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DESENVOLVIMENTO DE BIOMATERIAL VEGETAL POR
DESCELULARIZACAO DA FOLHA DE REPOLHO (Brassica oleracea
L. var. capitata)

José Joabe Evangelista da Silva Matias®; Maria Karollyna do Nascimento Silva Leandro?.
RESUMO

O presente estudo teve como objetivo criar um biomaterial vegetal via descelularizacdo das
folhas de repolho (Brassica oleracea L. var. capitata), utilizando diferentes reagentes quimicos,
como Hexano, SDS, Triton X-100, tampdo fosfato salino (PBS) e &gua deionizada, que
desempenharam papeis especificos na remocdo de celulas e componentes das folhas. A
integridade do DNA foi analisada por eletroforese em gel de agarose e quantificada por
espectrofotometria, evidenciando a auséncia de bandas integras nas amostras descelularizadas
em contraste com a amostra natural, resultando em uma quantidade de DNA inferior a 50 ng/mg
de tecido. Esse eficiente processo de descelularizacdo por imersdo em solugdes quimicas
culminou na obtencdo de uma matriz biologica descelularizada, atendendo aos requisitos
minimos para classificar um tecido como descelularizado. Para a continuacgéo deste estudo,
perspectivas futuras podem incluir uma avaliagdo mais aprofundada das propriedades
biomecanicas e da biocompatibilidade deste biomaterial vegetal descelularizado. A exploracéo
de métodos para enriquecimento de componentes especificos ou modificacbes na matriz
descelularizada pode ser considerada, visando aplicagbes direcionadas em engenharia de
tecidos ou medicina regenerativa.

Palavras-chave: Biomaterial. Descelularizagdo. Engenharia Tecidual. Repolho.

DEVELOPMENT OF PLANT BIOMATERIAL BY DECELLULARIZATION OF
CABBAGE LEAF (Brassica oleracea L. var. capitata)

ABSTRACT

The present study aimed to create a plant-based biomaterial through decellularization of
cabbage leaves (Brassica oleracea L. var. capitata), utilizing various chemical reagents such as
Hexane, SDS, Triton X-100, phosphate-buffered saline (PBS), and deionized water, each
playing specific roles in removing cells and components from the leaves. DNA integrity was
assessed through agarose gel electrophoresis and quantified via spectrophotometry, revealing
the absence of intact bands in the decellularized samples in contrast to the natural sample,
resulting in a DNA quantity lower than 50 ng/mg of tissue. This efficient decellularization
process by immersion in chemical solutions led to the production of a decellularized biological
matrix meeting the minimal requirements to classify tissue as decellularized. For the
continuation of this study, future perspectives may involve a more in-depth evaluation of the
biomechanical properties and biocompatibility of this decellularized plant-based biomaterial.
Exploring methods to enhance specific components or modify the decellularized matrix could
be considered for targeted applications in tissue engineering or regenerative medicine.
Keywords: Biomaterial. Cabbage. Decellularization. Tissue Engineering.
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1 INTRODUCAO

A engenharia tecidual é um campo de pesquisa em crescimento acelerado que visa
desenvolver tecidos e 6rgaos funcionais em laboratorio para aplicacbes médicas e terapéuticas.
Um dos principais focos dessa area é a producdo de organoides, também conhecidos como
minidrgdos, que permitem a recriacdo de estruturas tridimensionais replicando caracteristicas
especificas de tecidos humanos (Nugraha et al., 2019).

Na bioengenharia, a escolha do biomaterial requer uma avaliacdo cuidadosa das
vantagens e desvantagens, considerando a aplicagcdo desejada. Existem diversos tipos de
biomateriais que podem ser utilizados em aplicac6es biomédicas e engenharia tecidual, um dos
tipos mais comuns de biomateriais sdo 0s metais, como o titanio e o aco inoxidavel (Courtenay
etal., 2017).

Biomateriais naturais oferecem biocompatibilidade e propriedades bioativas, mas
podem ter limitagBes na resisténcia fisica e estrutural em comparacdo com o0s materiais
sintéticos. Estes, por sua vez, podem enfrentar dificuldades na aderéncia celular e na sinalizacédo
bioldgica. Biomateriais vegetais emergentes combinam biocompatibilidade e propriedades
bioativas, representando uma alternativa sustentdvel e promissora para aplicacbes na
engenharia de tecidos e medicina regenerativa (Lu et al., 2020; Xu; Guo; Ye, 2019).

A descelularizacdo tecidual pode ser feita por diferentes métodos, incluindo extragdo
com detergentes, enzimas em solucBes hipotbnicas ou hipertdnicas, e tratamentos fisicos. Seu
objetivo é remover componentes antigénicos, preservando a integridade da matriz extracelular,
embora possa alterar a composicéo e as propriedades mecanicas naturais dessa matriz (Aguiari
etal., 2017).

O repolho (Brassica oleracea L. var. capitata) possui uma morfologia caracterizada por
folhas grandes em formato de cabeca, com veias principais e secundarias interconectadas que
percorrem toda a extensdo da folha. Essa estrutura tridimensional contribui para a absorcéo de
luz solar, trocas gasosas e interagdo com o ambiente (Narvaez; Campos, 2021).

Nesse contexto, os biomateriais de origem vegetal tém recebido grande aten¢do como
uma alternativa sustentavel e promissora para o desenvolvimento de matrizes para a engenharia
tecidual. Esses biomateriais, provenientes de fontes vegetais, possuem propriedades fisicas e
quimicas adequadas para suportar o crescimento celular, alem de serem biocompativeis e
biodegradaveis (Fontana et al., 2017; Adamski et al., 2018).

O objetivo deste estudo consistiu em conceber e avaliar um biomaterial por meio da

aplicacdo da técnica de descelularizacdo quimica em folhas de repolho (Brassica Oleracea L.



var capitata). O biomaterial assim obtido foi submetido a uma analise abrangente para avaliar
sua eficécia, e adequag&o.

2 METODOLOGIA

2.1 MATERIA PRIMA UTILIZADA

A especie escolhida para o presente estudo foi o repolho Brassica oleracea var. capitata,
uma hortaliga pertencente a familia Brassicaceae (Cruciferae), adquirida em um mercado local.
De acordo com Oliveira (2020), esta familia inclui diversas plantas cosmopolitas, tais como o
brécolis (var. italica), a couve-flor (var. botrytis), a couve (var. acephala) e o couve-rabano
(var. gongylodes). A morfologia do repolho pode variar conforme sua forma e condicdo de
cultivo. Em geral, a planta possui um sistema radicular pivotante com raiz principal longa e
grossa, além de raizes secundarias mais finas.

Conforme descrito por Santos (2019), o repolho é uma hortalica de grande relevancia
socioeconémica no Brasil, devido a sua producéo, que demanda uma quantidade significativa
de mio de obra, especialmente em pequenas areas de cultivo. E interessante notar que a
producdo de repolho é principalmente conduzida por agricultores familiares, 0 que destaca
ainda mais a importancia desse cultivo para a economia e a sociedade brasileira.

A composicao do repolho contém propriedades bioldgicas que caracterizam sua forma,
estrutura e cor, as quais estdo diretamente relacionadas ao teor de compostos bioativos. Os
principais compostos bioativos evidenciados em espécies de repolho séo as vitaminas (C, K e
A), fibras e metabolitos secundarios, como compostos fenolicos, glucosinolatos, antocianinas
(no RCB) e flavonoides, conforme descrito por Samec, Urli¢ e Sondi (2017).

De acordo com Narvaez e Campos (2021), na literatura, as variedades desse vegetal
mais estudadas incluem o repolho verde (var. capitata L.), o repolho branco (var. capitata f.
alba) e o repolho vermelho (var. capitata f. rubra).

2.2 PROCESSO DE DESCELULARIZACAO
A descelularizacéo tecidual pode ser realizada por meio de diferentes métodos, como

extracdo com detergentes, extracdo enzimatica com solugdes hipoténicas ou hipertonicas, e

tratamentos fisicos. O objetivo é remover os componentes antigénicos do tecido, como acidos



nucleicos, membranas celulares, estruturas citoplasmaticas, lipidios e matriz soltvel, sem
prejudicar a estrutura e a integridade da matriz extracelular.

Este estudo utilizou uma adaptacéo do processo de descelularizacdo quimica descrito
por Vaz, Huebner e Costa (2020). Para isso, foram utilizadas folhas armazenadas a uma
temperatura entre 5 e 7 °C antes do processamento. Os reagentes quimicos utilizados foram
hexano, dodecilsulfato de soédio (SDS), Triton X-100, tampdo fosfato salino (PBS) e &gua
deionizada (D).

As folhas foram cortadas em areas equivalentes a 3 cm? e posteriormente submetidas a
um tratamento para remover a cuticula presente na superficie da planta, utilizando detergentes
ibnicos e ndo ionicos. Em seguida, as amostras foram imersas em placas de Petri de vidro
estéreis com o propdsito de evitar possiveis contaminacgdes. Cada ciclo teve a duracéo total de
7 dias no SDS e 5 dias no Triton X-100.

O tratamento para remocao das cuticulas consistiu em imergir as folhas em uma mistura
de hexano 98% e solucdo tampdo até atingir o pH 7,0, com duracdo de imerséo de 20 minutos.
Apds a etapa de remocdo da cuticula, os agrupamentos de folhas foram submetidos a um
processo quimico de imersdo (IME) utilizando placas de vidro. A tabela 1 detalha o protocolo
de IME. Em seguida, as folhas passaram por uma lavagem com agua deionizada estéril durante
48 horas para eliminar impurezas residuais, uma etapa crucial.

As folhas foram posteriormente armazenadas imersas em &gua deionizada a uma
temperatura de 4+2 °C. Esse ambiente de armazenamento foi criteriosamente selecionado para
preservar a integridade das amostras, garantindo estabilidade e minimizando alteracdes ao

longo do tempo.

Tabela 1: Descelulariza¢do quimica na estrutura das folhas de repolho.

EXPERIMENTO | METODO TEMPO DE
SOLUCAO EXPOSICAO
IME 1 IMERSAO |10 % (v/v) de SDS em agua DI 5 dias
IME 2 IMERSAO |0,1% (v/v) de Triton X-100 em &gua DI 3 dias
CONTROLE FOLHA SEM NENHUM TIPO DE TRATAMENTO
PREVIO
LIMPEZA 48 HORAS DE IMERSAO EM AGUA DI ESTERIL

Fonte: Autoria propria.

2.3 EXTRACAO E AVALIACAO DA INTEGRIDADE DO DNA

Para a extracdo de DNA das amostras foi empregado uma adaptacdo do protocolo



Cetyltrimethylammonium (CTAB) descrito por Brancher et al. (2017), foi pesado 400 mg de
tecido vegetal, e dividido em 5 microtubos de 1,5 ml onde um foi a amostra in natura do
repolho, dois com as amostras controle das folhas sem remocdo de cuticula, e outros dois com
os testes da IME do SDS e do Triton X-100, posteriormente as amostras foram congeladas
durante 78 horas.

As amostras congeladas foram maceradas utilizando um tampédo de extragdo. Cada
microtubo foi preenchido com 850 pl de tampao de extracéo pre-aquecido a 65°C, seguido por
um processo de homogeneizagdo por inversao. Os tubos foram entdo mantidos em um banho-
maria a 65°C por 45 minutos, com agitacdo a cada intervalo de 15 minutos para assegurar a
completa dispersdao do material. Apds o resfriamento a temperatura ambiente, foram
adicionados 500 pl de CIA, seguidos por agitacdo e inversdo durante 15 minutos. Em seguida,
os tubos foram centrifugados a 13000 rpm a 4°C por 15 minutos, e 0 sobrenadante foi
transferido para novos microtubos estéreis.

Posteriormente, foram adicionados 600 ul de CIA, nos tubos contendo o sobrenadante
agitando por inversdo no tempo de 15 minutos. Apds nova centrifugacao a 13000 rpm por 10
minutos, o sobrenadante foi transferido para um tubo limpo. Para precipitar o DNA, 800 ul de
alcool etilico absoluto (PA) gelado foram adicionados ao tubo, seguido de mistura por inversao
e incubagéo no freezer a 2+1 °C, por 60 minutos. O DNA foi lavado com etanol 70% gelado por
30 minutos, seguido por etanol 95% gelado por mais 30 minutos. Logo apos foi realizado uma
nova lavagem, fazendo a dessecacdo do pellet e a ressuspensdo em 100 ul de &gua ultrapura
para analises subsequentes. Para analisar a integridade do DNA foi realizada a eletroforese em
gel de agarose 1%, 0 passo a passo foi baseado em protocolos anteriormente consolidados por
Sambrook; Russel (2001).

2.4 QUANTIFICACAO DO DNA

A avaliagdo do grau de pureza e quantificacdo dos &cidos nucleicos isolados foi obtida
em espectrofotdbmetro de microvolume da Agilent Bio Tek Synergy LX Multimode Reader
modelo Cytation 7 em colaboracdo com o Laboratorio de Bioprospec¢do Molecular e Métodos
Alternativos da URCA, situado no Crato-CE. De acordo com Crapo, Gilbert e Badylak (2011),
para avaliar o processo de descelularizagéo é sugerido que o produto final tenha quantidades de
DNA de fita dupla (dsDNA) inferiores a 50 ng/mg de tecido seco.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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Apos a obtencéo e lavagem das amostras, as folhas foram cortadas e submetidas a um
tratamento sérico em hexano para remocao da cuticula. Foi utilizado o PBS como agente de
tamponamento com um valor de pH de 7,0, seguindo uma metodologia definida como padréo
para todas as amostras submetidas ao processo de imersdo. O propoésito da solugdo tampédo é
mitigar o efeito de degradacdo excessiva do reagente nas folhas, conforme descrito por Vaz,
Huebner e Costa (2020).

O tempo de exposicdo foi ampliado para 20 minutos, pois observou-se uma alteracao
mais significativa em comparagdo com os resultados obtidos ap6s 10 minutos como pode ser

visualizado na figura 1.

Figura 1 - Alteracdo visual no tempo de exposi¢do das amostras frente ao Hexano 98%.

= 3 3 3 | T
3 : — w 1

Legenda: Imagem A: imersdo apds 10 minutos. Imagem B: imersdo apds 20 minutos.

Fonte: Autoria propria.

Considerando as imagens A e B, é perceptivel a remoc¢do da cuticula em distintos
periodos de tempo. Na imagem A, a presenca da cuticula é visivel apds um intervalo de 10
minutos, ao passo que na imagem B, uma variagdo mais significativa na coloracdo da amostra
é notada apds 20 minutos.

A diferenca de tempo na obtencao da translucidez entre as amostras tratadas com SDS
e Triton X-100 é notavel. Enquanto as tratadas com SDS demandaram um dia adicional para
alcancar a translucidez, as amostras expostas ao Triton X-100 ja demonstraram essa

caracteristica no segundo dia, como evidenciado na figura 2.

Figura 2 — Comparacao das amostras-testes.
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Legenda: Naimagem A, aamostra imersa em SDS levou seis dias para alcancar a transparéncia
desejada, evidenciando seu aspecto transparente. Em contraste, na imagem B, a amostra tratada
com Triton X-100 mostrou uma eficécia superior, atingindo esse estado em apenas dois dias de
imersdo no reagente. Essa discrepancia no tempo necessario para atingir a transparéncia sugere
diferentes capacidades de penetracdo e acdo dos reagentes nas amostras, destacando possiveis

variagdes na velocidade e eficiéncia entre os agentes utilizados no processo.

Fonte: Autoria propria.

A diferenca observada no tempo de descelularizacdo entre o SDS e o Triton X-100 pode
ser atribuida as propriedades distintas desses agentes. O SDS, um detergente iénico, conforme
discutido por Alshaikh et al. (2019), tem a tendéncia de ser mais dificil de remover da matriz
extracelular (MEC), demandando, possivelmente, processos de lavagem mais extensos para sua
completa remocéo.

No entanto, o Triton X-100, é um surfactante ndo idnico, de acordo com as observacdes
de Gilpin; Yang (2017), age de maneira mais rapida devido a sua capacidade de quebrar de
forma mais eficiente as ligagdes lipidio-lipidio.

Conforme relatado por Gershlak et al. (2017), o uso do Triton X-100 demonstrou uma
eficacia superior na descelularizagdo das folhas de espinafre. No entanto, diferentemente desse
vegetal, o estudo atual identificou que o repolho ndo exibiu uma degradacao significativa na
matriz extracelular (MEC). Apos 48 horas na solucéo de limpeza, as amostras foram colocadas
em coletores universais estéreis e posteriormente armazenadas em &gua deionizada a uma
temperatura controlada de 4+2 °C.

As amostras de IME no SDS demonstraram uma degradacdo mais significativa na
integridade arquitetural do tecido em comparagdo com o Triton X-100, o que pode
potencialmente induzir interferéncias na funcionalidade bioldgica do biomaterial, conforme

descrito por Song et al. (2017).
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Em contrapartida, em relagdo a remocéo celular usando o Triton X-100, observou-se
uma descelularizagdo mais eficaz com folhas mais translucidas e estruturas melhor preservadas,
em consonancia com o protocolo estabelecido por Matoug-Elwerfelli et al. (2018).

Conforme explorado por Aamodt; Grainger (2016), na literatura o processo de
descelularizacdo requer a remog&o dos elementos antigénicos do tecido, como &cidos nucléicos,
membranas celulares, substancias citoplasmaticas, lipidios e componentes sollveis na matriz
extracelular (MEC). E crucial realizar essa remocdo sem comprometer a estrutura ou a
integridade da MEC.

De acordo com um estudo dirigido por Cramer (2022), enfatiza-se a importancia da
escolhna do método para remover esses componentes, uma vez que em uma possivel
recelularizacdo existe a possibilidade de desencadear respostas imunoldgicas e complicagdes
bioldgicas ao hospedeiro. Portanto, € essencial utilizar um procedimento altamente
especializado que assegure a melhor descelularizacdo do tecido, mantendo sua estrutura
original intacta.

Apds a extracdo, realizou-se a eletroforese em gel de agarose para analisar os resultados.
Na figura 3, o resultado revela a auséncia de bandas para as amostras 3 e 4, que representam os
ensaios com Triton X-100 e SDS, respectivamente. Essa auséncia contrasta com a banda

identificada na amostra in natura (banda 1).

Figura 3: Eletroforese das amostras testes e controles de repolho (Brassica oleracea L. var.

capitata).

ladder

Legenda: A banda 1 representa a amostra de repolho in natura. As amostras 2 e 5 séo controles,

sem tratamento sérico em hexano; a amostra 2 é imersa em Triton X-100, enquanto a 5 é imersa
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em SDS. As bandas 3 e 4 correspondem as amostras teste tratadas com hexano e imersas em
Triton X-100 e SDS, respectivamente.

Fonte: Autoria propria

Nos controles 2 e 5, é evidente a presenca de um rastro breve. Isso sugere uma possivel
influéncia desses agentes descelularizantes na composicdo das amostras, evidenciando
diferencas na integridade ou presenca de componentes especificos apds o processo, como
observado na figura 2. Esses resultados destacam a importancia de uma analise cuidadosa para
compreender o impacto dos agentes descelularizantes na estrutura da matriz extracelular.

Nas amostras 3 e 4, nos testes conduzidos, é evidente a falta de formacao de bandas de
DNA integras. Na avaliacdo do processo de descelularizacao, é de suma importancia a auséncia
visual de qualquer material nuclear, como enfatizado por Hillebrandt et al. (2019). Este aspecto
reflete a eficacia do procedimento em eliminar os componentes celulares, um fator crucial para
a qualidade e viabilidade do resultado almejado no ambito da descelularizacao.

No processo de quantificacdo do DNA das amostras, ap6s a obtencdo dos valores pelo
espectrofotometro, houve a conversao dos dados de ng/ul para ng/mg de tecido. Observou-se
que o teste com Triton X-100 apresentou um valor inferior de DNA em comparagdo com o0 SDS
como mostrado na tabela 2. Entretanto, ambos os testes atingiram os valores minimos para
classificar um tecido como descelularizado, conforme descrito por Crapo, Gilbert e Badylak
(2011).

Tabela 2 - Quantificacdo de DNA das amostras de repolho (Brassica oleracea

L. var. capitata) por espectrofotometria.

QUANTIFICACAO ESPECFOTOMETRO

AMOSTRAS (Agilent Bio Tek Synergy LX Multimode
Reader, modelo Cytation 7)
[ 1ng/ul A260/280 [ 1ng/mg DE
REPOLHO

CONTROLE 591,755 2,344 2,367

(in natura)

1 (Controle SDS) 118,064 2,12 472,2

2 (Controle Triton X-100) 17,748 1,98 70,99

3 (Teste SDS) 45,14 1,753 18,05

4 (Teste Triton X-100) -1,36 -1,10 -

Fonte: Autoria prdpria

A mensuracdo do DNA na amostra tratada com Triton X-100 revelou um resultado

negativo. I1sso pode sugerir que a concentracdo de DNA nessa amostra estava abaixo do limite
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de deteccdo do equipamento utilizado, resultando na impossibilidade de uma quantificacdo
precisa e confidvel. Esse cendrio pode ser explicado pela potencial degradacdo ou remocéo do
DNA durante o processo de descelularizacdo promovido pelo Triton X-100, levando a uma
diminuicdo significativa na concentra¢do do material genético.

Os resultados destacam a sensibilidade do método de quantificacdo em relacdo a
concentragdo de DNA presente na amostra e reforgam a necessidade de considerar os efeitos

dos processos de tratamento e de extracdo de DNA.

4 CONCLUSAO

Com base nos procedimentos executados e nos resultados obtidos, a etapa de tratamento
sérico em hexano mostrou impacto na estrutura das folhas de repolho, resultando em mudancas
observaveis na translucidez e na integridade celular. A utilizacdo de diferentes agentes de
limpeza, como SDS e Triton X-100, influenciou significativamente a eficacia da
descelularizacao, sendo que o Triton X-100 demonstrou uma melhor preservacao estrutural em
comparacdo com o SDS, embora tenha apresentado um desafio na quantificacdo do DNA
devido a uma possivel baixa concentracdo do material.

A analise por eletroforese em gel de agarose confirmou a auséncia de bandas de DNA
em duas amostras (3 e 4) tratadas com os agentes de limpeza, indicando uma efetiva remocao
do material genético. No entanto, a quantificagdo do DNA mostrou valores negativos para a
amostra tratada com Triton X-100, possivelmente devido a concentracdo muito baixa do DNA,
dificultando sua medicéo precisa.

Esses resultados corroboram com a literatura existente, destacando a importancia da
escolha do agente de limpeza na descelularizacdo eficaz do tecido vegetal, bem como a
necessidade de metodos sensiveis para a quantificacdo do DNA em amostras com baixas
concentragdes. Outro ponto relevante seria a investigacdo detalhada das propriedades
funcionais dessas amostras descelularizadas.

Avaliar ndo apenas a estrutura, mas também como elas se comportam funcionalmente,
como sua biocompatibilidade ou capacidade de suporte de carga, pode revelar possiveis
aplicacdes na medicina ou em outras induastrias. A pesquisa poderia se estender para explorar
aplicacdes biomédicas e biotecnoldgicas mais especificas. Compreender como essas amostras
podem ser utilizadas em contextos praticos, como na medicina regenerativa ou na producéao de
novos biomateriais, pode ser um ponto crucial para o desenvolvimento de novas tecnologias e

avancos na area.
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