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RESUMO

A engenharia de tecidos ¢ um campo multidisciplinar voltado para o desenvolvimento
de substitutos bioldgicos que visam a restauracdo, manutencao ou melhoria da fungdo tecidual.
Atualmente a aplicagdo das técnicas de engenharia de tecidos se expandiram para o setor
alimenticio e linhas de pesquisas inovadoras tém sido desenvolvidas com o objetivo de
reproduzir tecido muscular animal para consumo humano (clean meat). No entanto, a
engenharia de tecidos ainda enfrenta limitagdes quanto a fabricagdo de estruturas a partir de
matéria prima de baixo custo aliadas a técnicas padronizaveis. Nesse contexto, o acetato de
celulose se torna particularmente interessante pois 0 mesmo ¢ caracterizado como um polimero
de baixo custo de aquisi¢@o e proveniente de uma fonte natural podendo ser utilizado para
uma grande variacdo de aplicagdes. O presente trabalho consistiu da producdo e caracterizagao
de matrizes tridimensionais de acetato de celulose por meio da técnica de eletrofiagdo de forma
que a morfologia e propriedades fisico-quimicas foram avaliadas. Foi realizada a cultura de
células musculares (C2C12) com o objetivo de avaliar a potencial aplicacdo desse material
como scaffold para produgdo de clean meat. Os resultados obtidos com a cultura de células
C2C12 demonstram uma potencial aplicabilidade da técnica para a produgdo de scaffolds

biocompativeis resultando num ambiente favoravel a adesdo e proliferagdo celular.

Palavras-chave: acetato de celulose; scaffold; eletrofiacao.



ABSTRACT

Tissue engineering is a multidisciplinary field focused in the development of
biological substitutes that aim to restore, maintain or improve a certain tissue function.
Currently the applications of the tissue engineering techniques have expanded to the food
production sector and innovative research lines have been developed with the aim of
reproducing animal muscle tissue for human consumption (clean meat). However, tissue
engineering still faces constraints regarding the fabrication of structures from low-cost raw
materials and standardized production techniques. In this context, cellulose acetate becomes
particularly interesting because it is characterized as a neutral polymer, non-toxic with a low
acquisition cost and can be used for a wide range of applications. The present work consists of
the production and characterization of three-dimensional cellulose acetate matrices trough the
electrospinning technique and evaluation of the morphology and physical-chemical properties.
The muscle cell culture was performed aiming to evaluate the potential application of this
material as a scaffold for the production of clean meat. The results obtained with the C2C12
cell culture showed the potential applicability of the electrospinning technique for the obtention
of biocompatible scaffolds resulting in an environment favorable for cell adhesion and

proliferation.

Key words: cellulose acetate; scaffold; eletrospinning.
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1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos ¢ um campo multidisciplinar voltado para o desenvolvimento de
substitutos bioldgicos que visam a restauracdo, manuten¢do ou melhoria da funcdo tecidual
(LANGER e VACANTI, 2015). A principal motivagdo da engenharia de tecidos vem da
necessidade frequente de repor ou regenerar parte do organismo humano no setor médico.
Atualmente a aplicagdo das técnicas de engenharia de tecidos se expandiram para o setor
alimenticio e linhas de pesquisas inovadoras tém sido desenvolvidas com o objetivo de
reproduzir tecido muscular animal para consumo humano (clean meat) a partir de células de

animais (ex. boi, peixe, frango).

A construcdo de tecidos a partir do conceito da engenharia de tecidos exige o uso de pelo
menos trés elementos: os scaffolds, as células e o microambiente fisiologico (LANGER e
VACANTI 2015). Nesse contexto, os scaffolds possuem um papel critico e podem ser definidos
como matrizes tridimensionais que servem de suporte fisico temporario para a adesdo no cultivo
de células in-vitro, mimetizando a matriz extracelular (MEC) natural do tecido. Os scaffolds
podem ser constituidos de materiais sintéticos ou naturais dependendo do uso pretendido. Como
polimero sintético promissor, o acetato de celulose (CA) tem se mostrado cada vez mais
atrativo. O AC ¢ derivado de um polimero natural e ¢ biocompativel, biodegradavel, ndo
irritante e nao toxico. Além disso, possui excelentes propriedades mecanicas para potenciais
aplicacdes, por exemplo, como filmes, membranas, scaffolds e dispositivos de administracdo
de medicamentos, além do baixo custo da matéria prima e alta disponibilidade (TSIAPLA, et.al,
2018). A técnica de obtencdo de scaffolds para a engenharia de tecidos depende quase
inteiramente das propriedades de superficie e da fun¢do proposta para este material. Dentre as
técnicas de produgdo a eletrofiacdo tem se mostrado vantajosa e versatil sendo particularmente
interessante, pois mimetiza a matriz extracelular produzindo scaffolds com alta area superficial,

excelentes propriedades mecanicas, alta porosidade e boa distribui¢ao de poros.

O presente trabalho consistiu da producdo e caracterizagdo de matrizes tridimensionais
de acetato de celulose. A produg¢do das matrizes foi realizada por meio da técnica de
eletrofiacdo e a morfologia e as propriedades fisico-quimicas foram avaliadas. Foi realizada a
cultura de células musculares com o objetivo de avaliar a potencial aplicagdo desse material

como scaffold para producdo de clean meat.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Sintetizar e caracterizar matrizes tridimensionais de acetato de celulose utilizando a técnica de

eletrofiagao.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar um scaffold de nanofibra constituido de acetato de celulose a partir da técnica
de eletrofiacdo;

e Avaliar a viabilidade das células C2C12 cultivadas no scaffold produzido.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 A engenharia de tecidos

A engenharia de tecidos € parte do campo pertencente @ medicina regenerativa e abrange
desde estudos a nivel molecular da genética e biologia até a engenharia de um 6rgdo complexo.
Historicamente o objetivo tem sido aplicar os principios da engenharia e das ciéncias da vida
para o desenvolvimento de substitutos bioldgicos que restaurem, mantenham ou melhorem a
funcdo de um tecido ou de um 6rgao inteiro (WOBMA et. al., 2016). Apesar de serem campos
complementares, ainda permanece uma dificuldade para distinguir o conceito de engenharia de
tecidos versus medicina regenerativa. Pode-se entdo realizar uma defini¢do mais especifica em
que a engenharia de tecidos € o campo da ciéncia responsavel pela producdo e utilizagdo de
biomateriais biodegradaveis sintéticos ou naturais, semeados com células vivas e que visa
regenerar ou mimetizar a forma ou a funcdo de um tecido. Dessa forma, entende-se que a
engenhara de tecidos fornece um conjunto de ferramentas que podem ser usadas para executar
a medicina regenerativa. Contudo, nao necessariamente todo procedimento da medicina
regenerativa vale-se de recursos criados a partir da engenharia de tecidos (SHARPLES, F. E.
etal.,2003; LANZA, R. et al., 2007).

A engenharia de tecidos decorre entdo de uma multidisciplinariedade de areas envolvidas
e pode recorrer ao conhecimento adquirido nos campos da biologia celular e de células-tronco,
bioquimica, engenharia e biologia molecular, aplicando-os para a obtengdo de novos materiais
e desenvolvimento de novas técnicas (VACANTIL, C. A. et al., 2007). De forma geral, os
desafios da area se concentram exatamente nos pontos que tangem a compreensdo do
comportamento celular e suas necessidades tanto quanto na fabricagao de materiais apropriados

para dar suporte as células.

Para o desenvolvimento de tecidos in vitro sdo necessarios trés elementos: (i) células, (ii)
suporte tridimensional e (iii) sinalizadores quimicos. O uso de células ¢ necessario para
produzir matrizes semelhantes a do tecido nativo. Os métodos datados na literatura que
obtiveram maior sucesso basearam-se na utilizacdo de uma linhagem de células primarias, ou
seja, retiradas do proprio paciente ou animal e usadas em conjunto com scaffolds. No entanto,
essa estratégia tem limitagdes, devido a natureza invasiva da coleta de células e ao potencial de
as células estarem em estado de doenga. Portanto, a atengdo tem se concentrado no uso de

células-tronco, incluindo células-tronco embrionarias (ES), células-tronco mesenquimais da
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medula 6ssea (BM-MSCs) e células-tronco mesenquimais derivadas do cordao umbilical (UC-
MSCs) (HOWARD, D. et al., 2008). J4 o segundo ponto crucial esta vinculado a questdes da
engenharia de materiais e construgdo do suporte para a cultura de células in vitro, incluindo a
necessidade da avaliacdo das propriedades mecanicas gerais, qualidade estrutural e geometria
tridimensional do dispositivo. A conservagdo das caracteristicas mecéanicas e da geometria
tridimensional apos implantagdo de um dispositivo, por exemplo, permite manter espago
geométrico suficiente para futura ocupacao pelo tecido vivo em formagdo (COELHO, 2003).
A Figura 1 ilustra o desenvolvimento idealizado da técnica da engenharia de tecidos para

aplicagdes médicas. (por exemplo)

Figura 1- Esquema geral de criacio de um dispositivo implantavel baseado nas técnicas de

engenharia de tecidos

Sitio .
doador

9%  Células
\ / ©°| isoladas

Matriz Cultura Implante in vivo
porosa in vitro em sitio adjacente
ao sitio doador

Fonte: COELHO, M (2003)

De forma geral, células sdo retiradas de tecidos adjacentes ao sitio com o defeito 6sseo
ou o qual deseja-se mimetizar. Dispositivos sdo construidos a partir dessas células quando estas
finalizam seu desenvolvimento em uma estrutura tridimensional porosa bioabsorvivel,
resultando no que se pode chamar de "compdsito". Esse dispositivo pode ser implantado no

local que necessita recuperagdo (COELHO, 2003).

Ainda no que tange a aplicag@o do conjunto de técnicas da engenharia de tecidos o setor
de clean meat ou carne limpa tem ganhado notoriedade. Recentemente, cientistas perceberam
que, talvez, utilizando técnicas tradicionais de cultura de células seria possivel cultivar células
musculares in vitro para consumo, produzindo carne animal. A intensificagdo de estudos nesse

campo a partir de 2006 levou ao desenvolvimento de uma pré concepgao do que seria necessario
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para produzir carne in vitro sob condi¢des ideais. Essas etapas consistiriam na extra¢do de
células tronco ou células musculares de um animal por meio de um procedimento de biopsia,
proliferacdo celular na presenga de meios de cultura e fatores de crescimento, inser¢do das
células proliferadas em plataformas de cultivo contendo scaffolds ideais e por fim, embalagem
e distribuicdo. A Figura 2 representa o desenvolvimento idealizado da técnica da engenharia

de tecidos para aplicacdo clean meat.

Figura 2 - Esquema geral da aplicacdo da engenharia de tecidos na industria de clean meat

l Reciclagem de
meio

Cultura

celular - :

Matriz
d tridimensional
5
md

Bioreatores de
proliferagio

—

e |

Bioreatores de
perfusio

Produto Final

Fonte: Adaptado de SPETCH, L, LEGALLY, C (2017)

3.2  Polimeros para engenharia de tecidos

Especialmente para a engenharia de tecidos ¢ importante compreender os conceitos de
polimeros biodegradaveis, bioabsorviveis e o0s processos de bioerosdo. Os polimeros
biodegradaveis sdo aqueles que sofrem degradacdo macromolecular e dispersdo in vivo no
organismo, mas os seus produtos e subprodutos de degradagcdo permanecem nos tecidos durante
bastante tempo (COELHO, 2003). Os polimeros biodegradaveis aplicados a engenharia de
tecidos necessitam obedecer a pardmetros mais estritos onde ndo somente o polimero em si
deve ser biocompativel, mas também os seus produtos de degradagdo visando ndo desencadear
resposta inflamatoria intensa. Esses polimeros podem ser provenientes de fontes naturais

renovaveis como milho, celulose, batata, cana-de- agucar, podem ser sintetizados ou mesmo
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serem provenientes do petréleo, por exemplo as policaprolactonas, as poliesteramidas, os

copoliésteres alifaticos e os copoliésteres aromaticos (BRITO et al., 2007).

Os polimeros bioabsorviveis sdo materiais e dispositivos solidos que podem se dissolver
em fluidos corpéreos sem que ocorra necessariamente a clivagem da cadeia macromolecular ou
redu¢do de massa molecular. Os materiais poliméricos que apresentam degradacao, diminui¢ao
de tamanho e que sdo reabsorvidos in vivo sendo eliminados por rotas metabdlicas do
organismo sem efeitos colaterais residuais sdo chamados de biorreabsorviveis
(NASCIMENTO, et.al., 2016). Grandes variedades de polimeros biorreabsorviveis vém sendo
utilizadas em sistemas biologicos pela industria, sendo que os mais tradicionais sao os o poli(L-
acido latico) (PLLA), o poli(D-acido latico) (PDLA), o poli(DL-acido latico) (PDLLA), o
poli(acido glicolico) (PGA) e a policaprolactona (PCL). Em seu processo de degradagdo, o
polimero ¢ quebrado em unidades menores por hidrolise simples e os produtos de sua
decomposi¢do podem ser eliminados do corpo por vias metabolicas como a via do ciclo do

acido citrico ou diretamente por excre¢ao renal.

Além de degradagdo, polimeros utilizados na engenharia de tecidos podem ser
submetidos a processos erosivos e estes devem ser considerados, uma vez que também podem
ocasionar perda de massa a dispositivos de forma homogénea, superficial ou degradagdo
catastrofica. De acordo com estudos realizados por GIJPFERICH, 1996, existem diferentes
formas de provocar a degradacdo de biopolimeros a partir de estimulos foto-, térmico-,
mecanico e/ou quimico. Todos os polimeros compartilham a propriedade de corroer sob a
influéncia da luz UV ou radiacdo sendo importante se atentar ao processo de esterilizacdo gama

de dispositivos da engenharia de tecidos, evitando perdas significativas a nivel molecular.

De forma geral, 0 mecanismo de erosdo envolve a entrada dgua nas cadeias do polimero
e que pode ser acompanhada de inchamento e expansdo de volume. A entrada de agua
desencadeia a degradacdo quimica por meio da cisdo da macromolécula polimérica, levando a
geracdo de oligbmeros e monOmeros. A degradacdo progressiva provoca mudangas na
microestrutura de polimeros sendo observada a formagdo de poros por meio dos quais os
oligdmeros e monomeros serdo liberados para o meio. Concomitantemente, o pH dentro dos
poros comega a ser afetado por esses produtos de degradacao, que tipicamente possuem alguma
funcionalidade acido-base. Finalmente, oligdmeros e mondmeros sdo liberados levando a perda
de massa sistémica (GIJPFERICH, 1996). Os principais fatores que controlam o processo de

erosdo e degradacdo dos biomateriais poliméricos sdo a estabilidade quimica da cadeia
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polimérica, a hidrofobicidade da unidade repetitiva (mero), a morfologia do polimero, a
cristalinidade, a massa molar inicial do polimero e a presenca de catalisadores e aditivos ou
plastificantes. O ajuste da hidrofobicidade do sistema pode atuar evitando esse processo de
absorcdo de dagua pelo polimero, reduzindo assim as taxas de hidrélise. Em polimeros
hidrofébicos a degradacdo ¢ geralmente um fendmeno superficial com erosdo lenta do
polimero. Assim, qualquer tratamento que altere a hidrofobicidade do polimero permite o
controle a ajuste da sua taxa de degradacdo (NASCIMENTO, et.al., 2016).

3.2.1 Acetato de celulose

O acetato de celulose (AC) ¢ um éster importante derivado da celulose. O acetato de
celulose ¢ caracterizado como um polimero neutro e com um baixo custo de aquisi¢ao, podendo
ser utilizado para grandes variagdes aplicacdes que incluem producdo de filmes e fibras,
liberagdo controlada de farmacos, sensores e prote¢do de filmes opticos e etc. Os filmes
geralmente sdo feitos a partir de triacetato de celulose e as membranas e fibras a partir do acetato
de celulose 2-2,5. Outro campo notavel para a utilizagdo do acetato de celulose ¢ na sintese de
particulas esféricas porosas, os chamados beads de acetato de celulose (FISCHER, S et.al,
2008).

O AC ¢ obtido pela reacdo da celulose com anidrido acético (solvente), acido acético
(agente acetilante) na presenga de acido sulfurico e acido perclérico (catalisadores). O acetato
de celulose ¢ produzido pela substituicdo dos grupos hidroxila das unidades de glicose por
grupos acetila. A solubilidade do acetato de celulose depende, entre outras coisas, do grau de
substitui¢ao (GS), ou seja, do nimero médio de grupos acetila que substituem as hidroxilas por
unidade glicosidica. O composto de acetato de celulose com grau de substitui¢do de 2 - 2,5 ¢
soluvel em acetona, dioxano e acetato de metila. A Figura 3 demonstra a reacdo geral de

obtencao do acetato de celulose 2-2,5.
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Figura 3 - Reac¢do de obtencio do acetato de celulose, GS= 2- 2.5
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Fonte: Adaptado de SHERWOOD.J et.al, 2015

O acido acético ¢ geralmente um bom solvente para o acetato de celulose com GS maior
que 0,8. Segundo CERQUEIRA, D.E et.al, 2010 o grau de substituicdo ¢ responsavel por afetar
a solubilidade, a biodegradabilidade e a cristalinidade do polimero. A celulose (GS = 0) ¢
insolivel na maioria dos solventes (S) mas ao aumentar o GS do acetato de celulose a
solubilidade se altera, sendo que o GS=1 ¢ soluvel em adgua, GS=2 ¢ soluvel em tetraidrofurano

ou acetona ou GS= 3 é soluvel em diclorometano ou cloroférmio.

3.3  Scaffolds

3.3.1 Scaffolds e a engenharia de tecidos

O objetivo da engenharia de tecidos ¢ em suma, obter estruturas bioldgicas avangadas
(6rgdos e tecidos) a partir da combinagdo de células, scaffolds e estimulos elétricos, mecanicos
ou quimicos, visando estimular a regeneracao de um tecido danificado ou geracao de um tecido

funcional. Um scaffold pode ser entdo definido nesse contexto como um suporte mecanico
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temporario tridimensional e poroso que promovera a adesdo celular e a difusdo de nutrientes

(CHARTRAIN, N.A et.al, 2017).

Os scaffolds desempenham um papel critico para o avanco da engenharia de tecidos, visto
que para que células advindas de mamiferos possam se fixar, migrar e funcionalizar, as mesmas
requerem quase em totalidade uma superficie solida que desempenhe papel de substrato. Por
tanto, projetar tecidos por meio da mimetizagao de estruturas naturais dependera da capacidade
da producdo dessas estruturas a partir de biomateriais com base em componentes sintéticos,
naturais ou hibridos, que devem interagir com as células e a MEC da maneira mais previsivel

possivel (SALTZMAN, W. M, 2004).

3.3.2 Requisitos de projeto

Uma tarefa central na concepgao de scaffolds para engenharia de tecidos ¢ entender as
correlacdes entre as propriedades do material e as fungdes biologicas. Visando a geracdo de um
ambiente bioldgico adequado que promova a adesdo celular, a proliferagdo, a diferenciacdo e a
vascularizagdo, os scaffolds e seus materiais base devem atender a alguns requisitos basicos de
projeto. Em termos do material utilizado para a fabricacdo dessas estruturas ¢ amplamente
conhecido da literatura que este deve ser biocompativel, biodegradavel e os subprodutos da
degradagdo devem ser ndo-toxicos, além de idealmente incluir fatores de crescimento e de

diferenciagdo para auxiliar a formagao de tecido.

No que tange ao scaffold finalizado, as propriedades exibidas devem ser avaliadas ndo
apenas no ambiente in vitro, mas também no contexto da funcdo fisioldgica do tecido (por
exemplo, sob estimulacdo mecanica ou elétrica) e, finalmente, in vivo. De forma primaria deve-
se buscar um design de alta porosidade e poro-interconectividade, combinando valores de
resisténcia mecanica e modulo de elasticidade compativeis com a do tecido a ser mimetizado
(CHARTRAIN, N.A et.al, 2017). Delimitar um comportamento minimo esperado para o
desempenho in vivo se torna mais complexo visto que tecidos vivos ndo sdo sistemas simples e
lineares. Os papéis que estruturas presentes na MEC desempenham no sequenciamento de
eventos biologicos por exemplo sdo especificos para cada tipo de célula e cineticamente
complexos. Como consequéncia pratica, a criacdo de scaffolds que mantenham uma
combinag¢do dinamica de propriedades exibidas in vitro e in vivo (multiplos fatores ambientais)
podem impactar positivamente e profundamente o processo de formacao de um dado tecido

(LANZA, R. LANGER, R., VACANTIL, J, 2014). A Figura 4 demonstra de forma resumida as
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correlacdes basicas entre os requisitos de projeto e as propriedades do scaffold para geragao de

tecido funcional.

Figura 4 - Relacio entre as propriedades do material/ scaffold para geracio de tecido funcional.
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Fonte: Adaptado de LANZA, R. LANGER, R., VACANTI, J (2014)

3.3.2.1 Arquitetura de poros e transporte de massa

A porosidade do scaffold, o tamanho dos poros e a interconectividade sdo fatores
importantes na manuten¢ao da viabilidade celular e para prevenir a apoptose, ou morte celular.
As geometrias resultantes de células individuais ou agregados celulares dentro dos poros dos
scaffolds também sdo capazes de direcionar os eventos de proliferagdo, diferencia¢do e
formagdo de tecido (LANZA, R. LANGER, R., VACANTIL, J. 2014). Verifica-se que quanto
maior a porosidade, maior a quantidade de células que a estrutura tridimensional pode
potencialmente acomodar, mas impacta diretamente na reducdo da resisténcia mecanica.
YANG et al., 2001 mapeou em seu trabalho valores de porosidade efetivos para geragcdo de
alguns tipos de tecidos, encontrando valores em torno de 90 por cento para tecidos duros e entre
60-83,5 para tecidos moles. O tamanho ideal dos poros varia com a aplicagdo, por exemplo,
entre 20-125 um de didmetro para regeneracao da pele, entre 45-150 um para a regeneragao do
tecido hepatico e entre 100-400 pm para a regeneracdo Ossea (OH et al., 2007). A
interconectividade por sua vez permite o comportamento difusivo de nutrientes soluveis, fatores
de crescimento e citocinas. As técnicas tradicionais de fabrica¢do de scaffolds ainda nao
totalmente sdo capazes de controlar precisamente a geometria dos poros e, portanto, os
fendomenos subjacentes de como a forma dos poros afetam a adesdo e a viabilidade celular ainda

ndo sdo compreendidos em totalidade (CHARTRAIN, N.A et.al, 2017).
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Dentre as técnicas mais usadas atualmente para a produgdo de poros nos scaffolds podem
ser ressaltadas trés categorias principais: (1) processos de fabricacdo com adicdo de agentes
porogénicos, (2) prototipagem rapida e (3) técnicas de fabricagdo de mantas fibrosas ou
nanofibras. Na primeira categoria, materiais solidos sd3o incorporados a gases (ex. didxido de
carbono), liquidos (ex. 4gua) ou outros solidos (ex. parafina) e as misturas sdo processadas e
depois fundidas ou extrudadas. Os agentes formadores de poros sdo removidos apds a
fabricacdo utilizando métodos como sublimagdo, evaporacdo e/ou fusdo e a fase extraida ¢é
responsavel pela geracdo dos poros na microestrutura do material. As técnicas atuais que
utilizam esse principio incluem lixiviagdo de particulas ou lixivia¢do salina, formagao gasosa e
liofilizagdo (CHAN, B.P, LEONG, K.W, 2008). Na segunda categoria, estruturas porosas sao
fabricadas por meio da deposicdo rapida e programada de camadas de material e as técnicas
atuais que utilizam esse principio incluem estereolitografia, sinterizacdo seletiva a laser,
impressao 3D e modelagem por deposi¢ao fundida. Na terceira abordagem e que também sera
empregada neste trabalho a estrutura porosa ¢ produzida utilizando-se de uma alta tensdo ou

energia térmica via técnicas de eletrospinning, melt spinning dentre outras.

3.3.2.2 Resisténcia mecanica

As propriedades mecanicas da matriz extracelular natural sdo de suma importancia para
conduzir fungdes macroscopicas do tecido (ex. suportar solicitagdes externas) e na regulagdo
do comportamento celular via sinalizagdo por mecanotransducdo. No caso de aplicagdes
médicas, como o papel principal do scaffold ap6s a implantagdo € substituir temporariamente
as principais fun¢des mecanicas do tecido danificado, ¢ essencial considerar o estado de carga
fisioldgica do tecido nativo (LANZA, R. LANGER, R., VACANTI, J. 2014). Para a reprodugao
de tecido animal para consumo humano (Clean Meat) os scaffolds devem apresentar valores de
resisténcia mecanica suficientes para suportar as tensdes cisalhantes advindas de equipamentos
industriais de producdo (ex. biorreatores) e modulo de elasticidade suficiente para suportar
esforcos de expansao advindos dos tecidos crescentes, mantendo seu design quando submetido
a uma forca de trabalho. Em ambas as aplicacdes, os suportes tridimensionais também devem

permitir o manuseio sem a subsequente danificacdo da estrutura (ZOHORA, T.F, 2014).
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3.3.2.3 Condutividade elétrica

Scaffolds responsivos a estimulos elétricos também sdo importantes para regular a adesao
e a proliferacdo de células. Abordagens convencionais para fabricar estruturas tridimensionais
com condutividade elétrica melhorada requerem algumas etapas chave que incluem o
revestimento da superficie do polimero condutor ou o encapsulamento com particulados
condutores. CHEN, X. et al, 2018 estudou o comportamento de scaffolds condutores elétricos
produzindo-os a partir de um biomaterial abundantemente disponivel, o algodao. Utilizando-se
de técnicas de carbonizagdo a alta temperatura (800 °C), modifica¢ao de superficie por oxidagao
e revestimento de polidopamina, notou-se uma melhora significativa da hidrofilicidade e
citocompatibilidade das fibras. A estimulacdo elétrica acelerou a proliferacdo celular e a

diferenciagdo das células nervosas.

3.3.3 Tipos de scaffolds

3.3.3.1 Estruturas tridimensionais descelularizadas

Reconhecendo o importante papel da MEC no direcionamento do comportamento celular
e os inimeros desafios associados a obtencdo de scaffolds que reproduzam a complexidade do
microambiente celular hd um notavel aumento no interesse da utilizagdo de suportes
tridimensionais que ja contenham matriz extracelular naturalmente derivada. A técnica de

engenharia de tecidos que permite a obteng@o desses materiais ¢ chamada de descelularizagao.

Scaffolds descelularizados sdo uma categoria de estruturas porosas obtidas por meio de
etapas de tratamento quimico, mecanico e/ ou bioldgico projetadas para extrair componentes
celulares dos tecidos (ex. células nativas, DNA) enquanto idealmente causam mudangas
minimas na composicdo e arquitetura da MEC especifica do tecido (YANG.Y, 2017). O
objetivo da descelularizagdo ¢ extrair componentes antigénicos que desencadeiam uma resposta
imune, preservando as propriedades bioquimicas, biomecanicas e biofisicas especificas da
matriz extracelular. As estratégias de tratamento para descelularizagdo geralmente utilizam-se
de detergentes e/ou enzimas (SHAHINPOOR. M, SCHNEIDER, H.J, 2016). A MEC
descelularizada pode entdo ser repovoada com as proprias células do paciente ou do animal

para produzir um tecido personalizado.
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Como vantagem dessa categoria de scaffolds tem-se a diversidade de materiais de partida
que podem ser utilizados e seus formatos tais como 6rgaos, tecidos humanos, frutas, vegetais e
etc. As desvantagens associadas a esses materiais estdo no fato de que estruturas mais soltveis,
como glicosaminoglicanos, fibronectina e / ou laminina sdo frequentemente diluidas e perdidas
no processo de descelularizagdo, além das preocupagdes de que a presenga de detergente
residual possa ter efeitos citotoxicos. Além disso, ainda segundo o trabalho desenvolvido por
SHAHINPOOR. M, SCHNEIDER, H.J, 2016 frequentemente sdo relatadas limitagdes com
relacdo a taxa de difusdo de nutrientes dentro da estrutura o que demanda que os scaffolds

descelularizados sejam processados na forma de folhas finas ou pequenos fragmentos.

3.3.3.2 Hidroggéis

Os scaffolds de hidrogéis sdo biomateriais hidrofilicos tridimensionais capazes de
absorver e reter grandes quantidades de agua sem ocorrer sua dissolucdo. Essa capacidade de
inchar sob condig¢des bioldgicas faz deles uma classe ideal de materiais para algumas aplicagdes
biomédicas. A estrutura 3D ¢ mantida por meio de interagdes fisicas (entrelagamento de cadeia,
interagdes i0nicas, interagdes hidrofobicas e ligacdo de hidrogénio) ou ligacdes covalentes.
Hidrogéis produzidos utilizando polimeros naturais incluem proteinas como coldgeno e
gelatina, assim como polissacarideos como quitosana ou GAGs derivadas da MEC
(SHAHINPOOR. M, SCHNEIDER, H.J, 2016).

Devido ao seu alto teor de agua, os hidrogéis apresentam caracteristicas como alta
biocompatibilidade, permeabilidade ao oxigénio, nutrientes e outros metabolitos soluveis em
agua. Os scaffolds de hidrogel também oferecem o facil controle de parametros estruturais
como o teor de dgua, ajuste de arquitetura, além de se assemelharem aos tecidos moles naturais
mais do que qualquer outro tipo de biomaterial polimérico. A maioria dos scaffolds de hidrogel
sdo injetaveis e podem ser produzidos por fotopolimerizacdo sob condi¢des ndo agressivas a
células vivas (ZHU, J et.al, 2011). Outra técnica muito utilizada para a obtencdo dessas
estruturas ¢ a emulsificagdo e o processo envolve a agitagdo de uma mistura multifasica para
gerar pequenas gotas aquosas de precursores de hidrogel dentro de um meio hidrofébico (EL-
SHERBINY, .M, 2013). As desvantagens associadas ao uso de scaffolds de hidrogéis estao
relacionadas principalmente com a limitacdo de aplicagdo pois sdo frequentemente associados
a uma baixa resisténcia mecanica como consequéncia da grande quantidade de cadeias

poliméricas separadas por moléculas de dgua.
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3.3.3.3 Nanofibras poliméricas

Os materiais nanofibrosos sdo extremamente importantes e frequentemente escolhidos
como ponto de partida na engenharia de tecidos para a construcao de scaffolds. A mimetizagao
da matriz extracelular nativa ¢ essencial para alcancar a regenera¢do funcional dos tecidos.
Nesse contexto, a morfologia nanofibrosa tem sido uma das mais amplamente investigadas,
uma vez que mimetiza a rede de coldgeno fibrilar da matriz extracelular in natura. Os scaffolds
de nanofibra sdo caracterizados por uma elevada area superficial, alta permeabilidade ao
oxigénio e nutrientes que combinados com sua estrutura microporosa favorecem a adesao,
proliferacdo, migragdo e diferenciagdo (BHATTARI, 2004). As estruturas nanofibrosas
também demostraram uma resposta mecanica superior em comparagao com o desempenho de

hidrogéis devido ao alinhamento das cadeias poliméricas na estrutura.

Os scaffolds nanofibrosos podem ser produzidos com uma vasta gama de materiais
naturais (ex. colageno, quitina, amido, alginato e etc.) e sintéticos (ex. PLA, PLLA, PVA, Poly-
e-caprolactona) utilizando-se de técnicas versateis de fabricagdo como o electrospinning,
evaporacdo do solvente e separagdo de fases. Segundo LANZA, R. LANGER, R., VACANTI,
J. 2014, vantagens significativas foram relatadas para o uso de nanofibras sintéticas, que
mimetizaram com eficécia as principais caracteristicas da MEC, demonstraram comportamento
mais padronizavel do que os materiais naturais além de terem demonstrado maior viabilidade
de reproducdo em escala do que os estruturas descelularizadas. O autor ressaltou ainda a
promissoriedade da co-fiacdo de diferentes materiais (sintéticos e naturais), permitindo a
criagdo de topografias superficiais complexas, maior porosidade, aumento das atividades

biologicas e ajuste das propriedades mecanicas resultantes.

As técnicas desenvolvidas atualmente permitem a produg¢do de nanofibras depositadas
aleatoriamente e/ou alinhadas. REIGIER, J. e HUNEAULT, M. A, 2006 estudaram o impacto
da diferenca de orientagdo em fibras de PLGA implantadas na regido do tenddo. O material
produzido pelos autores era composto por por¢des de fibras alinhadas e por¢des de fibras
depositadas aleatoriamente, conforme Figura 5. Como resultado, a por¢ao alinhada mimetizou
com mais eficacia o alto nivel de alinhamento das fibras de coldgeno em um tendao e apresentou
valores de resisténcia mecanica de 142,5 MPa enquanto o aleatdrio apresentou valores em torno
de 52,7 MPa. O autor também avaliou a morfologia de células vivas em ambas as configuragdes

e observou que as células semeadas na por¢do aleatoria adquiriram formas irregulares e
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orientacdo aleatoria. Em contraste, as células semeadas na por¢do alinhada do material

adquiriram formas alongadas e orientacdo na dire¢ao do alinhamento das fibras.

Figura 5 -MEYV das nanofibras de PLGA com estrutura orientada (c) e aleatéria (d)

Fonte: REIGIER, J. e HUNEAULT, M. A (2006)

Outra categoria de nanofibras extremamente promissoras sio as fibras piezoelétricas. E
mapeado na literatura que estimulos elétricos sdo essenciais para a sobrevivéncia e adesdo
celular visto que em um organismo vivo campos elétricos de magnitude até 500 mV mm! sdo
endogenos, ou seja, originam do proprio interior do organismo. Esses campos elétricos
naturalmente gerados s@o originados de espécies idnicas dissolvidas no interior da MEC, cuja
movimentac¢do ddo origem a potenciais elétricos. SHAHINPOOR. M, SCHNEIDER, H.J, 2016,
demonstrou em suas pesquisas que a aplicagdo de um campo elétrico em uma célula produz
uma mudanga no potencial de sua membrana celular, que por sua vez resulta em uma

modificacdo do fluxo de ions por meio da membrana celular, conforme Figura 6.
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Figura 6 - Esquema de indu¢io de mudanca no potencial da membrana celular a partir de

nanofibras piezoelétricas.
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Fonte: SHAHINPOOR. M, SCHNEIDER, H.J (2016)

Essa indugdo de carga elétrica na membrana celular pode resultar ainda no estimulo a
diferenciagdo celular. Tal comportamento pode ser conseguido por meio da inclusdo de
particulas piezoelétricas poliméricas (ex. PLLA, PVDF) ou cerdmicas (CaTiO3) em matrizes

nanofibrosas.

3.4  Eletrofiacao

3.4.1 Técnica de eletrofiacao

Com o grande avango nos campos da nanotecnologia e das nanoestruturas a producao de
matrizes tridimensionais a partir da técnica de eletrofiacdo tem se tornado cada vez mais
interessante. A técnica de eletrofiacdo ou electrospinning apresenta vantagens consideraveis
sob outras metodologias conhecidas para a obten¢do de nanofibras tais como evaporagdo do
solvente ou separagdo de fases, visto que ¢ possivel obter uma alta razdo entre area superficial
por volume além de permitir o controle sobre a espessura, composicao e porosidade das malhas
a partir de uma modificacdo simples do sefup da maquina, tornando-a atrativa do ponto de vista
comercial. Dentre as dreas mais beneficiadas pelo uso da técnica estdo os setores médicos e
atualmente verifica-se o uso do electrospinning em testes piloto de setores altamente inovadores

como o campo da clean meat.
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De acordo com o estudo de SHAIDNER, A et.al, 2015 cataloga-se que até o ano de 2015
as nanofibras obtidas pela técnica eletrofiagdo foram preparadas testando-se apenas cerca de
100 tipos de polimeros diferentes de origens sintéticas e/ou naturais. Todas estas nanofibras
foram preparadas utilizando solvente ou melt spinning. Dessa forma, mesmo com o uso

difundido da técnica de eletrofiacdo, a compreensao desse método ainda ¢ muito limitada.

O processo propriamente dito de producao das fibras a partir da eletrofiagdo ¢ baseada no
principio fisico de aplicagdo de um alto potencial elétrico capaz de induzir forcas que estiram
as moléculas poliméricas presentes em uma solu¢do resultando na formagdo da fibra. Os
componentes basicos do equipamento de eletrofiacdo incluem uma fonte de alta tensdo, uma
agulha de didmetro pequeno, um coletor, uma bomba de infusdo e um tubo capilar com a

solucao polimérica, como apresentado na Figura 7.

Figura 7- Vista esquematica de um equipamento de eletrofiacio
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Fonte: Adaptado de KATTI, D.S, ROBSINSON, K.W et.al (2004)

No inicio do processo uma fonte de alta tensdo ¢ utilizada para gerar um alto potencial
elétrico entre a solucdo polimérica e o coletor (VENTURELI, R.B, 2017). O aumento no
potencial elétrico leva inicialmente ao alongamento da superficie hemisférica da solu¢do na
ponta do tubo capilar para obter uma forma conica conhecida como cone de Taylor. Um
aumento adicional faz com que o potencial elétrico atinja um valor critico, no qual ele supera
as forgas de tensdo superficial presente na solugdo polimérica provocando a formacdo de um

jato que € expelido da ponta do cone de Taylor. As forgas presentes no sistema sao responsaveis
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pelo estiramento das cadeias poliméricas da solu¢do resultando na formacao de fibras com
orientacdo aleatoria e que podem ser recolhidas em um coletor metalico aterrado estacionario

ou rotativo (KATTI, D.S, ROBSINSON, K.W et.al, 2004).

3.4.2 Parametros de equipamento

E mapeado na literatura que existem alguns fatores criticos que afetam o processo de
eletrofiacdo e devem ser idealmente controlados. Esses fatores podem ser classificados como
parametros de eletrofiacdo, de solugdo e parametros ambientais. Os pardmetros de eletrofiagao
incluem a tensdo aplicada (kW), a distancia entre a agulha e o coletor, a vazao da solugdo e
didmetro da agulha. Os pardmetros da solu¢@o incluem o solvente, a concentra¢do do polimero,
a viscosidade e a condutividade da solugdo. Os parametros ambientais incluem temperatura
umidade relativa do ar. No que se refere as influéncias advindas dos valores de tensdo aplicados,
HEIDER.A et.al, 2015 descreveu em seu estudo que uma redugdo do didmetro médio das
nanofibras depositadas ¢ verificado quando o valor de tensdo atribuido ultrapassa o ponto critico
do polimero. Como consequéncia ¢ gerado uma diminui¢do do cone de Taylor e um aumento
da velocidade do jato liberado, provocando a instabilidade do sistema e fazendo com que o jato
se quebre em goticulas resultando na subsequente formagao de beads. A Figura 7 ilustra o efeito

da instabilidade do sistema sob a cadeia polimérica em estiramento.
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Figura 8 - Esquema da formacao de beads por instabilidade do sistema de eletrofiacio

Jato
polimérico

Inicio da
instabilidade

inicio da segunda etapa da
formacao do bead

Formacido final do Bead

Fonte: Adaptado de HEIDER.A et.al, 2015

O aumento da vazdo da solucdo polimérica acima do valor critico também pode levar a
formagao de beads. HEIDER.A et al, 2015 observou que na eletrofiacao do poliestireno a vazao
de saida de 0,10 mL / min levou a formag¢ao de beads. No entanto, quando a vazao foi reduzida
para 0,07 mL/ min, formaram-se nanofibras sem defeitos estruturais. Quando o processo foi
avaliado em termos da distancia da agulha e do coletor, um grupo numeroso de pesquisadores
concluiram que nanofibras defeituosas e de grande diametro sdo formadas a medida que a
distancia entre ambos diminui. Apesar das vantagens explicitas, a técnica de eletrofiacdo
encontra algumas limitagdes praticas que demandam de novos estudos na drea como uma
possivel toxicidade dos residuos quimicos nas fibras pos-processamento e a baixa capacidade
produtiva dos equipamentos atuais (KHORSHIDL. S et.al, 2015).

3.5 Analise de oportunidades de mercado
Com o progresso tecnologico e o aumento dos investimentos no campo de biomateriais,

pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de scaffolds que suportam o desenvolvimento de

tecidos artificiais e tratamento de lesdes cresceram consideravelmente e sdo responsaveis por
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avancos significantes no setor de satde. De acordo com o estudo de mercado performado pela
empresa Grand View Research, o mercado global de scaffolds para aplicagcdes em medicina
regenerativa atingiu USD 295 milhdes em 2016 e podera atingir USD 1,5 bilhdes até 2024,
crescendo a uma taxa anual de 43,9% de 2016 a 2021. Ainda segundo o relatdrio, espera-se o
segmento de producdo de nanofibras apresente a maior taxa de crescimento anual nos préximos
anos. Além do campo de medicina regenerativa, a empresa Biomimetic Solutions avaliou que
as oportunidades no mercado global de scaffolds para clean meat podem chegar a USD 332
milhdes em 2026 (FERREIRA, R.V et.al, 2018).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Producao das nanofibras de acetato de celulose

4.1.1 Materiais

Para a producdo das nanofibras empregou-se o acetato de celulose massa molar (Mn)
30.000 g/mol da marca Aldrich Chemistry como polimero base para a construcao do scaffold,
a Dimetilformamida (DMF) - HCON(CH3),, P.M 73,09 da marca Chemistry e a Acetona-
(CH3).CO da marca VETEC (Sigma Aldrich), M.M 58.08 g/mol foram utilizados como

solvente.

4.1.2 Procedimento

Para a obtencdo das nanofibras de acetato de celulose baseou-se em trabalhos anteriores,
cujos parametros 6timos para producdo da solu¢do do mesmo (12 wt%) e a as condigdes do
electrospinning foram estabelecidas. (SILVA, A.B et.al, 2015). Para o preparo da solugdo,
pesou-se 0,96 g do p6 do polimero. Acrescentou-se acetona e DMF (dimetilformamida) em
uma propor¢ao de 3:1. O frasco contendo a solucdo foi vedado com papel aluminio e
parafilme e deixada no agitador magnético por 2h a temperatura de 30°C.

Em uma segunda etapa, ajustou-se o equipamento de eletrofia¢do para iniciar a operagao
com a solugdo preparada anteriormente. Para preparar o substrato a ser colocado no coletor do
equipamento, cortou-se uma folha de aluminio nas dimensdes de 10.5 mm de largura, 30 mm
de comprimento ¢ 0.08 mm de espessura. Essa folha de aluminio foi acoplada no coletor
giratorio do equipamento e a solugdo de acetato foi vertida na seringa do equipamento de
eletrofiacdo, verificando-se se o seu orificio se encontrava voltado para o meio da folha de
aluminio. A maquina de eletrofiagdo foi ajustada para a voltagem de 15 kV, rotacdo 380 rpm e
o processo foi iniciado. O ciclo de produgdo da fibra foi de 3 horas e verificou-se
constantemente se o orificio da agulha presa a seringa estava entupida visando ndo interromper
o processo de formagao das fibras. As fibras produzidas sob a folha de aluminio foram cortadas,
esterilizadas, identificadas e armazenadas em uma pasta de plastico para posteriores

caracterizacoes.
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4.2 Caracterizacoes do Material

4.2.1 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

As nanofibras de acetato de celulose produzidas pelo método de electrospinning (15 Kv)
e o acetato de celulose foram analisados utilizando-se a técnica de transmitancia. Os resultados
foram obtidos utilizando-se o equipamento Shimadzu, modelo IRPrestige-21 na faixa de
comprimento de onda de 4000 cm™! a 400 cm™! com resolugdo de 4 cm!. Os espectros foram

normalizados e as bandas de vibragdo foram associadas a grupos quimicos.

4.2.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

Utilizou-se o analisador térmico Shimadzu DSC-60 para se investigar o comportamento
térmico das amostras. Para este ensaio, amostras do material foram submetidas a dois ciclos de
aquecimento com o primeiro entre 35 e 350°C. A rampa de aquecimento utilizada seguia a taxa

de 10°C/min, sob uma atmosfera de nitrogénio.

4.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Microscopia Eletronica de Varredura foi utilizada para se verificar a qualidade da
formacao das nanofibras, regularidade da superficie da amostra, se houve a formagao de beads
que poderiam prejudicar sua aplicagdo e verificar a presenca de porosidade no material. O
equipamento utilizado para esta andlise foi o Shimadzu modelo SSX-500, com a utilizagdo de
uma tensdo de 15 kV. Para avaliar a distribuicdo do tamanho de raio das fibras, utilizou-se o

software ImagelJ.

4.3 Avaliacido da adesao, morfologia e viabilidade celular

Visando a validagdo biologica das nanofibras de acetato de celulose realizou-se testes
in vitro para se avaliar a biocompatibilidade do material. Utilizou-se o ensaio colorimétrico de
MTT e a microscopia eletronica de transmissdo para se verificar a viabilidade, adesdo,

morfologia, crescimento e diferenciacdo das células.
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4.3.1 Preparo do scaffold para o Cultivo Celular

Para o preparo e posterior realizagdo destas caracterizagdes, amostras das nanofibras
seguiram um protocolo de cultivo celular. Estas foram cortadas e inseridas em placas de cultivo
celular de 24 pogos, nos quais 12 foram preenchidos com os scaffolds e o restante foram
utilizados como controles positivo e negativo dos testes. Cada amostra foi estudada em

triplicata e cada estudo realizado em duplicata.

A fabricacdo do meio de cultura contou com a utilizagdo de: Dulbecco's Modifiel Eagle's
Medium (DMEM) high glucose (Gibco), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco),
e 1% de anti-anti (Gibco). O meio de diferenciagdo foi constituido de: Dulbecco's Modifiel
Eagle's Medium (DMEM) high glucose (Gibco), suplementado com 2% de soro de cavalo
(Gibco), e 1% de anti-anti (Gibco). Foi empregada uma linhagem de mioblastos imortalizados

de camundongos (C2C12) para serem cultivados nos scaffolds.

4.3.2 Cultura Celular

As nanofibras foram previamente hidratadas sendo submersas em 200 pL do
meio de cultura durante 24 horas a 37°C sob atmosfera de 5% de CO,. Em seguida esta solugao
foi removida para a adi¢do das células. 150 pL de meio de cultura contendo 8x10* células foram
adicionados a cada pogo da placa contendo o scaffolds. Os scaffolds e as células foram
incubados por 2 horas a 37°C e sob atmosfera de 5% CO, em seguida o volume dos pogos foi
completado até¢ 500 pL com meio de cultura. As células foram mantidas nestas condig¢des
durante 48 horas e 7 dias. A viabilidade celular foi avaliada pelo método MTT, a adesdo e

morfologia foram avaliadas por MEV.

4.3.3 Ensaio Colorimétrico (MTT)

Para a realizacdo deste teste utilizou-se as células coletadas apds a centrifugacao do
scaffold semeado com as mesmas em tempos diferentes de incubagdo: 2 e 7 dias. Em seguida
as mesmas foram fixadas para serem incubadas com a solugdo de MTT. Para este ensaio foi
utilizado o reagente para MTT (Invitrogen) sob uma concentragdo de 5 mg/mL, de acordo com
as instrugdes do fabricante. As células foram incubadas nesta solu¢do durante 2 horas sob uma
temperatura de 37°C sob atmosfera com 5% de CO» para a formacao dos cristais de formazan.

Os cristais formados de cada amostra foram posteriormente dissolvidos em pogos separados de
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I mL contendo 4cido isopropanoico. Por fim cada amostra foi identificada e transferida para
uma placa com 96 pogos e enviadas para a analise final no leitor de ELISA (Bioteck), no qual
foi avaliado a absorbancia para o comprimento de onda igual a 595 nm referente aos cristais de
formazan dissolvidos. A quantidade destes cristais ¢ proporcional ao nimero de células viaveis

e os resultados foram obtidos pela andlise em triplicata para cada amostra.

4.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura das nanofibras (MEV)-
Caracterizacao estrutural

As amostras foram preparadas adicionando-se uma solu¢ado de 2,5 % de glutaraldeido
durante 24 horas para fixa-las no scaffold, seguido por uma desidratacao gradual das amostras
em solugdes de etanol com concentragoes de 35%, 50%, 70%, 85%, 95% e 100% durante 15
minutos. Ap6s a desidratagdo foi realizada a secagem supercritica das amostras utilizando-se o
equipamento Bal-tec / Leica. As imagens foram obtidas utilizando-se um equipamento modelo
Shimadzu SSX-5000, e as analises foram feitas em triplicata para as amostras com 2 e 7 dias de

incubagao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1 Espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FTIR)

O espectro na regido do infravermelho obtido para as nanofibras produzidas esta

representado na Figura 9.

Figura 9 - Espectroscopia para a amostra de acetato de celulose
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Fonte: Autora

Os modos vibracionais dos grupos identificados em FTIR para a nanofibra de acetato de

celulose produzida encontram-se representados na tabela 1.
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Tabela 1 - Modos vibracionais dos grupos identificados para a amostra de nanofibra

Identificacido
I
11
11}
v

VI

Grupo Caracteristico Numero de Onda (cm™) Referéncia
Ligagdo -OH 3496 (XUEZZHONG, H.,2017)
Ligagdo C-H 2967-2876 (XUEZZHONG, H.,2017)
Ligagdo C=0 1739 (BARUD, H.S., et.al. 2008)
Ligagdo C-H 1370 (BARUD, H.S., et.al. 2008)
Ligagdo C-O 1224 (BARUD, H.S., et.al. 2008)
Ligagdo C-O 1032 (XUEZZHONG, H.,2017)

Fonte: Autora

A partir da espectroscopia infravermelha com transformada de Fourier (FTIR) foram

identificadas as bandas de vibragdo para a nanofibra produzida e posteriormente comparadas

com as nanofibras de AC obtidas por outros autores e datadas na literatura (Tabela 1). Além

disso, ndo foram observados picos que indicassem a presenca de acetona e DMF residual. O

acetato de celulose possui uma cadeia carbdnica derivada da reagdo de acetilacdo da celulose,

onde grupos acetil sdo incorporados a estrutura (CH3-C=0).

Visando complementar a caracterizacdo quimica do material, realizou-se uma

comparac¢do entre 0s espectros vibracionais obtidos para o p6 de acetato de celulose utilizado

na fabricacdo do material e da nanofibra de AC (Figura 10).

Figura 10 - Espectroscopia comparativa entre a amostra de acetato de celulose P.A. e a nanofibra
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Fonte: Autora
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Durante o procedimento experimental ndo foram propostas alteragdes ou modificacdes
na estrutura quimica do acetato de celulose, porém para validar a eficicia do método ¢
necessario avaliar a inexisténcia de picos vibracionais que indiquem a presenca de DMF e
acetona residuais. KHORSHIDI. S et.al, 2015 descreveu em seu trabalho que a técnica de
eletrofiacio pode encontrar algumas limitagdes praticas como uma possivel toxicidade
advindas de residuos quimicos nas fibras pds-processamento. De acordo com relatorio emitido
pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS), 2011 o DMF ¢ classificado como uma substancia
toxica e indutora do fendmeno de apoptose ou morte celular. As bandas vibracionais
identificadas para a nanofibra em comparag¢ao com o po6 de acetato de celulose foram similares
e apontam inicialmente para uma auséncia de grupos quimicos referentes aos solventes

utilizados.

5.2 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) (mudar de lugar- dsc vem

primeiro)

As imagens obtidas por meio da microscopia eletronica de varredura estdo representadas

pelas letras A, B, C e D na Figura 11.

Figura 11 - Microscopia de varredura eletronica para a amostra de nanofibra de AC
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Fonte: Autora
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A partir da analise das imagens de microscopia eletronica e partindo-se da utilizacdo da
tensdo de 15 kV no equipamento de eletrofiagdo, percebeu-se a formagdo de nanofibras
contendo poucos beads e irregularidades em sua superficie. HEIDER.A et.al, 2015 estudou a
influéncia dos valores de tens@o no processo de eletrofiacdo e descreveu que fibras altamente
irregulares sdo geradas quando o valor de tensdo aplicada ultrapassa um ponto critico do
polimero, no qual provoca uma instabilidade no jato polimérico e sua subsequente quebra em
goticulas (beads). A quantidade de beads verificados nas nanofibras foram pontuais, o que pode
ser um indicativo de que o valor de tensdo aplicado (15 kV) foi viavel para a produ¢do das

nanofibras de acetato de celulose com qualidade superficial.

A distribuicao de didmetros das nanofibras de AC produzidas esta representada na Figura

12.

Figura 12- Histograma representativo da distribuiciio de diAmetros das nanofibras
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Fonte: Autora

O histograma ¢ uma representagao estatistica muito comum para avaliar a homogeneidade
da distribuicdo do diametro de fibras em uma dada amostra (RIDOLFI, D.M, 2014). A partir
da andlise da Figura 12 ¢ possivel verificar uma distribuicao larga e dispersa para a amostra,
contendo fibrilas com didmetros que variam de 184 nm até 777 nm, com média em torno de
421 nm. Além disso, de acordo com medig¢des realizadas no software Origin Pro cerca de 70%

das fibras estdo abaixo de 400 nm de didmetro.
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5.3  Avaliacio da adesdo, morfologia e viabilidade celular com C2C12

A partir da cultura celular realizada obteve-se as imagens de microscopia eletronica de
varredura (Figura 13) para o controle preparado (A) e amostra contendo a nanofibra de acetato

de celulose (B) para 2 dias de incubagao.

Figura 13 - Microscopia eletronica de varredura realizada para a amostra de controle (A) e de

nanofibra de acetato de celulose (B) para 2 dias de incubacio

Fonte: Autora

A partir das imagens, observa-se que a superficie do controle ¢ bidimensional e propicia
a adesdo e o ancoramento dos mioblastos (C2C12). Esse fato pode ser comprovado pelo formato
achatado e alongado de algumas células. Para a amostra B, pode-se inferir que as nanofibras de
acetato de celulose propiciaram uma boa superficie para a adesdo e ancoramento celular pois

também ¢ observada a morfologia achatada e alongada de parte dos mioblastos.

A partir de uma ampliagdo da microscopia para a amostra da nanofibra (B) ¢ possivel
observar os prolongamentos ou emissdes do citoplasma. Na Figura 14 estdo representadas
imagens ampliadas nas quais sdo verificadas emissdes da membrana celular para a amostra
cultivada em ambiente bidimensional (amostra de controle) e em tridimensional (scaffold de
ACQ).
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Figura 14 - Microscopia ampliada para a amostra de controle (A) e de nanofibra de acetato de

celulose (B) para 2 dias de incubagao

Fonte: Autora

JACQUEMET, G et.al, 2015 sugeriu que uma das principais fungdes da filopodia em
ambientes bidimensionais ¢ o reconhecimento da topografia e rigidez da MEC.
CHAINOGLOU, E et.al, 2016 produziu em seu trabalho nanofibras de acetato de celulose
biofuncionalizadas com RGD e também observou, a partir do MTT realizado para 3 e 7 dias,
emissoes de membranas. De acordo com o autor, em um ambiente tridimensional esse
fendomeno ¢ indicativo de migragdo celular, deteccdo e interagdo com o biomaterial. (reforcar
barra de aumento)

A partir da observagdo dos resultados para 7 dias de incubagdo (Figura 15) observa-se

que houve uma alta ocupacdo da superficie do controle (A) com alto grau de uniformidade.
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Figura 15 - Microscopia eletronica de varredura realizada para a amostra de controle (A) e de

nanofibra de acetato de celulose (B) para 7 dias de incubacio

Fonte: Autora

Visando-se comparar a viabilidade celular das nanofibras de acetato de celulose na
presenga de mioblastos (C2C12) com o controle realizou-se o teste MTT e obteve-se o grafico
que relaciona a absorbancia do formazan produzido pelas mitocondrias das células em fungao

dos dias de incubacdo no controle e na nanofibra de acetato de celulose (Figura 16).

Figura 16 - Comparagio da viabilidade celular das amostras
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Fonte: Autora
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Segundo RISS, T.L, 2016 o ensaio de MTT baseia-se na atividade celular para se
determinar a viabilidade das mesmas sobre o material. Enzimas desidrogenases presentes nas
mitocondrias de células viaveis, ou seja, com suas atividades metabdlicas normais, sdo capazes
de converter os sais de tetrazdlio de coloragdo amarela e soltivel em 4dgua num produto de
coloragdo azul arroxeada, o formazan, insoliivel em dgua. Os cristais de formazan sdo entdo
dissolvidos e lidos em espectrofotometro, resultando no grafico de que mensura a absorbancia
versus tempo de incubacdo. Os resultados obtidos a partir do teste de MTT sdo entdo um

indicativo da quantidade de células ativas e vidveis em uma dada amostra.

A partir da Figura 16 observa-se uma menor viabilidade celular da amostra da nanofibra
em comparagao com o controle no periodo de incubacao de 2 dias. Para 7 dias de incubacao, a
viabilidade celular das nanofibras foi maior do que a observada no controle. Pode-se inferir que
com o decorrer do tempo a nanofibra produzida se torna mais viavel ao crescimento celular do
que o proprio controle, que foi estabelecido como referéncia positiva ao inicio dos testes. Para
os proximos trabalhos os testes serdo conduzidos de forma a avaliar a capacidade do material

induzir o fendmeno de diferenciagdo dos mioblastos em células musculares.
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6 CONCLUSAO

A demanda pela producdo de scaffolds eficientes, produzidos a partir de biopolimeros de
baixo custo tem se mostrado cada vez mais solida, englobando ndo somente a possibilidade de
utilizagdo em areas médicas mas como no setor de producgdo de carne in vitro. Neste trabalho,
utilizou-se de abordagens iniciais para avaliar o desempenho de alguns pardmetros produtivos
da técnica de electrospinning na constru¢do de um scaffold nanofibroso de acetato de celulose
viavel para aplicacdo no setor de clean meat. O procedimento realizado no presente trabalho
resultou na obtencdo de nanofibras com relativa qualidade superficial e baixa concentragdo de
defeitos (beads) resultando num ambiente favoravel a adesao e proliferagdo celular. Somente a
analise quimica realizada (FTIR) ndo foi capaz de detectar a presenca de solvente residual
identificada posteriormente a partir do DSC. Esse resultado indica uma necessidade do
aprimoramento da técnica de evapora¢do dos solventes utilizados principalmente visando
aplicacdes em clean meat, que demandam de produtos finais livres de substancias ndo

aprovadas para alimentacao.

A viabilidade celular, adesdao e morfologia de células vivas (mioblastos - C2C12) foram
avaliadas quando em contato com o material, e percebeu-se um aumento da viabilidade quando
comparada a amostra de controle bidimensional ap6s 7 dias, demonstrando eficicia na interagdo
inicial desse biopolimero com os receptores celulares. Apesar da limitagdo de capacidade
produtiva e a frequente instabilidade da solugdo polimérica no sistema, a obtengao dos scaffolds
de acetato de celulose pela técnica de eletrofiagdo mostrou-se promissora. Estudos futuros
necessitam ser realizados a fim de se prosseguir com a validagdo do comportamento da
nanofibra in vivo, sob efeito de esfor¢os mecanicos ou mesmo com a adigdo de cargas ou

funcionalizacdo em sua superficie.
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