em seu interior, regides mais escuras. Apos 0 processo de secagem,
visualmente, a amostra apresentou estrutura porosa.

6.2.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A superficie das amostras de Caju cortadas transversalmente foram analisadas por
MEV em diferentes ampliacOes (Figura 29).
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Figura 29 - Micrografias das amostras de Caju

Ampliagdo de 40 X: (A) Caju Controle - CC; (B) Caju Grupo 3 - CG3. Ampliagdo de 80 X: (C) CC; (D)
CG3. Ampliagdo de 350 X: (E) CC; (F) CG3.
Fonte: préprio autor.

A anélise qualitativa das micrografias do caju sugerem que, apds o tratamento
guimico, houve um aumento na porosidade do material (Painéis C e D). Destaca-se 0
aspecto de fibras sobrepostas que formam pequenos canaliculos, de forma similar a uma
colmeia (Painel F). As fibras presentes em estruturas vegetais conferem suas principais
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propriedades. O angulo e o arranjo das microfibrilas dentro da parede celular também
sdo importantes para estas determinacbes. A rede formada por lignina e pectina
proporcionam propriedades adesivas. Essas propriedades sdo responsaveis pela
resisténcia e rigidez das fibras celulsicas. Ressalta-se também, que, normalmente, alto
teor de celulose e menor angulo microfibrilar proporcionam melhores propriedades de
resisténcia (NURAZZI et al., 2021b). Conforme relatado por Sarig et al. (2012) os
andaimes devem possuir uma orientacdo de fibra anisotrépica, permitindo o suporte de
células resemeadas, enquanto suporta 0s parametros mecanicos solicitados (SARIG et
al., 2012). No trabalho de Cheng et al. (2020), a isotropia foi calculada por um
parametro de ordem de orientagdo 2D (OOP), e basicamente, OOP = 1 corresponde a
orientacdo anisotrépica perfeita (por exemplo, alinhamento uniaxial completo),
enquanto 0 indica orientacdo totalmente isotropica. Para cada condicdo experimental, 0s
valores de OOP para andaimes individuais indicam a capacidade do andaime de
celulose em induzir alinhamento celular, quando comparados com células cultivadas em
um controle uniforme. O resultado desta pesquisa mostrou que as estruturas
anisotrépicas encontradas na direcdo longitudinal (vegetal aspargo, cebolinha e alho-
pord) poderiam direcionar o crescimento e alinhamento do musculo esquelético, ou seja,
orientar a fixagdo celular, o crescimento, a diferenciagio e o alinhamento das
miofibrilas (CHENG et al., 2020).

6.2.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

O espectro na regido do infravermelho obtido para as amostras de caju e celulose
estdo representados na Figura 30.
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Figura 30 - Espectro de FTIR das amostras de caju e celulose
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Na figura, o painel A representa o espectro de FTIR do Caju Controle (CC) e Caju Grupo 3 (CG3). No
painel B é exibido o espectro de FTIR da celulose extraida da casca de banana.

Fonte: préprio autor.

As bandas de absorcdo estdo presentes nas duas amostras de caju, contudo,
possuem diferencas de intensidade das vibracGes. De forma similar a amostra de
graviola, as amostras de caju apresentam bandas de absorcdo correspondentes as
macromoléculas de celulose, hemicelulose, lignina e pectina identificadas nas quatros
principais regides de interesse (I, I, 1l e 1V), conforme a literatura relata. Destaca-se
ainda que, de acordo com o esperado, os perfis de bandas do FTIR das amostras de caju
apresentam similaridades ao perfil observado para a celulose extraida da casca da
banana. Principalmente a amostra tratada (CG3), exibindo, inclusive intensidades de
pico bem préximos a celulose.

Em comparagdo com a amostra controle, as diferencas de intensidade e auséncia
de alguns picos observados nas amostras tratadas, sugere-se alteracdo e/ou reducdo de
alguns grupos, tais como:

> VibracOes de distensdo da ligagdo C=0O de grupos carbonila, presente
principalmente na hemicelulose, pectina e também em moléculas de
nucleotideos (pico de 1728 cm™);

» DeformacGes de CHs que podem fazer referéncia as bandas de absorcéo de base

nitrogenada, como pirimidina (citosina e timina) e purina (adenina e guanina)



91

(pico de 1364 cm™ - regido Il destacada no grafico) (BANYAY; SARKAR;

GRASLUND, 2003; GOMES RIOS et al., 2021);

» Como os picos abaixo de 1000 cm™ fazem referencia as vibracdes de flexdo fora

do plano C-C-H e ligagBes de C-C, C-O (pico de 820 e 758 cm™, regido IV

destacada no grafico) de aldeidos presentes na desoxirribose (KUMAR;

PRASAD, 2011), infere-se uma reducdo e/ou alteracdo de ligacOes desses

compostos na amostra tratada.

De forma similar ao observado na graviola, a redu¢édo na intensidade das bandas
relacionadas aos grupos de &cidos nucleicos do pseudofruto de caju, apds o tratamento
quimico, sugere que o0s detergentes retiraram, ainda que parcialmente, essas
biomoléculas do interior das células vegetais, mantendo a estrutura lignocelul6sica.

Ademais, observa-se em 1630 cm™ uma banda de maior intensidade no caju
tratado que pode estar associada a ligagdes de anel fendlico, indicio de residuos de
Triton X-100 (ALONSO-SIMON et al., 2011). A presenca de um dupleto na regi&o |1
do espectro da amostra CG3 relacionado a ligacdo C-H» e que nédo foi observado na
amostra controle, corrobora a hipétese de residuos de Triton X-100 (BANU et al.,
2018), demonstrando entdo, que é preciso melhorar as etapas de lavagem poés
tratamento. Por fim, a regido 11l apresenta aumento da intensidade do pico em 1039 cm”
! que pode também estar relacionado ao tratamento quimico, sugerindo residuos de
SDS na amostra, uma vez que o perfil se associa também a presenca da ligacdo S-O-C,
caracteristica deste composto (MEIRA, 2018). Considerando a potencial aplicacdo das
matrizes vegetais descelularizadas como scaffolds, a presenca de residuos de detergente
no material pode ser danoso para as células. Dessa forma, etapas adicionais de lavagem

devem ser inseridas no protocolo de tratamento quimico de caju.

6.2.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

O perfil termogravimétrico das amostras de Caju e Celulose séo apresentados na

Figura 31.
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Figura 31 - Curvas de TGA e DTA das amostras de caju e celulose
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Eventos endo e exotérmicos representados pelas curvas TGA e DTA. No painel A, tem-se CC - caju
controle; no painel B, CG3 - caju grupo 3; no painel C, celulose extraida da casca de banana.
Fonte: préprio autor.

As curvas termogravimétricas das amostras de caju sao compostas por quatro
eventos térmicos principais, sendo o primeiro atribuido a volatilizacdo de compostos do
pseudofruto do caju e/ou vaporizacdo de agua. Na regido 2 observa-se uma perda de
massa de 19,1% (180 a 224 °C) para a amostra CC; ja no caju submetido ao tratamento
quimico (CG3), nota-se uma perda gradativa de massa, totalizando 54,6%, (200 a 450°
C). Observa-se na regido 3 ainda na amostra CG3, uma perda de massa menor de 9,8%
(450 - 540 °C) em relacdo a CC, demonstrada na tabela 15. Esse perfil termogravimétrico
mostra uma maior quantidade de compostos em decomposicdo na faixa de temperatura
de 200 a 450° e em menor quantidade na faixa de 450 a 540° (sugere-se, a lignina). A
faixa de degradacdo do Triton X — 100 é de 380° a 440 °C (ROJAS et al., 2019),
indicando que, moléculas deste composto pode ter contribuido no aumento da massa
degradada do CG3. De acordo com Ramimoghadam et al (2012), a decomposic¢do de
surfactantes, como por exemplo SDS, esta entre 200 a 500 °C, podendo se estender a
934° C quando combinado a outros materiais. Na regido 4 do Caju submetido ao
tratamento quimico observa-se uma perda de massa de 14,3% que pode ser atribuida a
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decomposicdo de substancias mais complexas. O deslocamento do perfil

termogravimétrico da amostra tratada para a direita sugere maior estabilidade térmica
desse material, pressupondo entdo, que, moléculas de SDS pode ter contribuido para a

degradacdo da massa na regido 4. Os principais eventos térmicos encontram-se exibidos

na tabela 15.

Tabela 15 - Principais eventos térmicos das amostras de caju e celulose

Caju Controle (CC)

Evento Temperatura em °C Diferenca perda de Porcentagem de

(AY) massa % (Am) perda de massa
12 Desidratagéo 25180 °C 100 - 76,7 23,3 %
12 Decomposicao 180 —224°C 76,7 - 57,6 19.1%
2% Decomposicao 224 — 450 °C 57,6 -31,4 26,2 %
3% Decomposicdo 450 — 565 °C 31,4-4,9 26,6 %

Caju Grupo 3 (CG3)

Evento Temperatura em °C Diferenca perda de Porcentagem de

(AY) massa % (Am) perda de massa
12 Desidratacdo 25-200 °C 100 — 88,2 11,8 %
12 Decomposicao 200-450°C 88,2 33,6 54,6 %
22 Decomposicéo 450 — 540 °C 33,6 — 23,8 9,8 %
3% Decomposicéo 540 — 885 °C 23,8-95 143 %

Celulose

. u Temperatura em °C Diferenca de perda Porcentagem de

1* Desidratagdo i (AY) de mas(s;a % (pAm) perda degmassa
12 Decomposicao 25-121°C 100-94,1 59 %
2% Decomposicao 121 — 344 °C 94,1-344 59,7 %
3% Decomposicao 344 — 430 °C 34,4-9,0 25,4 %

Fonte: préprio autor

Observa-se na tabela 15 que as perdas massicas no caju controle estdo mais
distribuidas ao longo das faixas de temperaturas, ja na amostra CG3 e celulose, as
maiores perdas de massas se encontram em 450 e 344 °C respectivamente. Apesar do
deslocamento da curva CG3 para a direita, de uma maneira geral, a termogravimetria
analisada demonstra manutencdo da estrutura celulésica no caju submetido ao
tratamento com detergentes, uma vez que, apresentam similaridades em suas curvas,
porém, a curva de caju tratado ndo gera indicios de auséncia de moléculas para
comparagdo com o teste de FTIR, a ndo ser a hipoOtese de conter menor massa de
lignina. Por outro lado, as evidéncias mostram quantidades de reagentes no produto

final, sinalizando que o protocolo de lavagem ndo foi suficiente para esta amostra.
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Apesar disso, é importante ressaltar que o caju, adaptado a um protocolo eficaz, pode
ser uma alternativa interessante para a engenharia de tecidos devido a grande porosidade
e interconectividade dos poros devido a semelhanca da sua microestrutura (porosidade e
interconectividade) com outros vegetais de potencial aplicabilidade como scaffold
como, por exemplo, maca e batata (CHENG et al., 2020; MODULEVSKY et al.,
2014a). Este conceito é ainda reforcado por pesquisas que demonstraram que 0S
biomateriais com alta area superficial e porosidade interconectada apresentaram sucesso
quanto a proliferacdo celular e, quando implantados in vivo, permitem a migragédo
interna das células hospedeiras para o implante (ADAMSKI et al., 2018; BORSELLI et
al., 2011; HILL; BOONTHEEKUL; MOONEY, 2006).

6.3 CASCA DE MEXERICA

6.3.1 Analise Sensorial

A alteracdo na coloragdo e os aspectos morfoldgicos identificados por meio de
analise mecanica manual das amostras de casca de mexerica sdo apresentadas na figura

32 e na tabela 16, respectivamente.

Figura 32 - Imagens ilustrativas das amostras de casca de mexerica

-

(A): Casca de Mexerica Controle — CMC, peso total amostras in natura: 14,73 gramas; (B): Casca de
Mexerica Grupo 3 - CMG3.
Fonte: préprio autor.
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Tabela 16 - Analise Sensorial da casca de mexerica

MORFOLOGIA E

AMOSTRAS ASPECTOVISUAL | A spECTOS MECANICOS

Opaca, com o interior

. Dura e Resistente
branco e casca alaranjada

CMC

Moles, mas com estrutura
aparentemente conservada.
Apos seca, estrutura dura e

rigida

Bordas transltcida, com
CMG3 coloracdo branca. Meio da
amostra opaco e amarelado.

CMC - Casca de Mexerica Controle; CMG3 - Casca de Mexerica Grupo 3, Submetida ao tratamento com:
S1(10% SDS, 0,1% Azida em PBS (0,1M)); T1 (0,1% de Triton X-100 e 10% NaClO em H,O destilada).

Fonte: préprio autor.

Observa-se que o tratamento quimico promoveu uma despigmentacdo na casca
de mexerica e obtencdo de uma estrutura bem conservada e resistente ao manuseio.
6.3.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A superficie das amostras de Casca de Mexerica foram analisadas por MEV em

diferentes ampliacgdes (Figura 33).
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Figura 33 - Micrografia das amostras de casca de mexerica

20X

40 X

150 X

Ampliacdo de 20 X: (A) Casca de Mexerica Controle - CMC; (B) Casca de Mexerica Grupo 3 - CMG3.
Ampliagdo de 40 X: (C) CMC; (D) CMG3. Ampliacdo de 150 X: (E) CMC; (F) CMG3.

Fonte: préprio autor.

A estrutura porosa e com fibras interligadas da casca de mexerica controle
(CMC) pode ser visualizada na ampliacdo de 150 X (Painel E). Apds o tratamento
quimico (Painéis B, C e F), a amostra apresentou aparentemente mais porosa e a
arquitetura tridimensional das fibras pbde ser visualizada com mais facilidade.
Resultados semelhantes foram observados por Dikici et al., (2019) em amostras de

espinafre descelularizadas. Essas amostras apresentavam uma estrutura fibrosa e
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entrelacada que permitiram a fixagao de células de fibroblastos e colonizagdo de células
endoteliais da microvascularura da derme humana (HDMECs), além disso promoveram
a neovascularizacdo em ensaio de membrana corioalantéica (CAM) de ovo de galinha

em modelo ex vivo.

6.3.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho obtidos para a amostra de Casca de

Mexerica e Celulose estdo representados na figrura 34.

Figura 34 - Espectro de FTIR das amostras de casca de mexerica e celulose
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Na figura, o painel A representa o espectro de FTIR CMC da casca de mexerica controle (CMC) e casca
de mexerica grupo 3 (CMG3). No painel B é exibido o espectro de FTIR da celulose extraida da casca de
banana.

Fonte: préprio autor.

De forma similar as amostras de graviola e caju, as amostras de casca de
mexerica também apresentaram bandas de absorc¢do correspondentes as macromoléculas
de celulose, hemicelulose, lignina e pectina identificadas nas quatros principais regioes
de interesse (I, I, 11l e 1V). Destaca-se ainda que, conforme o esperado, o perfil de
bandas do FTIR das amostras de casca de mexerica apresenta similaridade ao perfil
observado para a celulose extraida da casca da banana, com algumas diferencas de

intensidade de picos e outras entre os picos de 1513 e 1000 cm™. O espectro obtido para
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a casca de mexerica submetida ao tratamento quimico também exibe algumas alteracdes
quando comparado com o0 espectro da amostra controle. As principais alteracdes sdo:

> Na regido I, o espectro da amostra tratada ndo apresenta o pequeno pico
observado na amostra controle (2084 cm™), indicando a auséncia de compostos
das funcdes alcinos, alquinos e nitrilas, que podem ter sido eliminados durante o
tratamento; Ressalta-se que, tal pico também é exibido no gréafico da celulose e
pode indicar a presenca de algum pesticida que permaneceu na cultura vegetal
de mexerica e banana;

> Na regido Il, a banda de 1513 cm™ encontra-se presente somente no espectro da
amostra controle, indicando que o tratamento quimico eliminou compostos
contendo ligacBes aromaticas em bandas ciclicas (ALONSO-SIMON et al.,
2011; SALEHI et al., 2020);

> O pico com menor intensidade, proximo a 1360 cm™ (regi&o 111), na amostra de
Casca de Mexerica submetida ao tratamento com detergentes pode ser associado
a bandas de absorcdo de base nitrogenada, como pirimidina (citosina e timina) e
purina (adenina e guanina) (BANYAY et al. 2003; GOMES RIOS et al., 2021);

> A regido IV da amostra controle apresenta alguns picos proximos a 813 cm™ que
nédo estdo presentes na casca de mexerica tratada, 0 que pode indicar a reducédo
de vibracGes de flexdo fora do plano C-C-H e ligacdes de C-C, C-O de aldeidos
presentes na desoxirribose (KUMAR; PRASAD, 2011).

Assim como foi relatado por Salehi et.al (2020), os picos em algumas areas na
faixa de 1400 cm™ a 1600 cm™ consistem em bandas aromaticas de estruturas ciclicas,
principalmente bandas retas e ndo dobradas (SALEHI et al., 2020). A reducdo na
intensidade das bandas associadas a presenca de Aacidos nucleicos sugere que 0
tratamento quimico da casca de mexerica com detergentes retirou, ainda que
parcialmente, essas biomoléculas do interior das células vegetais, e conforme o
esperado, manteve a estrutura lignoceluldsica. A presenca da ligacdo carbonila (C=0),
as bandas OH e as bandas C-O e O-C-O muito fortes presentes no pico com
comprimento de onda de 1000 cm? indicam a estruturas esperadas na textura do

material.
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6.3.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

O perfil termogravimétrico das amostras de Casca de Mexerica e Celulose sdo
apresentados na Figura 35.

Figura 35 - Curvas de TGA e DTA das amostras de casca de mexerica e celulose.
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Eventos endo e exotérmicos representados pelas curvas TGA e DTA. O painel A - casca de mexerica
controle (CMC) e casca de mexerica grupo 3 (CMG3). No painel B - celulose extraida da casca de
banana.

Fonte: préprio autor.

As curvas termogravimétricas da casca de mexerica controle e tratada sdo
compostas por quatro eventos térmicos principais. Na primeira etapa ocorre a
desidratacdo das amostras e, em seguida, trés eventos de degradacdo. Ressalta-se que a
intensidade dos picos dos eventos 3 e 4 da curva DTA da casca de mexerica controle é
maior que a intensidade dos picos da casca de mexerica tratada, sugerindo que a
amostra tratada contém menor quantidade de compostos de cadeia complexa. Como a
regido 3 e 4 faz referéncia a degradacéo de compostos lignoceluldsicos, sugere-se que 0

tratamento eliminou compostos com ligagbes mais complexas e, principalmente,
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aquelas de grupos aromaticos, ja que, a perda massica na faixa (515 — 635 °C) de

degradacédo destes compostos (YANG et al., 2010) foi pequena (1,5% conforme tabela

17). Os principais eventos térmicos e perda de massa estdo apresentados na tabela 17.

Tabela 17 - Principais eventos térmicos das amostras de casca de mexerica e celulose

Casca de Mexerica Controle (CMC)

Evento

Temperatura em °C

Diferenca de perda

Porcentagem de

(AY) de massa % (Am) perda de massa
12 Desidratacdo 25-104 °C 100 -90,9 9,1 %
12 Decomposicao 104 — 352° C 90,9-40,4 50,6 %
22 Decomposicdo 352 — 464 °C 40,4 - 19,6 20,7 %
3% Decomposigéo 464 — 512 °C 19,6 -25 171 %

Casca de Mexerica Grupo 3 (CMG3)

Evento

Temperatura em °C

Diferenca de perda

Porcentagem de

(AY) de massa % (Am) perda de massa
12 Desidratagéo 25145 °C 100-87,1 12,9 %
12 Decomposicao 145-350°C 87,1- 34,9 52,2 %
2% Decomposicao 350 -515°C 349-12,7 222 %
3% Decomposicdo 515 - 635 °C 12,7 -11,2 1,5%
Celulose
. x Temperatura em °C Diferenca de perda Porcentagem de
1* Desidratagdo (AY) de massa % (Am) perda de massa
12 Decomposicao 25-121°C 100 - 94,1 5,9 %
2% Decomposicéo 121 — 344 °C 94,1-344 59,7 %
3% Decomposigéo 344 — 430 °C 34,4-9,0 254 %

Fonte: préprio autor

Observa-se na tabela 17 que ambas as amostras de mexerica apresentaram maior

perda de massa entre 50 a 60 % na etapa 2, semelhante ao observado para graviola

(degradacdo de hemicelulose e celulose, compostos de ligaces mais simples). As

curvas de CMG3 e celulose apresentam similaridades, porém, a partir da regido 3, a

temperatura de degradacdo aumenta. Assim como foi notado na amostra de caju tratado,

a curva da casca da mexerica ficou deslocada para a direita. Infere-se que, a perda de

grupamentos moleculares pode ter corroborado para isto, pois diferente da amostra

tratada de caju, ndo se evidenciou residuos de detergentes na amostra de casca de

mexerica; este fato sugere que lavagem no protocolo de descelularizacao foi eficiente.
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Estruturas dos vegetais
6.4 FOLHA DE BROCOLIS

6.4.1 Analise Sensorial

A alteracdo na coloracdo e os aspectos morfolégicos identificados por meio de
anélise mecanica manual das amostras de folha de brocolis sdo apresentadas na figura

36 e na tabela 18, respectivamente.

Figura 36 - Imagens ilustrativas das amostras de folha de brécolis.

(A): Folha de brdcolis controle - FBC peso da amostra in natura: 1,22 gramas; (B): Folha de brécolis
grupo 3 - FBG3

Fonte: préprio autor.

Tabela 18 - Anélise Sensorial da folha de brdocolis

MORFOLOG [A E
ASPECTOS MECANICOS
.. Estrutura flexivel, pouco
Translicida com

FBC . resistente, apds seca, estrutura
coloracéo verde L
fragil
Morfologia aparentemente
FBG3 Transllcida e incolor inalterada. Apo0s seca, estrutura
fragil

AMOSTRAS ASPECTO VISUAL

FBC - Folha de brécolis controle; FBG3 - Folha de brocolis grupo 3 - Submetida ao tratamento com: S1
(10% SDS, 0,1% Azida em PBS (0,1M)); T1 (0,1% de Triton X-100 e 10% NaClO em H,O destilada).

Fonte: proprio autor.
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Observa-se que o tratamento quimico promoveu a despigmentacdo completa da
folha de brécolis sem alteracdo da arquitetura foliar macroscopica (nervuras integras).
Em estudo de obtencdo de scaffolds a partir de folhas de espinafre, Dikici e
colaboradores (2019) enfatizam a importancia da manutencdo da arquitetura vascular de
folhas descelularizadas e o beneficio dessa estrutura para implantes de células
endoteliais e neovascularizacdo. Sugerindo-se, dessa forma, que a aplicacdo do material

obtido tem potencial de sucesso na engenharia de tecidos.

6.4.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A superficie das amostras de folha de brécolis foram analisadas por MEV em
diferentes ampliacgOes (Figura 37).
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Figura 37 - Micrografia das amostras de folha de brécolis

Ampliacdo de 20 X: (A) folha de brécolis controle - FBC; (B) folha de brocolis grupo 3 - FBG3.
Ampliacdo de 240 X: (C) FBC; (D) FBG3. Ampliacéo de 400 X: (E) FBC; (F) FBG3.

Fonte: préprio autor.

Ap0s o tratamento quimico, a superficie da folha de brécolis tornou-se mais lisa,
exibindo estruturas poliédricas caracteristicas da arquitetura da parede celular,
preservando sua topografia original (Painéis D e F, Figura 37). Observa-se ainda a
presenca de estdbmatos, pequenos orificios distribuidos uniformemente pela superficie e
que sdo responsaveis pelo fluxo de gases e &gua durante o processo de transpiracdo
vegetal (MACHADO, 2009). De acordo com a literatura, os estdbmatos sdo estruturas
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que desempenham um papel importante na engenharia de tecidos, j& que podem ser
regides propicias a adesdo de células (FONTANA et al., 2017b).

E importante salientar que a manutencéo da arquitetura de folhas e a integridade
dos vasos apds o processo de descelularizacdo € um atrativo para a utilizacdo das folhas
como scaffolds na engenharia de tecidos, ja que as células semeadas nessas estruturas
tendem a responder ndo somente a0 meio quimico, mas também a estimulos
topograficos, alinhando-se com os padrdes estruturais caracteristicos das plantas
(FONTANA et al., 2017a).

6.4.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho obtidos para as amostras de folha de

brécolis estdo representados na figura 38.

Figura 38 - Espectro de FTIR das amostras de folha de brocolis e celulose
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Na figura, o painel A representa o espectro de FTIR de folha de brécolis controle (FBC) e folha de
brécolis grupo 3 (FBG3). No painel B é exibido o espectro de FTIR da celulose extraida da casca de
banana.

Fonte: préprio autor.

De forma semelhante ao observado para as outras estruturas vegetais submetidas
ao tratamento quimico, nota-se que a estrutura lignocelulésica também se conservou na
folha de brécolis. Como, por exemplo, as vibracdes de distensdo da ligacdo C=0 de
grupos carbonila, presente principalmente na hemicelulose, pectina e também em

moléculas de nucleotideos (pico de 1728 cm™). Ademais, conforme o esperado, o perfil



105

de bandas do FTIR das amostras de folha de brocolis apresenta similaridade ao perfil da
celulose extraida da casca da banana. N&o se constatou reducdo do pico que faz relagcdo
com a distensdo assimétrica da ligagdo C-O-C, tipica dos ésteres (encontrados nos
principais componentes da parede celular), o qual foi notado somente nas amostras de
graviola (GG1 e GG3). Este fato também confirma a manutencdo desses grupamentos
presentes da estrutura celulésica.

As principais regides nas quais as alteracbes decorrentes do tratamento quimico
foram observadas estdo definidas na figura 41 como regides I, Il e 11l e sdo elencadas a
sequir:

» Ligacdes C-H alifaticas, observadas em grupos alcanos que compdem a cadeia
principal de biopolimeros (pico proximo a 2900 cm™) e que podem ser
atribuidas a ligac6es lipideo-carboidrato (DUYGU et al., 2012);

> Na regido I, semelhante a casca de mexerica, o espectro da folha de brocolis
submetida ao tratamento quimico, ndo se observa a banda de 2082 cm,
presente na amostra controle; sugerindo que os compostos com as funcdes
alcinos, alquinos e nitrilas podem ter sido eliminados durante o tratamento;

> Na regido 11, observa-se a presenca do pico em 1326 cm™ na folha de brdcolis
tratada e que estd ausente na amostra controle. Neste comprimento de onda
ocorrem deformag6es de CH3 que podem ser associadas a ligagdes presentes no
detergente SDS ((ALONSO-SIMON et al., 2011; RAMIMOGHADAM et al.,
2012; SALEHI et al., 2020);

» Naregido Il observa-se aumento da intensidade da banda localizada a 1008 cm”
! na folha de brocolis tratada, o que também corrobora com a presenca de
residuos de SDS na amostra (MEIRA, 2018).

Diferente das outras amostras que apresentaram reducgéo do pico proximo de 1360
cm, associado a bandas de absorcdo de base nitrogenada, como pirimidina (citosina e
timina) e purina (adenina e guanina), na amostra de folha de brécolis submetida ao
tratamento com detergentes ndao pdde ser notado. Também ndo foi constatada a reducéo
de compostos contendo ligagdes aromaticas conforme foi observado na casca de

mexerica.
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Considerando que a presenca de residuos de detergente em materiais com
potencial aplicacdo como scaffolds, pode ser prejudicial as células, de forma semelhante
ao observado para a amostra de caju e graviola (GG2) etapas adicionais de lavagem

devem ser consideradas no protocolo de tratamento quimico das folhas de bracolis.

6.4.4 Andlise Termogravimétrica (TGA)

O perfil termogravimétrico das amostras de Folha de Brocolis e Celulose séo

apresentados na Figura 39.

Figura 39 - Curvas de TGA e DTA das amostras de folha de brocolis e celulose
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Eventos endo e exotérmicos representados pelas curvas TGA e DTA. O painel A - folha de brdcolis
controle (FBC) e folha de brécolis grupo 3 (FBG3). No painel B - celulose extraida da casca de banana.

Fonte: proprio autor

As curvas termogravimétricas das amostras de folha de brocolis controle (FBC)
e tratada (FBG3) sdo compostas por quatro e cinco eventos térmicos principais,
respectivamente. FBC apresentou uma decomposi¢do de massa mais gradativa, ao longo
das temperaturas analisadas, diferente da FBG3. Na regido 2 da FBG3 observa-se uma
uma curva mais acentuada de degradacdo (112 - 325 °C), assim como na celulose com

porcentagem de perda de massa de 53,6 %. Em relagdo as demais regides observa-se
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maior degradacdo FBG3 na temperatura representada quase que inteiramente pela

regido 3. Os principais eventos térmicos, bem como faixa de temperatura e perda de

massa de cada regido representada na figura 37encontram-se sumarizados na tabela 19.

Tabela 19 - Principais eventos térmicos das amostras de folha de brdcolis e celulose

Folha de Brocolis Controle (FBC)

Diferenca de massa

Porcentagem de

Evento Temperatura (Af) perdida em % (Am) massa perdida
12 Desidratagao 25-104 °C 100 — 90,7 9,3%
12 Decomposicao 104 — 352° C 90,7 — 53,6 37,1 %
22 Decomposicéo 352 — 461 °C 53,6 — 37,6 15,9 %
3% Decomposicéo 461 — 538 °C 376-174 20,2 %

Folha de Brocolis Grupo 3 (FBG3)

Diferenca de massa

Porcentagem de

Evento Temperatura (At) perdida em % (Am) massa perdida
12 Desidratacao 25-112°C 100 — 86,3 13,7 %
12 Decomposicao 112 —325°C 86,3 —32,7 53,6 %
2% Decomposicao 325 -395°C 32,7-26,3 6,3 %
3% Decomposicdo 495 - 415 °C 263-14 5 11,8 %
42 Decomposi¢do 415-469°C 145-120 2,5%
Celulose

12 Desidratagéo

Temperatura em °C

Diferenca de massa

Porcentagem de

(At) perdida em % (Am) massa perdida
12 Decomposicao 25-121°C 100-94,1 5,9 %
22 Decomposicéo 121 —-344°C 94,1-344 59,7 %
3% Decomposicéo 344 — 430 °C 34,4-9,0 254 %

Fonte: préprio autor

A andlise termogravimétrica da folha de brdcolis pode ser correlacionada aos

resultados obtidos no FTIR, pois, nota-se reducdo de moléculas mais simples como

lipideos e acidos nucleicos, manutencdo da estrutura lignoceluldsica apds o tratamento

quimico, porém ainda observa residuos dos detergentes utilizados, constatando que

também para esta amostra, a lavagem foi ineficiente.

6.5 FOLHAS DE ORA-PRO-NOBIS

6.5.1 Analise Sensorial

A alteracdo na coloragdo e os aspectos morfoldgicos identificados por meio de

analise mecanica manual das amostras de folha de ora-pro-nobis sdo apresentadas na

figura 40 e na tabela 20, respectivamente.
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Figura 40 - Imagens ilustrativas das amostras de folha de ora-pro-nobis.

(A): Folha de ora-pro-mobis — OPC - peso da amostra in natura: 1,12 gramas; (B): Folha de ora-pro-nobis
grupo 3 - OPNG3

Fonte: préprio autor.

Tabela 20 - Andlise Sensorial da folha de ora-pro-nobis

MORFOLOGIA E
AMOSTRAS ASPECTO VISUAL ASPECTOS MECANICOS
OPNC Translucida, com coloracéo Estrlftura erX|v,eI, pouco
resistente. Apos seco,
verde L
estrutura fragil
Transldcida, com regides Morfologia aparentemente
OPNG3 brancas, incolores e conservada. Apds seco,
amareladas estrutura fragil

OPNC - Folha de ora-pro-nobis Controle; OPNG3 - Folha de ora-pro-nobis grupo 3 - Submetida ao
tratamento com: S1 (10% SDS, 0,1% Azida em PBS (0,1M)); T1 (0,1% de Triton X-100 e 10% NaClO
em H0 destilada).

Fonte: préprio autor.

O tratamento quimico promoveu a despigmentacéo da folha de ora-pro-nobis e,
semelhante a folha de brocolis, ndo se observou alteracdo da arquitetura foliar,

macroscopicamente.

6.5.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A superficie das amostras de folha de ora-pro-nobis foram analisadas por MEV

em diferentes ampliagOes (Figura 41).
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Figura 41 - Micrografia das amostras de folha de ora-pro-nobis

20X

180 X

Ampliacdo de 20 X: (A) folha de ora-pro-nobis controle - OPNC; (B) folha de ora-pro-nobis grupo 3 -
OPNG3. Ampliacdo de 80 X: (C) OPNC; (D) OPNG3. Ampliacéo de 180 X: (E) OPNC; (F) OPNGS3.

Fonte: préprio autor.

A superficie rugosa e irregular da folha de ora-pro-nobis controle pode ser
observada nos painéis A, C e E da figura 41. Ap6s o tratamento quimico, as folhas
apresentaram superficie porosa, com a presenca de canaliculos semelhantes a uma rede
vascular (Painel D). Resultados similares foram relatados por Mondulevsky et al (2014)

e Contessi Negrini et. al (2020) ao descelularizarem tecidos vegetais.
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No painel D e F observa-se uma estrutura membranosa revestindo alguns poros
da folha de ora-pro-nobis que possivelmente se deve aos residuos cerosos (cuticula) da
folha, a qual foi removida parcialmente pelo processo quimico. Artefatos em formatos
hexaedros irregulares também podem ser visualizados na imagem de maior ampliacdo

(painel F), sugerindo residuos impregnados no tecido.

6.5.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho obtidos para as amostras de folha de ora-

pro-nobis e celulose estdo representados na figura 42.

Figura 42 - Espectro de FTIR das amostras de folha de ora-pro-nobis e celulose

1530 - 1170
»

§)

Transmitincia (u.a)

T T T T v T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 4000 3300 3000 2300 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm -') Numero de onda (cm-)

Na figura, o painel A representa o espectro de FTIR de folha de ora-Pro-nébis controle (OPNC) e folha de
ora-pro-nobis grupo 3 (OPNG3). No painel B é exibido o espectro de FTIR da celulose extraida da casca
de banana.

Fonte: préprio autor.

As bandas presentes na regido de 1500 a 1000 cm™, constituem padrio de
vibracdes caracteristicos da molécula de celulose (MOHAMED et al., 2017) e podem
ser observadas na folha de ora-pro-nobis controle e na folha submetida ao tratamento
quimico. Além disso, as vibracdes de distensdo da ligacdo C=0 de grupos carbonila
(pico de 1730 cm™) presentes na hemicelulose e pectina também estio presentes nas
duas amostras. Esses resultados sugerem que a estrutura ligninocelulésica foi mantida

apos o tratamento com detergentes.
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As principais regides nas quais foram observadas alteragdes, estdo exibidas na
figura 42 como regides | e 1l:

» A auséncia do pico em 1367 cm-1 (regido 1) na folha tratada pode indicar uma
reducdo nas ligacOes associadas as bases nitrogenadas dos nucleotideos
(BANYAY et al., 2003; GOMES RIOS et al., 2021);

» A auséncia do pico em 815 cm-1 (regido Il) na folha tratada pode indicar a
reducdo de vibracgdes de flexdo fora do plano C-C-H e ligacdes de C-C, C-O de
aldeidos presentes na desoxirribose e nos complexos lignocelulésicos (KUMAR,;
PRASAD, 2011) e/ou deformacdo de C-H aromaético fora do plano presentes na
lignina (RODRIGUES et al., 2020).

» Observa-se também aumento da intensidade da banda localizada em
aproximadamente 1000 cm-1 na amostra tratada, o que corrobora com a
presenca de residuos de SDS na amostra (MEIRA, 2018) e evidencia os pontos

esbranquicados notados na analise visual.

Dessa forma, artefatos observados na andlise visual e MEV podem ser
confrontados pelo FTIR, como por exemplo, a hip6tese de residuos de substancias
(estruturas em formato hexaédricos) na superficie da amostra pos tratada. Possivelmente
pode se tratar de componentes do SDS cristalizados na estrutura. A fina lamina que
encobre a superficie da folha de OPNG3 pode ser de uma das substancias que compem
a parede celular, j& que ndo se observou reducdo de ligacGes lipideos-carboidratados,
grupos carbonila, grupos C-O-C associados a ésteres e compostos contendo ligacoes
aromaticas, todos associados a estrutura lignoceluldsica remanescente.

Sabe-se que a remocédo de ceras em um processo de descelularizacdo € muito
importante, pois, estes residuos de carater hidrofobico, podem interferir no processo de
adesdo das células posteriormente semeadas ((FONTANA et al., 2017a; JAMES et al.,
2020; LIU; LUO; ZHENG, 2018; RYAN, [s.d.]). Ressalta-se ainda que, assim como na
graviola (GG2), caju e folha de brocolis, é necessario a adaptacdo do protocolo de
tratamento quimico a fim de garantir a eliminacdo da cuticula e os residuos de

detergente.
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6.5.4 Andlise Termogravimétrica (TGA)

O perfil termogravimétrico das amostras de Folha de Ora-Pro-Nobis e Celulose

sdo apresentado na Figura 43.

Figura 43 - Curvas de TGA e DTA das amostras de folha de ora-pro-nobis e celulose
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Eventos endo e exotérmicos representados pelas curvas TGA e DTA. O painel A - Folha de Ora-pro-
Nobis Controle (OPNC) e Folha de Ora-pro-Nobis Grupo 3 (OPNG3). No painel B - celulose extraida da
casca de banana.

Fonte: préprio autor

As curvas termogravimétricas da folha de ora-pro-nobis controle e tratada séo
compostas por cinco eventos térmicos principais, sendo que na primeira etapa ocorre a
desidratacdo das amostras e, em seguida, eventos de degradacdo. Os principais eventos

térmicos encontram-se sumarizados na tabela 21.
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Tabela 21 - Principais eventos térmicos das amostras de folha de ora-pro-nobis e

celulos

e

Ora-pro-Nobis Controle (OPNC)

Diferenca de massa

Porcentagem de

Evento Temperatura (A?) perdida em % (Am) massa perdida
12 Desidratagéo 25144 °C 100 -90,5 9,5%
12 Decomposicao 144 -353°C 90,5-545 36,0 %
22 Decomposicdo 353 —445°C 545 -41,8 12,7 %
3% Decomposicdo 445 — 483 °C 41,8 -15,9 25,9 %
42 Decomposicdo 483 -660°C 15,9 - 13,7 2,2%

Ora-pro-Nobis Grupo 3 (OPNG3)

Evento

Temperatura (At)

Diferenca de massa

Porcentagem de

perdida em % (Am) massa perdida
12 Desidratacdo 25—-100 °C 100 - 93,1 6,7 %
12 Decomposicao 100-185°C 93,1 - 86,2 6,9 %
22 Decomposicdo 185373 °C 86,2 — 56,1 30,1 %
3% Decomposicao 373 —495 °C 56,1 - 38,6 17,4 %
42 Decomposicdo 495 -716°C 38,6 -24,9 13,8 %

Celulose
12 Desidratacio Temperatura em °C Dife_ren(;a de massa Porcentagem de

(AY) perdida em % (Am) massa perdida
12 Decomposicao 25-121°C 100 - 94,1 5,9 %
2% Decomposicdo 121 — 344 °C 94,1-34/4 59,7 %
3% Decomposigdo 344 — 430 °C 34,4-9,0 254 %

Fonte: préprio autor.

A amostra tratada (OPNG3) apresentou maior perda de massa de 47,5% a partir

de 185 °C, etapas de 3 e 4, este perfil sugere a decomposi¢do de moléculas organicas

menores, seguidas de compostos lignocelulésicos mais complexos observado na etapa

5. Segundo Ramimoghadam et. al., (2012), a degradacao do SDS ocorre entre 160 e 380

°C, existindo a possibilidade de degradacdo parcial do surfactante quando em

combinagdo com outro composto. Desta forma, o pico da regido 3 observado na curva

de DTA de OPNG3 pode ser associado, ainda que parcialmente, & presenca de residuos

de detergente oriundos do processo de tratamento quimico, corroborada pelos resultados

obtidos nos ensaios de MEV e FTIR. Destaca-se ainda que, devido a essa mudanga na

curva termogravimétrica da folha ndo € possivel estabelecer comparagfes com a

termogravimetria da celulose.
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6.6 TALOS DE TAIOBA

6.6.1 Analise Sensorial

A alteracdo na coloracdo e os aspectos morfoldgicos identificados por meio de
anélise mecéanica manual das amostras de talo de taioba s&o apresentadas na figura 44 e
na tabela 22 respectivamente.

Figura 44 - Imagens ilustrativas das amostras de talo de taioba

(A): Talo de taioba controle — TTC - peso total das amostras in natura: 10,73 gramas; (B): Talo de taioba
grupo 3-TTG3

Fonte: préprio autor.
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Tabela 22 - Analise Sensorial do talo de taioba

MORFOLOGIA E

AMOSTRAS ASPECTO VISUAL ASPECTOS MECANICOS
Opacos. com coloracao Estrutura flexivel e
TTC P ' ¢ resistente. Apos seco,

verde -
estrutura fréagil e dura

Bordas Translicidas,

incolores, o restante da Morfologia aparentemente
TTG3 amostra com coloracao conservada. Apds seco,
branca e algumas areas com estrutura fragil e dura

pontos amarelados

Talo de taioba controle — TTC; talo de taioba grupo 3 - TTG3 - Submetido ao tratamento com: S1 (10%
SDS, 0,1% Azida em PBS (0,1M)); T1 (0,1% de Triton X-100 e 10% NaClO em H,O destilada).

Fonte: préprio autor.

Observa-se a despigmentacdo parcial do talo de taioba apds o tratamento

quimico e aparente conservagdo da sua morfologia.

6.6.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias com diferentes ampliacdes das amostras de talo de taioba
controle e submetida ao tratamento quimico sdo apresentadas nas figuras 45 e 46, em

corte longitudinal e transversal, respectivamente.
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Figura 45 - Micrografia das amostras de talo de taioba em corte longitudinal

Ampliagdo de 20 X: (A) talo de taioba controle - TTC; (B) talo de taioba grupo 3 - TTG3. Ampliacéo de
80 X: (C) TTC; (D) TTG3. Ampliagdo de 300 X: (E) TTC; (F) TTG3. O talo de taioba sem tratamento
exibe morfologia constituida por camadas sobrepostas, de aspecto duro e fragil, pois sofreu fraturas apés
a desidratagdo, conforme pode ser observado nos paineis A e C. J& no painel E, é possivel observar uma
rede de fibras orientadas que circundam canais mais finos.

Fonte: proprio autor.
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Figura 46 - Micrografia das amostras de talo de taioba em corte transversal
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(A) talo de taioba controle - TTC, com ampliacdo de 24 X; (B) talo de taioba Grupo 3 - TTG3, com
ampliacdo de 50X; (C) TTC, com com ampliacdo de 80 X; (D) TTG3 com ampliagdo de 100 X; (E) TTC
com ampliagdo de 350 X; (F) TTG3, com com amplia¢do de 300 X. Conforme observa-se no painel A, ha
a presenga de inimeras camadas de célula formando o talo, na amostra controle.

Fonte: préprio autor.

Ap0s o tratamento quimico, a morfologia do talo de taioba em corte longitudinal
n&do sofreu grandes alteracdes, exibindo camadas sobrepostas e fraturas (Painéis B, D e
F da figura 45. Destaca-se duas regides distintas no painel D da referida figura, sendo
que a regido | apresenta uma superficie com estruturas poliédricas bem definidas,
semelhante a parede celular das células vegetais e a regido Il apresenta uma camada
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rugosa com relevos e fraturas, que sugere uma area em que a cuticula foi preservada.
Além disso, no painel F da figura 46 observa-se uma rede de fibras orientadas. Salienta-
se ainda que a morfologia dos talos de taioba e arquitetura apds o tratamento quimico
assemelha-se aos resultados obtidos por Fontana et. al., (2017) para os caules de salsa e
baunilha descelularizados que, em estudos bioldgicos, observaram a colonizagdo e
expansdo de células humanas ao longo das fibras, fendmeno chamado de orientacéo de

contato.

6.6.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho obtidos para a amostra de talo de taioba

estdo representados na Figura 47.

Figura 47 - Espectro de FTIR das amostras de talo de taioba e celulose
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Na figura, o painel A representa o espectro de FTIR de talo de taioba controle (TTC) e talo de taioba
grupo 3 (TTG3). No painel B é exibido o espectro de FTIR da celulose extraida da casca de banana.

Fonte: préprio autor.

As curvas obtidas para o talo de taioba sdo bem semelhantes a curva da celulose.
A presenca de bandas na amostra controle e tratada na regido de 1500 a 1000 cm™, que
constituem padrdo de vibracOes caracteristicos da molécula de celulose (MOHAMED et
al., 2017) e as vibragOes de distenséo da ligacdo C=0 de grupos carbonilaem 1730 cm’
! (presentes na hemicelulose e pectina), C — O — C, associados a ésteres, sugerem que a
estrutura ligninocelulosica dos talos de taioba foi preservada apds o tratamento quimico.
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As principais regides nas quais foram observadas alteragoes, estdo destacadas na
figura 45 como regides | e I1:

> A banda em 1408 cm™ (regido 1) é observada somente no talo de taioba tratado,e
pode indicar a presenca de compostos fendlicos (ALONSO-SIMON et al.,
2011).

> Pico maior e acentuado na amostra tratada, em 1230 cm™, diz respeito a
distensdo assimétrica da ligacdo C-O-C tipica dos ésteres (ALONSO-SIMON et
al., 2011) regido | destacada no gréafico;

> A banda em 819 cm (regido I1) indica vibragdes de flexdo fora do plano C-C-H
e ligacBes de C-C, C-O de aldeidos presentes na desoxirribose e nos complexos
lignocelulésicos (KUMAR; PRASAD, 2011).

A presenca de compostos fendlicos e picos mais acentuados e maiores na
amostra tratada pode sugerir resquicios de reagentes. Diferentemente das outras
estruturas vegetais analisadas neste trabalho, ndo ha grandes evidéncias nas anélises de
FTIR que possam sugerir uma reducdo dos acidos nucleicos da amostra submetida ao
tratamento quimico, uma vez que a banda em 819 cm™ pode ser atribuida a aldeidos

presentes na desoxirribose, mas também a complexos lignoceluldsicos.

6.6.4 Andlise Termogravimétrica (TGA)

O perfil termogravimétrico das amostras de Talo de Taioba e Celulose séo

apresentados na Figura 48.
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Figura 48 - Curvas de TGA e DTA das amostras de talo de taioba e celulose
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Eventos endo e exotérmicos representados pelas curvas TGA e DTA. O painel A - talo de taioba controle
(TTC) e talo de taioba grupo 3 (TTG3). No painel B - celulose extraida da casca de banana.

Fonte: préprio autor

As curvas termogravimétricas do talo de taioba controle e tratado sdo compostas
por cinco e seis eventos térmicos principais, respectivamente. Diferente das outras
amostras do trabalho, a curva do talo de taioba tratado ndo apresenta semelhancas com a
curva da celulose. Pelo contréario, nota-se 6 etapas de degradacdo, com variacOes
pequenas de massa a partir do primeiro evento de degradacdo. A curva DTA também
difere das amostra de celulose, bem como da amostra controle (a partir da etapa 2). O
largo pico da curva DTA indica que houve volatilizacdo de substancias numa faixa
maior de temperatura em ambas as amostras. O pico exotérmico mais acentuado da
curva DTA na amostra controle (etapa 3), em comparagdo com 0s picos exotérmicos da
amostra tratada (etapas 3, 4 e 5) indicam que, houve completa oxidagdo dos compostos
hemiceluldsicos na amostra controle (RAMIAH, 1970), e infere-se gradativa oxidagdo
na amostra tratada. Talvez seja por conter menor quantidade desses compostos na
amostra tratada. De qualquer forma, infere-se que, a auséncia ou presenca de algum
grupamento quimico pode ter ocasionado este fato, ja que, pelo FTIR temos indicios de

resquicios de reagentes na amostra tratada. Os principais eventos térmicos, bem como
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faixa de temperatura e perda de massa de cada regido representada na figura 46

encontram-se sumarizados na tabela 23.

Tabela 23 - Principais eventos térmicos das amostras de talo de taioba e celulose

Talo de Taioba Controle (TTC)

Evento

Temperatura em °C

Diferenca de perda de

Porcentagem de

(At) massa % (Am) perda de massa
12 Desidratacdo 25-114°C 100 — 82,5 17,4 %
12 Decomposicao 114-350°C 82,5-418 40,7 %
22 Decomposigéo 350 —530 °C 41,8 35,6 6,2 %
3% Decomposicao 530 - 565 °C 35,6 - 24,7 10,9 %
42 Decomposi¢ao 565-600°C 24,7 -20,1 4,6 %
Talo de Taioba Grupo 3 (TTG3)

Temperatura em °C

Diferenca de perda de

Porcentagem de

Evento (AY) massa % (Am) perda de massa
12 Desidratacao 25-143 °C 100 — 85,2 14,8 %
12 Decomposicao 143 -330°C 85,2 -52,0 33.2%
2% Decomposicdo 330 - 500 °C 52,0-44,8 7,2 %
32 Decomposi¢éo 500 — 595 °C 448 -425 2,3%
42 Decomposicéo 595-631°C 425-39,3 3.2%
5 Decomposicéo 631-900°C 39,3-21,.2 18,1 %
Celulose
a . x Temperaturaem °C | Diferenca de perda de Porcentagem de
1% Desidratagao (AY) massa (Am) perda de massa
12 Decomposicao 25-121°C 100 -94,1 5,9 %
2% Decomposicao 121 — 344 °C 94,1-344 59,7 %
32 Decomposi¢do 344 — 430 °C 344-9,0 25,4 %

Fonte: préprio autor.

A maior percentagem de perda de massa (33,2%) na amostra submetida ao

tratamento quimico ocorre na regido 2 ao longo de uma faixa extensa de temperatura

(143 a 330 °C). Além disso, observa-se uma reducao no percentual de decomposicao de

massa na amostra de talo de taioba tratada ao longo das etapas de 2 a 6, em comparacao

com a amostra controle, sugerindo que o tratamento quimico aumentou a resisténcia

térmica da estrutura. As temperaturas de degradacdo da TTC e TBG3 sdo semelhantes

até a etapa 5, porém TBG3 apresenta etapa 6 degradacdo, com uma perda de 18,1% de

massa, esse perfil sugere-se combustdo de reagentes presentes no processo de

deseclularizacdo. Dessa forma, ap0s 0 processo quimico ainda, a amostra tratada ainda

apresenta residuos de detergente, consequéncia do processo de lavagem ineficaz.
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6.7 TALOS DE BROCOLIS

6.7.1 Analise Sensorial

A alteracdo na coloracdo e os aspectos morfoldgicos identificados por meio de
anélise mecéanica manual das amostras de talo de brocolis sdo apresentadas na figura 49
e na tabela 24, respectivamente.

Figura 49 - Imagens ilustrativas das amostras de talo de brdcolis
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(A): Talo de brécolis — TBC - peso da amostra in natura: 0,91 gramas (B): Talo de brocolis grupo 3 -
TBG3

Fonte: préprio autor.

Tabela 24 - Andlise Sensorial do talo de brdcolis

. Estrutura flexivel,
Translucido, com . .
TBC resistente. Apos seco,
coloracao verde .
estrutura fragil
Morfologia aparentemente
TBG3 Translucido e incolor conservada. Apds seco,
estrutura frégil

TBC - Talo de Brdcolis Controle; TBG3 - Talo de Brocolis Grupo 3 - Submetido ao tratamento com: S1
(10% SDS, 0,1% Azida em PBS (0,1M)); T1 (0,1% de Triton X-100 e 10% NaClO em H:O destilada).

Fonte: préprio autor.
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Observa-se a despigmentacdo completa do talo de brocolis ap6s o tratamento
quimico e aparente conservagio da sua morfologia externa. E importante destacar que, a
partir de uma analise visual sem o auxilio de equipamentos, a estrutura mostrou-se

porosa.

6.7.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As imagens de MEV obtidas para as amostras de talo de brécolis controle e
submetido ao tratamento quimico, cortados transversalmente, sdo mostrados na figura

50, com diferentes magnificacdes.
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Figura 50 - Micrografia das amostras de talo de brdcolis

Ampliacdo de 40 X: (A) Talo de Brdcolis Controle - TBC; (B) Talo de Brécolis Grupo 3 - TBG3.
Ampliagdo de 120 X: (C) TBC; (D) TBG3. Ampliacdo de 300 X: (E) TBC; (F) TBG3. Em todos os
painéis observa-se porosidade, porém, apds o tratamento quimico, os poros do talo de brdcolis mostram-
se mais evidentes (painéis B, D e F).

Fonte: préprio autor.

A partir da analise da micrografia do talo de brécolis pode-se observar uma
estrutura porosa formada por uma rede de fibras interligadas e inseridas em uma fase
continua (Painéis C e E da figura 50). Conforme nota-se nos painéis D e F da referida
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figura, aparentemente, o tratamento quimico evidenciou ainda mais a porosidade da
amostra.

Os talos de brocolis apresentam uma estrutura bastante porosa, similar a
estrutura descrita no trabalho de Mondulevsky e colaboradores (2014). Neste trabalho,
foi verificado que a porosidade da matriz descelularizada da macgd favoreceu a
transferéncia de nutrientes para o meio de cultura, permitindo a viabilidade celular a
longo prazo. Além disso, os scaffolds naturais apresentaram um efeito pré-angiogénico,
propiciando o crescimento de vasos sanguineos funcionais em todo o biomaterial
implantado (MODULEVSKY et al., 2014b).

6.7.3 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros na regido do infravermelho obtidos para a amostra de Talo de

Brocolis e Celulose estdo representados na Figura 51.

Figura 51 - Espectro de FTIR das amostras de talo de brocolis
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Na figura, o painel A representa o espectro de FTIR de talo de brécolis controle (TBC) e talo de brécolis
grupo 3 (TBG3). No painel B é exibido o espectro de FTIR da celulose extraida da casca de banana.

Fonte: proprio autor.

Observa-se bastante similaridade entre as curvas de talo de brdcolis e celulose, e
assim como observado nas anélises de FTIR do talo de taioba, a presenca de bandas no

talo de brdcolis controle e tratado na regido de 1500 a 1000 cm™, (vibragoes
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caracteristicas da molécula de celulose) sugerem que a estrutura ligninoceluldsica dos
talos de brécolis foi preservada apds o tratamento quimico.

As principais regides nas quais as alteracdes foram observadas estdo exibidas na
Figura 49 e definidas como regides I, 11, 11l e IV:

» Aumento do pico que diz respeito a ligacbes C-H alifaticas, observadas em
grupos alcanos que compBem a cadeia principal de biopolimeros (banda
proxima a 2909 cm™) e que podem ser atribuidas a ligacdes lipideo-carboidrato
(DUYGU etal., 2012);

» Banda em 1609 cm™, de maior intensidade no talo de brocolis tratado que pode
estar associada a ligaces de anel fendlico, indicio de residuos de Triton X-100
(ALONSO-SIMON et al., 2011);

> Picos extras na amostra tratada em 1500 e 1454 cm™ que dizem respeito a
vibracdo de flexdo CH no plano de anel fenil e vibracdo de flexdo CHs (lipidios
e proteinas) (KUMAR; PRASAD, 2011);

> Aumento do pico em 1245 cm™ (regido Il destacada no grafico), que se relaciona
a distenséo assimétrica da ligagdo C-O-C, tipica dos ésteres (pico de 1234 cm™ -
regido Il destacada no gréfico);

> Aumento da intensidade do pico em 1019 cm™ na amostra submetida ao
tratamento quimico (regido Ill) que pode também estar relacionado ao uso de
SDS, uma vez que o perfil se associa a presenca da liga¢do S-O-C, caracteristica
deste composto (MEIRA, 2018);

> Aumento no pico em 819 cm™ (regifo IV destacada no grafico) associado a
vibracbes de flexdo fora do plano C-C-H e liga¢des de C-C, C-O (KUMAR,;
PRASAD, 2011) e nos complexos lignoceluldsicos (KUMAR; PRASAD, 2011).

O teste de caracterizacdo revelou resquicios de reagentes na amostra tratada
através de picos extras (1500, 1454 cm™) e mais intensos (2909, 1609, 1245 e 819 cm™)
que retratam grupos quimicos presentes do Triton X-100 e SDS. Etapas adicionais de
lavagem também devem ser inseridas no protocolo de tratamento quimico do talo de
brécolis. Assim como no talo de taioba, ndo ha grandes evidéncias nas anélises de FTIR
que possam sugerir uma reducdo dos &cidos nucleicos da amostra submetida ao
tratamento quimico, uma vez que a banda em 819 cm™ pode ser atribuida a aldeidos

presentes na desoxirribose, mas também a complexos lignocelulésicos.
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6.7.4 Andlise Termogravimétrica (TGA)

O perfil termogravimétrico das amostras de talo de brécolis e celulose sdo
apresentados na Figura 52.

Figura 52 - Curvas de TGA e DTA das amostras de talo de brocolis e celulose
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Eventos endo e exotérmicos representados pelas curvas TGA e DTA. O painel A - talo de brécolis
controle (TBC) e talo de brécolis grupo 3 (TBG3). No painel B - celulose extraida da casca de banana.

Fonte: préprio autor

As curvas termogravimétricas do talo de brécolis controle e tratado sdo
compostas por quatro eventos térmicos principais. Como nas demais amostras, na
primeira etapa ocorre 0 evento de desidratagdo e, em seguida, trés eventos de

degradacéo. Os principais eventos térmicos encontram-se sumarizados na tabela 25.
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Tabela 25 - Principais eventos térmicos das amostras de talo de brdcolis e celulose

Talo de Brocolis Controle (TBC)

Evento

Temperatura em °C

Diferenca de perda

Porcentagem de

(AY) de massa % (Am) perda de massa
12 Desidratagéo 25146 °C 100 —85,6 14,4%
12 Decomposicao 146 — 325 °C 85,6 —48,8 36,8%
22 Decomposicdo 325 -438 °C 48,8 — 35,1 13,7%
3% Decomposicdo 438 — 492 °C 351-149 20,2%
Talo de Brocolis Grupo 3 (TBG3)

Evento

Temperatura em °C

Diferenca de perda

Porcentagem de

(AY) de massa % (Am) perda de massa
12 Desidratacdo 25— 136 °C 100 — 85,8 14,2%
12 Decomposicao 100 — 353 °C 85,8 — 20,2 65,6%
22 Decomposicéo 353-415°C 20,2-16,5 3,7%
3% Decomposicéo 415 —420 °C 165-118 4,7%

Celulose

12 Desidratagao

Temperatura em °C

Diferenca de perda

Porcentagem de

(At) de massa % (Am) perda de massa
12 Decomposicao 25-121°C 100 - 94,1 59 %
22 Decomposicdo 121 - 344 °C 94,1 -34,4 59,7 %
32 Decomposi¢éo 344 — 430 °C 344-9,0 25,4 %

Fonte: préprio autor.

A maior percentagem de perda de massa (65,6%) na amostra submetida ao
tratamento quimico ocorre na regido 2 ao longo de uma faixa extensa de temperatura
(100 a 353 °C). Esse comportamento térmico pode sugerir que cadeias mais simples
existentes na amostra controle foram degradadas na fase 2 e estdo ausentes e/ou
reduzidas na amostra tratada. Esses dados podem ser correlacionados aos resultados
obtidos no FTIR, pois, nota-se reducdo de moléculas mais simples como lipideos e
acidos nucleicos. Além disso, nas regides 3 e 4 podem ter ocorrido a degradacdo de
moléculas oriundas do tratamento, j& que a caracterizacdo feita pelo FTIR sugere a

existéncia de grupos funcionais dos anéis aromaticos dos reagentes utilizados.
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7 SUMARIO DE RESULTADOS

No presente trabalho, o tratamento quimico de descelularizagdo foi realizado nas
seguintes estruturas vegetais: fruto da graviola, pseudofruto do caju, casca da mexerica,
folha de brocolis, folha de ora-pro-nobis, talo de taioba e talo de brocolis. Devido as
diferencas estruturais dos materiais utilizados, diferentes concentragfes e tempos de
contato dos detergentes com as amostras foram testados no protocolo de
descelularizacdo. Os parametros utilizados, por meio da andlise sensorial, foram a
integridade da estrutura e a resisténcia ao manuseio. Além desses parametros, todas as
amostras foram avaliadas por meio da técnica de MEV, quanto as caracteristicas
morfolodgicas ideais de um scaffold; pelo ensaio de FTIR, observando-se a auséncia ou
presenca de grupamentos quimicos pertinentes ap6s o tratamento quimico; e pelo ensaio
termogravimétrico TGA/DTA, obtendo-se informacdes sobre os constituintes quimicos
e comportamento térmico das amostras tratadas. Ressalta-se ainda que a utilizacdo da
celulose como um controle interno foi importante para se verificar a conservacdo da
estrutura celulésica remanescente nas amostras submetidas ao protocolo de
descelularizacdo. A tabela 26 sumariza os principais resultados encontrados nos testes
realizados.

Apos o inicio da descelularizacdo, as frutas e vegetais comecaram a perder sua
coloracdo ao longo do tempo, e, somente duas, das oito amostras, tornaram-se
translucidas. Pode-se notar, conforme a tabela 26, que a despigmentacdo da maioria de
frutas e vegetais foi parcial, ou seja, algumas partes das amostras ainda apresentaram
coloragdo caracteristica. Somente na folha e no talo de brocolis observou-se
despigmentacdo de toda a estrutura. Além disso, ap0s o tratamento, notou-se reducédo da
resisténcia ao manuseio somente nas duas amostras de graviola e na amostra de caju,
com o consequente desprendimento de partes da fruta. No restante das amostras, as
estruturas apresentaram-se conservadas. Ap0s 0 processo de secagem, todas as amostras
de frutas e o talo de taioba apresentaram-se resistentes ao manuseio, ja a folha de ora-
pro-nobis, a folha de brdcolis e talo de brécolis demostraram ser estruturas menos

resistentes. Considerou-se apenas um Unico observador para as analises sensoriais.



Tabela 26 - Sumario dos principais resultados
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Reducio de Reducio de
Reduciio de N Reduciio de ¢ ¢
ligacdes lipideos Reducao de rupos compostos Erupos Resquicios de
AMOSTRAS Despigmentacio | Estrutura fisica | Porosidade | Estématos ga¢ . P! ' Srupoes g .p ' contendo associados a >4 )
carboidratos de . associados a . . .. detergentes
carbonila . ligacdes acidos
alcanos ésteres S .
aromiticas nucleicos
Graviola GG1 Parcial Soltou fibras Existente Nio visivel Apresentou Apresentou Apresentou | N&o apresenton | Apresentou Nio existente
Graviola GG2 Parcial Soltou fibras Existente Nio visivel Apresentou Apresentou Apresentoun | NHo apresenton | Apresentou Existente
Caju Parcial Soltou fibras Existente Nio visivel Apresentou Apresentou | Né&o apresentou | N&o apresentou |  Apresentou Existente
Casca de Mexerica Parcial Intacta Existente Naio visivel | Nao apresentou |N&o apresentou | Nao apresentou Apresentou Apresentou Nio existente
Folha de brocolis Total Intacta Inexistente Vistvel Apresentou | N&o apresentou | Nio apresentou | Nio apresentou | Nio apresentou Existente
Folha de Ora-Pro-Nobis Parcial Intacta Existente Nio visivel | Néo apresenton |N&o apresentou | Nio apresenton | NHo apresenton | Apresentou Existente
Talos de Taioba Parcial Intacta Canaliculos | N&o visivel | N&o apresentou |N&o apresentou | N&o apresentou Apresentoun | N&o apresentou Existente
Talos de Brocolis Total Intacta Existente Nio visivel | Nao apresentou |N&o apresentou | N&o apresentou | Ndo apresentou | Ndo apresentou Existente

Fonte: Préprio autor.
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A andlise de MEV baseou-se nos pardmetros de porosidade e morfologia
resultante apds o tratamento quimico e a secagem. Nas amostras de folha de brécolis e
talo de taioba observaram-se canaliculos (uma rede de fibras orientadas que circundam
canais mais finos), estes importantes para interconexdo entre as regides da amostra.
Apenas na estrutura foliar de brocolis observou-se numerosos estdmatos e nervuras. As
demais amostras apresentaram poros interconectados, que em uma analise qualitativa,
apresentaram tamanhos distintos.

As duas amostras de graviola e a amostra de caju apresentaram reducdo nas
bandas de absorcdo de FTIR relacionadas as ligacGes lipideo-carboidrato de alcanos e
grupos funcionais associados a &acidos nucleicos. Contudo, nenhuma dessa amostras
apresentou reducdo de bandas relacionadas a presenca de ligacGes aromaticas. A casca
de mexerica e a folha de ora-pro-nobis apresentaram reducdo nas bandas associadas a
acidos nucleicos, mas ndo apresentaram alteracdo nas ligacdes lipideo-carboidrato de
alcanos, grupos carbonila e grupo sassociados a ésteres. J& a folha de brocolis
apresentou reducdo somente nas bandas relacionadas as ligacdes lipideo-carboidrato de
alcanos. Os talos de taioba apresentaram reducdo nas bandas referentes a presenca de
ligacBes aromaéticas e os talos de brollis ndo apresentaram alteracdo em nenhuma dos

parametros de FTIR apresentados na tabela 26.



8 CONCLUSAO

Conforme p6de-se observar, o objetivo geral do trabalho foi realizado com éxito,
uma vez que, foi desenvolvido um protocolo de descelularizacdo adapatado para cada
estrutura vegetal estudada. Em sintese, os resultados observados neste trabalho sugerem
que o tratamento quimico com detergentes ocasionou a retirada, ainda que parcial, de
componentes intracelulares como lipideos e acidos nucleicos, além disso, os resultados
indicam a manutencéo da estrutura lignocelulésica dos vegetais.

Dentre as amostras vegetais, apenas a folha e talo de brocolis apresentaram
despigmentacdo total, sugestivo de descelularizagdo vegetal pela anélise sensorial, no
entanto, nas andlises de FTIR ndo se observou a reducdo de grupos associados a &cidos
nucleicos. Nas amostras de folhas, a arquitetura folicular foi preservada em ambas as
amostras, sendo possivel observar a presenca de estdmatos na folha de brécolis,
estruturas que desempenham um papel importante na engenharia de tecidos, ja que
podem ser regides propicias a adesdo de células e uma superficie porosa e com a
presenca de canaliculos na folha de ora-pro-nobis.

Ja dentre as amostras de frutas, a casca de mexerica apresentou melhor resultado
quanto a estrutura microscopica e parametros fisico-quimicos como: quantidade
consideravel de poros, manutencdo da estrutura lignoceluldsica, reducdo de lipideos e
acidos nucleicos, além de apresentar resisténcia mecanica.

Por fim, ensaios adicionais como afericdo do conteddo de DNA e proteinas nas
células, sdo necessarios para se afirmar que o protocolo utilizado efetivamente
promoveu a descelularizagdo completa das estruturas vegetais. Ressalta-se ainda que a
realizacdo de ensaios de biodegradabilidade, afericdo de propriedades mecanicas,
determinacdo do papel da topografia dos materiais na proliferacdo e diferenciacdo das

células, dentre outros testes, se constituem perspectivas deste trabalho.
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