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RESUMO

O presente estudo apresenta uma metodologia para sintese de mantas de acetato de
celulose por meio da técnica de eletrofiacdo, avaliando a potencial aplicacdo deste material
para engenharia de tecidos. As mantas de acetato de celulose foram caracterizadas por
Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e Microscopia
eletrnica de varredura (MEV). Foram realizadas analises qualitativas e quantitativas das
imagens obtidas. Foram medidos os diametros e a distancia entre nanofibras, com objetivo
de verificar a existéncia de espago suficiente para crescimento celular e de vasos
sanguineos. As nanofibras foram produzidas utilizando-se uma solucdo 12% m/m de
acetato de celulose. A diferenca de potencial aplicada durante a eletrofiacdo foi de 15 kV e
a distancia de trabalho entre o coletor e a agulha foi de 10 cm. As nanofibras apresentaram
morfologia ndo orientada e com a presenca de beads. A porosidade e elevada area
superficial intrinseca das nanofibras eletrofiadas faz com que essas estruturas apresentem

grande potencial como scaffold para engenharia de tecidos.

Palavras-chave: Acetato de celulose; Scaffold; Eletrofiacéo.



ABSTRACT

The present study presents a methodology for synthesis of cellulose acetate
nanofibers by electrospinning technique and evaluation of the potential applicability of this
material for tissue engineering. The electrospun cellulose acetate mats were characterized
by Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR) and Scanning Electron Microscopy
(SEM). Qualitative and quantitative analysis were performed on the images obtained. The
diameters and the distance between nanofibers were measured in order to verify the
existence of voids for cell and blood vessel growth. The nanofibers were produced using a
12% wi/w cellulose acetate solution. The voltage applied during electrospinning was 15 kV
and the working distance between the collector and the needle was 10 cm. These nanofibers
showed non-oriented morphology with the presence of beads. Porosity and high surface
area are intrinsic properties of electrospun nanofibers that provide them a great potential as
a scaffold for tissue engineering.

Keywords: Cellulose acetate; Scaffold; Eletrospinning.
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1 INTRODUCAO

A engenharia de tecidos € um campo emergente, interdisciplinar que aplica
ferramentas das ciéncias biomédicas e de engenharia para auxiliar na formacgdo ou
regeneracdo de um tecido, com intuito de restaurar, manter ou melhorar a funcdo do mesmo
(RATNER et al., 2004).

LesGes em tecidos e 6rgdos podem ser tratadas por meio de scaffolds, projetados
adotando-se os principios da engenharia de tecidos. No entanto, esta area da ciéncia apresenta
limitacGes, tais como obtencdo de bioatividade, estabilidade mecanica, microestrutura e
geometria adequadas a regeneracdo (GHORBANI et al., 2020). Scaffolds para reparar um
tecido devem ser atoxicos, ter boa biocompatibilidade, serem biodegradaveis e capazes de
interagir especificamente com o tipo de célula de interesse. Além disso, devem apresentar
porosidade e interconectividade de poros adequada, bem como caracteristicas mecanicas
(resisténcia e tenacidade) similares as do tecido a ser regenerado, visando mimetizar as
condicdes do tecido natural (HENCH; JONES, 2005).

Nanofibras obtidas pela técnica de eletrofiacdo sdo comumente empregadas como
scaffold para regeneracao tecidual, por apresentarem caracteristicas interessantes no ambito da
engenharia de tecidos, como sua estrutura tridimensional, elevada area superficial em relacédo
ao volume, alta porosidade, diametro ultrafino e propriedades biorreabsorviveis (LI et al.,
2012). Além da aplicagdo para regeneracgdo tecidual, nanofibras especiais podem ser utilizadas
para tratamento e diagndéstico de enfermidades, liberacdo controlada de farmacos, ou ainda
como filtros para extracdo de fase sélida.

Diante das vantagens apresentadas sobre a utilizagcdo de nanofibras poliméricas no
desenvolvimento de scaffolds, o presente estudo apresenta uma metodologia para producao de
mantas de acetato de celulose por meio da técnica de eletrofiacdo, avaliando a potencial

aplicacdo deste material para engenharia de tecidos.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Sintetizar mantas de acetato de celulose por meio da técnica de eletrofiacao.

2.2 Objetivos especificos

Preparar solucdo homogénea de acetato de celulose, cujos solventes possuam ponto de
ebulicdo favoravel para a producdo de nanofibras utilizando a técnica de eletrofiacéo;

e Definicdo de parametros de processamento para a eletrofiacao;

e Caracterizar as mantas obtidas quanto a morfologia, por meio de Microscopia eletronica
de varredura (MEV), e quimicamente por Espectroscopia no infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR);

e Analisar os resultados das caracterizaces.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Engenharia de tecidos

A perda ou falha de um o6rgéo ou tecido é um problema grave, frequente e de alto
custo para a saude publica, acometendo milhdes de pacientes por ano em todo o mundo.
Dados referentes aos pacientes atendidos pelo servico de cirurgia plastica reconstrutiva do
hospital Jodo XXIIl, em Belo Horizonte/MG, revelam que as lesdes, que motivam a maioria
dos atendimentos, sdo traumas nos membros inferiores envolvendo partes moles e/ou Gssea e
lesbes complexas na face e couro cabeludo. Os acidentes de transito constituem a causa
majoritaria das internaces, correspondendo a 44,85% dos casos (SOUZA et al., 2014).

Algumas formas comuns de tratamento para érgdos ou tecidos lesados sdo por meio

de transplantes de 6rgdos de um individuo para outro, reconstrucdo cirdrgica, uso de
dispositivos mecanicos e proteses. Apesar de estes métodos salvarem muitas vidas eles
apresentam alguns inconvenientes, tais como, incompatibilidade entre doador e paciente,
filas de espera, e o0 fato de dispositivos mecanicos e préteses ndo serem capazes de reunir
todas as fungdes de um 6rgao (LANGER; VACANTI, 1993).

Para superar esses problemas, a engenharia de tecidos surge como um campo
emergente, interdisciplinar que aplica ferramentas das ciéncias biomédicas e de engenharia
para auxiliar na formacao ou regeneragcdo de um tecido, com intuito de restaurar, manter ou
melhorar a funcdo do mesmo (RATNER et al., 2004).

Uma abordagem tipica da engenharia de tecidos é o cultivo de células diferenciadas
ou indiferenciadas em um scaffold biorreabsorvivel e, em seguida, sua maturagéo in vitro em
um biorreator. O ambiente do biorreator proporcionara condi¢Ges favoraveis ao crescimento,
proliferacdo e diferenciacdo dessas células, provendo nutrientes e fatores de crescimento.
Durante a maturacdo, as células proliferam e sintetizam matriz extracelular para formar
um “novo” tecido. Em um segundo momento, o material & implantado no organismo, onde
ocorre remodelagdo in vivo, promovendo recuperacdo de estrutura e funcdo normais do
tecido / 6rgdo (RATNER et al., 2004).

Um desafio chave na engenharia de tecidos € entender quantitativamente como as
células respondem a sinais moleculares e integram estimulos maltiplos para gerar uma dada
resposta, bem como, controlar interacGes entre células e biomateriais para que a resposta
celular seja especifica, ou seja, com o receptor desejado (LANGER; VACANTI, 1993).

Os primeiros registros do uso de materiais para aplica¢cbes biomédicas datam de
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cerca de 2000 anos antes de Cristo, no Egito antigo, quando foi introduzido o uso de suturas
e bandagens de linho e substitutos dsseos feitos de madeira. No entanto, os biomateriais
comecaram a ser mais estudados e desenvolvidos por volta da década de 1950. O objetivo
da primeira geracdo de biomateriais era o desenvolvimento de materiais bioinertes, com
minima interagdo/reacdo com o organismo (RATNER et al., 2004).

Nenhum material € completamente inerte em contato com o organismo, porém, para
0s materiais considerados como bioinertes, a Unica resposta ao implante é a formacdo de
uma cépsula fibrosa em seu entorno, como tentativa do organismo de isolar o corpo
estranho. Exemplos de biomateriais bioinertes sdo a alumina, zircénia, ago inoxidavel e
polietileno de alta densidade (PEAD) que sdo utilizados em préteses de quadril (HENCH;
JONES, 2005).

Considera-se que 0s biomateriais desenvolvidos a partir da década de 1980
constituem a segunda geracdo de biomateriais. Nesta geracdo, foram introduzidos os
conceitos de materiais biorreabsorviveis e bioativos, que apresentam reacdo controlada com
o ambiente fisiologico (RATNER et al., 2004).

Materiais biorreabsorviveis sdo aqueles que se dissolvem, quando em contato com
fluidos corpdreos. Os produtos dessa dissolucdo podem ser excretados pelos rins. Os
materiais biomédicos reabsorviveis mais comuns sdo polimeros que se degradam pela cisdo
de suas cadeias principais como os acidos poligliclico (PGA) e polilatico (PLLA) e seus
copolimeros (HENCH; JONES, 2005).

Ja os materiais bioativos estimulam uma resposta biolégica do organismo, tal como
a formacdo de ligacdo com o tecido. Existem duas classes de materiais bioativos: oS
osteocondutores e 0s osteoprodutores. Os osteocondutores ligam-se ao tecido duro (0sseo) e
estimulam o crescimento do 0sso ao longo da superficie do material bioativo, um exemplo
de material osteocondutor é a hidroxiapatita sintética e ceramicas de fosfato de célcio.
Materiais osteoprodutores estimulam o crescimento de tecido 0sseo mais afastado da
interface osso/implante. Exemplos de materiais osteoprodutores sdo os vidros bioativos, 0s
quais podem também se ligar a tecidos moles como gengiva e cartilagem (HENCH,;
JONES, 2005).

Na terceira geracao de biomateriais (anos 2000 aos dias atuais), surge o conceito de
engenharia de tecidos, cujo objetivo é a regeneracdo funcional do tecido. Ocorrendo
biointeratividade, integracdo entre tecido e implante e reabsor¢do do biomaterial até a
completa substituicdo pelo tecido original, como exemplificado na Figura 1.
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O que é permitido por meio do estimulo de resposta celular especifica a nivel molecular.
(RATNER et al., 2004).

Figura 1 — Principios basicos da engenharia de tecidos
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Fonte: Adaptado de STOCK; VACANTI, 2001.

3.2 Scaffolds

Uma vasta gama de materiais sintéticos e naturais tém sido usados para produzir
sacaffolds em trés dimensbes (3D) para atuar como uma matriz extracelular artificial.
Scaffolds para reparar um tecido devem ser atéxicos, ter boa biocompatibilidade, serem
biodegradaveis e capazes de interagir especificamente com o tipo de célula de interesse.
Além disso, deve apresentar porosidade e interconectividade de poros adequada, bem como
caracteristicas mecanicas (resisténcia e tenacidade) similares as do tecido a ser regenerado,
visando mimetizar as condicdes do tecido natural (HENCH; JONES, 2005).

3.2.1 Tecidos descelularizados

A técnica de descelularizacdo de tecidos possibilita a fabricacdo de scaffolds para
tecidos especificos, que mimetizem os sinais fisicos e quimicos essenciais para a adesdo
celular, proliferacdo, migracdo, diferenciacdo e restauracdo de funcdo. Matrizes
descelularizadas consistem de uma estrutura de proteinas com a arquitetura da matriz
extracelular preservada, contendo colageno, glicosaminoglicanos, fibronectina e também

proteinas sinalizadoras, responsaveis por estimular a migragdo, diferenciagéo e proliferacéo
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celular (MILAN et al., 2019).

Com o desenvolvimento da engenharia de tecidos e medicina regenerativa, 0S
biomateriais baseados em uma matriz descelularizada ja foram amplamente utilizados em
reconstrucdo de tecidos e reabilitacdo, e tém alcancado grande sucesso devido a sua alta
biocompatibilidade. Esses biomateriais podem ser utilizados para tratamento de
gueimaduras, estomatologia, oftalmologia, cirurgia de cabeca e pescoco, reconstrugdo
mamaria, reconstrucdo de bexiga urindria, valvulas cardiacas, vasos sanguineos, entre outros
(YAO etal., 2019).

No estudo de Milan et al. (2019) foi desenvolvido um protocolo para fabricacdo de
scaffolds de derme descelularizada, derivada de doadores humanos. Neste método, amostras
de pele sdo subsequentemente processadas para remover a camada epidermal e componentes
celulares, preservando a matriz de colageno. Uma solucdo contendo antibidticos é utilizada
para lavar a camada epidermal, removendo-a. Uma combinagdo de tratamentos fisicos e
quimicos é utilizada para remover resquicios de acido desoxirribonucleico (DNA) e material

celular. A esterilizacdo é realizada por meio de radiacdo gama.

3.2.2 Hidrogeis

Por definicdo, os hidrogéis sdo materiais compostos por polimeros biodegradaveis
que permitem a retencdo de grandes quantidades de &dgua sem dissolucdo do proprio
polimero. Isso os torna muito semelhantes aos tecidos biolégicos, que sdo permeaveis a
pequenas moléculas e possuem baixa tensdo interfacial (RATNER et al.,, 2004).
Hidrogéis tém ganhado atencdo como scaffold para engenharia de tecidos devido a sua
estrutura similar a da matriz extracelular (ECM). Estes materiais promovem
microambientes 3D para o funcionamento, proliferacdo e sobrevivéncia celular
(MOHAMMADINEJAD et al., 2019).

Algumas aplicacdes dos hidrogéis na engenharia de tecidos s&o como implantes para
substituicdo de tecido cartilaginoso, tratamento de queimaduras e feridas de dificil
cicatrizagdo, discos para medula espinhal. Além disso, sua utilizacdo para liberacéo
controlada de farmacos é amplamente explorada, podendo ser combinada com a funcéo de
scaffold (RIMMER, 2011). Os principais polimeros utilizados como hidrogéis sdo o
poli(alcool vinilico) (PVA), poli(6xido de etileno) (PEO), poli(vinilpirrolidona) (PVP)
poli(etileno glicol) (PEG) (VILLANOVA; OREFICE; CUNHA, 2010).

As principais rotas de obtencdo de hidrogéis sdo: 1) a reticulacdo de polimeros de alto
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peso molecular; 2) copolimerizagdo com monémeros multifuncionais e 3) acoplamento dos

grupos terminais de oligbmeros (RIMMER, 2011).

3.2.3 Espumas porosas

Outro tipo de scaffold muito estudado com vistas a regeneracdo tecidual sdo as
espumas porosas. Tradicionalmente, scaffolds funcionais tém sido preparados empregando-
se dispersbes aquosas, de polimeros sintéticos ou naturais, as quais adiciona-se bolhas de
gés, seguido de cura/gelificacdo. As principais varidveis que devem ser controladas na
producdo das espumas para fins biomédicos sdo: porosidade, interconectividade de poros,
morfologia, performance mecéanica, biocompatibilidade e biodegradabilidade (FERREIRA et
al., 2020).

Uma aplicacdo recorrente das espumas porosas é na regeneracao do tecido ésseo, no
entanto, uma eficiente vascularizacdo acompanhada de regeneracéo tecidual ainda apresenta-
se como desafio nesse campo. Em estudo, a técnica do dioxido de carbono supercritico foi
adotada para fabricar scaffolds de poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) e vidro
bioativo mesoporoso, cujas imagens de microscopia eletronica de transmissdo sdo mostradas
na Figura 2. Este scaffold apresentou propriedades mecanicas e de degradacdo adequadas,
bem como bioatividade. A incorporacdo de um lipidio bioativo a espuma induziu a formacao

de vasos sanguineos (LI et al., 2019).

Figura 2 — Espumas de PLGA e PLGA associado ao vidro bioativo mesoporoso (MBG-
PLGA)

Fonte: LI et al., 2019.
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3.2.4 Scaffolds obtidos por impressédo 3D

Lesdes em tecidos e Orgdos podem ser tratadas por meio de scaffolds, projetados
adotando-se os principios da engenharia de tecidos. No entanto, esta area da ciéncia apresenta
limitagOes, tais como obtengdo de bioatividade, estabilidade mecéanica, microestrutura e
geometria adequadas a regeneragdo. Para superar os desafios mencionados e revolucionar os
tratamentos tradicionais, a tecnologia de manufatura aditiva tem sido desenvolvida para
produzir scaffolds especificos para cada paciente e fabricacdo de matrizes multicamadas com
diferentes microestruturas e materiais (GHORBANI et al., 2020).

Dentre os exemplos dessa aplicacdo estd o scaffold, produzido por prototipagem
rapida, utilizado no tratamento de defeitos dsseos, discutido no trabalho de Lai et al. (2019).
Nesse estudo, uma solucdo viscosa contendo PLGA, ions magnésio e trifosfato de calcio
(TCP) foi utilizada como matéria prima para a producdo de um scaffold poroso, depositado
camada por camada por impressdo 3D. Os scaffolds produzidos foram, entdo implantados no
fémur de coelhos, para avaliacdo de sua eficiéncia in vivo. Apds 8 semanas foi possivel
observar a formacdo de vasos sanguineos consolidados e apds 12 semanas melhora da
formacdo Ossea e fortalecimento das propriedades mecénicas do 0sso recém formado. Na
Figura 3, é apresentado o esquema de fabricacdo e implante desse scaffold.

Figura 3 — Fabricacao de scaffolds por impressédo 3D
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3.2.5 Nanofibras poliméricas obtidas por eletrofiacdo

Eletrofiacdo € uma técnica utilizada para dissipar uma solucdo viscosa em fibras
continuas com didmetros variando de micrémetros a nandmetros. A técnica é eficiente para
obtengdo de nanofibras poliméricas. Fibras eletrofiadas sdo obtidas pela aplicagdo de um
campo elétrico na solucdo polimerica resultando em fibras entrelacadas com elevada area
superficial em relacdo ao volume e alta porosidade (BENZ, 2018).

Dentre as varias aplicacbes das nanofibras eletrofiadas estdo os scaffolds para
regeneracdo tecidual, que apresentam caracteristicas interessantes no &mbito da engenharia
de tecidos, como sua estrutura tridimensional, elevada &rea superficial, didmetro ultrafino e
propriedades biorreabsorviveis (de acordo com a solucdo utilizada para eletrofiacdo (LI et

al., 2012). Na Figura 4, ha um exemplo de imagem de MEV de nanofibras de PVA.

Figura 4 — Nanofibras de PVA

Fonte: Proprio autor.

Nanofibras poliméricas sdo comumente utilizadas como scaffold no campo de
curativos para feridas crbénicas. Um exemplo dessa aplicacdo s@o nanofibras de
PVA/gelatina com incorporacdo de Carica papaya obtidas por eletrofiacdo. Este scaffold
mostrou excelente atividade antibacteriana contra as bactérias Gram-positivas
Staphylococcus aureus (S. aureus) e Gram-negativas Escherichia coli (E. coli). Esses
resultados comprovaram que o scaffold é promissor para aplicacdo em cicatrizacdo de
feridas (AHLAWAT; KUMAR; GOPINATH, 2019).
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A associacdo entre nanofibras e nanomateriais magnéticos, pode ser aplicada na &rea
de engenharia de tecidos, como terapia para perda 0ssea. Proliferacdo e diferenciagdo de
células 6sseas sdao moduladas por muitos fatores. Nanofibras, associadas a aplicacdo de um
campo magnético externo de intensidade moderada, séo capazes de estimular a proliferacéo
e diferenciacdo de osteoblastos. Em estudo de Cai et al. (2015) nanofibras magnéticas, para
esta aplicacdo, foram preparadas por eletrofiacdo de uma solugdo contendo PLLA e
nanoparticulas ferromagnéticas (Fe3Oy).

Nanofibras eletrofiadas apresentam-se como terapia promissora para lesfes do sistema
nervoso periférico, seu desempenho pode ser modulado por meio de sinais quimicos,
caracteristicas morfoldgicas e propriedades elétricas. Um scaffold de nanofibras alinhadas,
modificadas, eletricamente condutoras, composto por poli(acido latico) (PLA) e polipirrol
(PPy) foi produzido para regeneracdo de nervos. Uma superficie hidrofilica foi criada pelo
recobrimento com poli-ornitina, que foi capaz de proporcionar um ambiente melhor para a
adesdo celular. Aléem disso, as fibras alinhadas mostraram-se capazes de induzir o
crescimento das células PC12 (células nervosas) na direcdo da fibra (TIAN et al., 2016).

Além da aplicacdo para regeneracdo tecidual, nanofibras especiais podem ser
utilizadas para tratamento de enfermidades. Um dispositivo de nanofibra magnética
inteligente, para tratamento por hipertermia endoscépica e liberacdo controlada de farmaco
quimioterapico foi desenvolvido por um grupo de pesquisa na Coreia. O dispositivo foi
sintetizado pela eletrofiacdo de uma solucdo do polimero PLGA contendo nanoparticulas
magnéticas. Estas nanofibras foram impregnadas em uma solucdo contendo farmaco
quimioterapico. O estudo in vitro confirmou que o dispositivo inteligente exibiu eficacia no
combate as células tumorais pela aplicacdo simultanea da hipertermia e liberacdo controlada
do farmaco (SASIKALA et al., 2015).
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3.3 Acetato de celulose

O acetato de celulose (AC) é um dos derivados da celulose com maior importancia
comercial, principalmente devido as propriedades de biocompatibilidade, custo relativamente
baixo, ser pouco higroscopico e possuir excelente resisténcia quimica e ao calor. O AC é um
polimero semi-natural obtido no processo de acetilacdo da celulose e pode ser utilizado na

producdo de nanofibras via técnica de eletrofiacdo. (WSOO et al., 2020).

Figura 5 — Estrutura do acetato de celulose

Fonte: CERQUEIRA et al., 2010.

A reacdo de sintese do AC foi descoberta por Paul Schitzenberger em 1865, a
qual ocorre com a substituicdo dos grupos hidroxila da celulose por grupos acetila, como
mostrado na Figura 5, os produtos da reacdo sdo um éster (AC) e agua (SILVA, 2019).

O AC pode ser obtido a partir de varias matérias primas, tais como algodao, casca
de coco babacu, bagaco de cana-de-acUcar, etc. A primeira etapa para obtencdo do AC é a
extracdo e purificagdo da celulose de fontes naturais. A celulose purificada adiciona-se
acido acético e acido sulfarico (que atua como catalisador), o produto final é neutralizado
com carbonato de sddio até atingir pH igual a 7 (AMARAL et al., 2019).

De acordo com o grau de substituicdo do AC, varia sua solubilidade. O grau de
substituicdo (GS) pode variar de 0 a 3. Sendo a celulose insoltivel na maioria dos solventes,
uma vez que ndo possui nenhuma substituicdo. O monoacetato (GS=1), é relativamente
soltvel em agua, o diacetato (GS=2) é soltuvel em acetona e tetrahidrofurano, por sua vez, o
triacetato (GS=3) é sollvel em uma gama maior de solventes (SILVA, 2019).

Propriedades mecénicas, tais como elasticidade, resisténcia a tracdo e
alongamento, sdo comumente investigadas para aplicacGes biomeédicas. Segundo Golizadeh

et al. (2019), nanofibras de acetato de celulose apresentam aproximadamente 2,5 MPa
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(Mega Pascal) de resisténcia a tracdo e mddulo de Young de 125 MPa. As propriedades
mecanicas do AC podem ser elevadas por meio da promocao de ligacdes cruzadas entre as
cadeias poliméricas, bem como por meio da formacdo de blendas com polimeros que
possuem propriedades mecanicas superiores.

Nanofibras eletrofiadas de AC ndo sdo totalmente biodegradaveis dentro do
organismo humano devido a falta da enzima celulase, mas podem ser degradadas por
microorganismos. A biodegradacdo de nanofibras de AC in vivo, de acordo com sua
aplicacdo, pode ser considerada um desafio. Apesar disso, o AC possui excelente
biocompatibilidade (WSOO et al., 2020).

Em estudo de Golizadeh et al. (2019), foi comprovado a partir de ensaio de
viabilidade celular que nanofibras de AC ndo produzem nenhum efeito citotoxico em
células tronco. Além disso, apresentam alta viabilidade celular. A adesdo celular é
influenciada pela quimica de superficie das nanofibras. Quando células tronco foram
cultivadas na superficie de nanofibras de AC modificadas com o intuito de aumentar sua
hidrofilicidade, a adesao celular foi mais favoravel. Os resultados mostraram que a adesdo
celular € fortemente aumentada nas superficies modificadas com grupos carboximetil e
amonio quaternario. Os estudos mostraram biocompatibilidade e néo citotoxicidade dessas
nanofibras.

O AC tem sido comumente utilizado em sistemas de drug delivery, com
administracdo transdérmica ou tdpica, curativos e diversas aplicacdes biomédicas. Filmes
de AC também podem ser obtidos na forma de membranas que podem ser aplicados no
processo de osmose reversa, para purificacdo de agua, hemodialise, bem como para

purificacdo de sucos de fruta na industria de alimentos.

3.4 A técnica de eletrofiacao

S&0 necessarios quatro componentes para a eletrofiagdo de uma solugéo polimérica:
uma fonte de alta voltagem, um tubo capilar, que pode ser uma agulha de pequeno
didametro, uma bomba de infusdo e um prato coletor aterrado. Um eletrodo é conectado a
agulha, encaixada em uma seringa preenchida com a solucdo polimérica. Ao passo que 0
outro eletrodo é fixado ao coletor aterrado. Na figura 6, € mostrado um esquema

representativo do aparato de eletrofiacao.
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Figura 6 — Esquema ilustrativo da técnica de eletrofiagdo
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Fonte: OLIVEIRA et al., 2016.

O campo elétrico é aplicado na extremidade do tubo capilar contendo o fluido e ird
induzir uma carga elétrica na superficie do liquido, resultando em uma forca oposta a sua
tensao superficial. Como a intensidade do campo elétrico aumenta, a superficie do fluido na
ponta do tubo alonga-se adquirindo forma codnica, conhecida como cone de Taylor,
representado na Figura 7. O jato de solugdo € estavel apenas na regido proxima a ponta da
agulha. Depois, jatos instaveis sdo observados. Na trajetdria da agulha ao coletor, o solvente
evapora e fibras secas sdo depositadas. As fibras coletadas sdo, geralmente, na forma de
manta (SALLES, LOMBELLO, D'AVILA, 2015).

Figura 7 — Formacao do cone de Taylor
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Existem muitos pardmetros que podem influenciar no processo de eletrofiagéo de
solucBes poliméricas. Esses parametros envolvem a solucdo utilizada, o processo e
parametros ambientais. Em relacdo a solugdo os principais parametros sao: viscosidade,
tensdo superficial, condutividade elétrica, tipo de solvente, concentracdo. Enquanto que os
principais parametros para o processo séo voltagem aplicada, taxa do fluxo e distancia da
ponta da agulha ao prato coletor. Os pardmetros ambientais incluem temperatura e umidade
do ambiente (SCHNEIDER; CORREA, 2017).

3.4.1 Parametros da solucéo

Os parametros da solucdo relacionam-se com as propriedades fisico-quimicas dos
polimeros, dos solventes e com as interacGes do tipo polimero- solvente, propriedades que
influenciam na morfologia e geometria das nanofibras (VENTURELLI; GRIPA, 2017).

A concentracdo de polimero nas solugbes ira influir na sua viscoelasticidade,
parametro muito importante na eletrofiacdo. Para que as nanofibras produzidas sejam
uniformes é necessario que haja um grau de entrelacamento das cadeias da solucdo
polimérica, que depende da viscoelasticidade. O aumento da viscoelasticidade aumenta o
diametro das fibras obtidas. Uma solucdo com baixa viscoelasticidade (baixa concentracdo
de polimero) tem pouco emaranhamento das cadeias poliméricas 0 que gera um
espalhamento do jato de solucdo (electrospraying) sem que haja eletrofiagdo (COSTA et al.,
2012).

O inicio da eletrofiacdo ocorre quando a voltagem aplicada supera a tensdo
superficial da solucdo. A reducéo da tensdo superficial favorece a formacéo de fibras sem
defeitos (beads).

A condutividade elétrica influencia na morfologia das nanofibras, solu¢bes com
maior condutividade permitem maior alongamento do cone de Taylor, resultando em
diminuicdo do diametro das fibras. Esse efeito pode ser conquistado com a adicdo de sais a
solucdo, resultado da maior mobilidade de ions. Polimeros condutores também apresentam

0 mesmo efeito, um exemplo desse tipo de material € a polianilina (MORAD et al., 2016).
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3.4.2 Parametros do processo

Os valores de campo elétrico aplicado influenciam na formacgéo de um jato estavel,
porém o valor ideal da voltagem varia dependendo do polimero utilizado e sua
concentracdo na solucdo. O campo elétrico também estd diretamente relacionado com a
formacéo de contas nas nanofibras. A distancia da ponta da agulha ao coletor (distancia de
trabalho) deve ter um valor minimo para assegurar a evaporacdo completa do solvente, e
um valor maximo para que o campo elétrico atue na formacao do cone de Taylor e assim
formem-se as nanofibras (COSTA et al., 2012).

3.4.3 Parametros ambientais

De acordo com a natureza quimica do polimero, a umidade ambiental pode estar
relacionada com o aumento ou reducdo do didmetro médio das fibras. A formacdo de poros
nas nanofibras também se relaciona com a umidade, uma vez que se deve entre outros
fatores a taxa de evaporacédo do solvente (SOUZA, 2016).

Quando ha uma atmosfera rica em agua observa-se uma rapida formacdo de uma
pele com contornos bem definidos na superficie do jato eletrificado, enquanto que em
atmosfera com baixa umidade uma estrutura mais fina é formada possibilitando rapida
evaporacédo do solvente (VIEIRA, 2015).

3.4.4 Nanofibras de acetato de celulose

Existem inumeros registros na literatura do uso do acetato de celulose na
engenharia de tecidos. Um exemplo dessa aplicacdo € como matriz extracelular interativa
(ECM) a base PLA e AC desenvolvida, caracterizada e investigada para tratamento de
feridas. O agente antimicrobiano Timoquinona (TQ) foi selecionado e incorporado nos
scaffolds produzidos por eletrofiagdo para prevenir infecgdes e acelerar a taxa de
cicatrizacdo da ferida. A avaliagdo in vivo demonstrou que os scaffolds de PLA/AC
carregados com TQ promoveram significativamente 0 processo de cicatrizacao,
aumentando a reepitelizacdo (GOMAA et al., 2017).
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Nanofibras tém demonstrado alto potencial para aplicacdo em liberacdo controlada
de farmacos. No entanto, nanoparticulas magnéticas podem ser potencialmente adicionadas
para estimular a liberacdo do farmaco. Uma membrana magnética composta por AC,
colageno e nanoparticulas magnéticas foi investigada quanto a estimulacéo da liberacéo de
naproxeno. Revelou-se que a inclusdo das nanoparticulas facilitou a liberagdo do farmaco
(FAHMI et al. 2020).

Ja em aplicacOes para engenharia de tecido 0sseo, é necessario que os scaffolds
apresentem, além de, excelente biocompatibilidade, propriedades mecanicas similares as do
tecido Gsseo e capacidade osteoindutora. Em estudo, foram fabricados scaffolds de AC com
Oxido de grafeno (OG) incorporado, pela técnica de eletrofiacdo. Este material apresentou
bons resultados para a biomineralizacdo e diferenciacdo osteogénica de células-tronco

mesenquimais (LIU et al., 2017).



4 METODOLOGIA

Figura 8 — Etapas de preparo da solucéo, eletrofiacédo e caracterizacdo das mantas
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4.1 Materiais

Para a producdo das nanofibras foi utilizado acetato de celulose na forma de po, da
fabricante Sigma-Aldrich, com 40% de substituicdo. Como solventes foram utilizados
acetona e N.N-dimetilformamida (DMF), ambas da marca Labsynth. Na Tabela 1, sdo

apresentadas as propriedades desses reagentes:

Tabela 1 — Propriedades fisicas dos reagentes

Propriedades Acetato de celulose Acetona DMF
Massa molar
1 30.000 58 73
(9.mol™)
Densidade (g/ml) 1,300 0,786 0,940
Ponto de ebulic¢do (°C) - 56 153

Fonte: Proprio autor.

4.2 Métodos

4.2.1 Solubilizacdo do Acetato de celulose

A solubilizacdo do acetato de celulose foi realizada da seguinte maneira: foram
pesados em balanca de preciséo 0,9 g de acetato de celulose. Em seguida foram adicionados
os solventes, 6 ml de acetona e 2 ml de DMF (proporcéo acetona/DMF de 3:1). O volume
dos solventes foi medido com o auxilio de uma pipeta graduada. Foi obtida, entdo, uma
suspensdo de concentracdo igual a 0,12% em massa de polimero. Essa suspensdo foi
colocada em agitagdo magnética durante 2 horas a 30°C, para dissolucdo do acetato de
celulose.

4.2.2 Etapa de eletrofiacéo

As condicOes para producdo das nanofibras foram baseadas em trabalhos anteriores
(BENZ, 2018; LIU et al., 2017). A Figura 9 mostra o aparato de eletrofiacdo do laboratério de
Biomateriais do CEFET-MG, utilizado neste trabalho.

Para produzir as nanofibras de acetato de celulose, a solugéo descrita no item 4.2.1,

foi colocada em seringa com agulha de 0,70 mm de didmetro, conectada a um eletrodo,
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alimentado por uma fonte de alta tensdo. A vazdo da solugdo através da agulha foi controlada
pela forca da gravidade. Outro eletrodo foi conectado a um cilindro metalico aterrado,
utilizado para coletar as fibras. A diferenca de potencial utilizada foi de 15 kV e a distancia
de trabalho (DT) entre agulha e coletor de 10 cm. As nanofibras foram coletadas durante 90
minutos. Uma folha de aluminio foi colocada sobre o cilindro coletor, com o objetivo de
facilitar a remocéo das nanofibras depositadas. O procedimento ocorreu a temperatura
ambiente (25+ 5°C). Os parametros experimentais utilizados neste processo estdo descritos

na Tabela 2.

Figura 9 — Aparato de eletrofiacao
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Fonte: Proprio autor.

Tabela 2 — Razao dos reagentes empregados para o preparo das nanofibras de acetato
de celulose e parametros utilizados na eletrofiacdo

B ~ B B Tempo de
3 Concentracéo DT Tensao Vazao Rotacao L
Polimero Solvente eletrofiacéo
(m/m) (cm) (kV) (ml/h) (RPM) )
(min)
Acetona
Acetato
+
de 0,12 10 15 - 380 90
DMF
celulose
(3:2)

Fonte: Préprio autor.
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4.2.3 Caracterizacao

4.2.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier

As mantas de acetato de celulose foram caracterizadas por FTIR, utilizando o
equipamento IRPrestige 21 — Fourier Transform Infrared Spectrophotometer Shimadzu.
Sendo os dados coletados na faixa de onda de 4000 a 400 cm™. Os dados obtidos foram
plotados no software Origin e comparados com dados da literatura. Foram analisados 0s
picos e bandas caracteristicos do acetato de celulose, bem como possiveis residuos toxicos

de solventes ndo completamente evaporados.

4.2.3.2 Microscopia eletrénica de varredura

A morfologia das mantas foi visualizada por MEV, utilizando 0 SSX-550 SuperScan
- Scanning Electron Microscope da Shimadzu. Foram realizadas anéalises qualitativas e
quantitativas dessas imagens. A distribui¢do de didametros das mantas eletrofiadas foi obtida
por meio da medicdo dos diametros de 100 fibras aleatdrias, utilizando o software Image J,
os dados obtidos foram analisados estatisticamente por meio de distribuicdo normal.
Também foi analisada a distancia entre nanofibras, com o objetivo de verificar a existéncia
de espaco suficiente para crescimento celular e de vasos sanguineos. Para este fim foram
coletadas 100 medicBes aleatdrias, utilizando o software Image J. No entanto, este
programa permite mensurar apenas distancias no plano, impossibilitando medigdes nas trés

dimensdes, 0 que acarreta um erro associado a medicao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo da solubilizacao do acetato de celulose

Os solventes acetona e DMF foram escolhidos por serem conhecidos como bons
solventes para o acetato de celulose. Uma vez que os grupos amida do DMF interagem com
0s grupos acetila e hidroxila presentes no acetato de celulose (BRANDAO, 2013). Da
mesma forma, ocorre interacdo com os grupos carbonila da acetona.

Além disso, a adicdo de DMF a acetona é uma forma de aumentar o ponto de
evaporacdo da mistura, fator importante para que o processo de eletrofiagdo ocorra. Visto
que, caso o solvente evapore antes da formacdo do jato de solugcéo em direcéo ao coletor
(ver secdo 3.4) ha precipitacdo do polimero na ponta da agulha, causando obstrucdo e
impedindo a eletrofiacao.

O tiner composto por acetona e DMF utilizado para solubilizar o acetato de celulose é

descrito, ainda, nos trabalhos de Santos et al. (2021) e Ghorani et al.(2019).

No entanto, ndo houve solubilizacdo total do acetato de celulose, como pode ser
visualizado na Figura 10. Em meio as nanofibras eletrofiadas existem grdos de polimero ndo
solubilizados. Isso ocorreu, provavelmente, devido & utilizagdo da temperatura de 30°C
durante a agitacdo da mistura. O que ocasionou a evapora¢do da acetona que é muito volatil,
impedindo a completa homogeneizacdo. Outra hip6tese é que durante a eletrofiacdo houve

desprendimento de algum sélido ou precipitado que estava na agulha.

Figura 10 — Nanofibras de acetato de celulose

Fonte: Proprio autor.
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5.2 Anélise do espectro FTIR das nanofibras de acetato de celulose
As analises de FTIR realizadas nas amostras de fibras de acetato de celulose

eletrofiadas sdo mostradas na Figura 11 e um resumo das principais bandas é apresentado na
Tabela 3.

Figura 11— Espectro FTIR nanofibras de acetato de celulose
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Tabela 3— AtribuicGes das bandas identificadas no espectro FTIR do Acetato de
Celulose

Bandas/Picos (cm™)

Modos de vibracao

3500

2933

2850

1739

1361

1222

1048

Estiramento O-H
Estiramento C-H
Estiramento C-H
Estiramento C=0
Dobramento -CHj;
Estiramento C-O-C

Estiramento C-O-C

Fonte: préprio autor.

Figura 12 — Espectro FTIR do acetato de celulose fornecido pela Sigma-Aldrich
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Fonte: Adaptado de SIGMA-ALDRICH, 2020.

Foi verificada uma larga banda de absorcdo atribuida aos modos de vibragdo dos

grupos hidroxila, observada préxima ao comprimento de onda de 3500 cm™. A mesma

atribuicdo é feita no estudo de Baptista e Borges (2010).

Em 2933 cm™ e 2850 cm™ identificam-se bandas caracteristicas das vibracées de
estiramento da ligacdo C-H alifatica (BAPTISTA; BORGES, 2010; SANTOS et al., 2021). Ja

em 1739 cm™ apresenta-se vibragdes que sugerem o estiramento do grupo carbonila, referente

a acetila da cadeia do acetato de celulose (Golizadeh et al., 2019). Ainda segundo Golizadeh

et al. (2019), o dobramento simétrico do grupo metil pode ser observado em torno de 1360

cm™, grupo este também presente na acetila. Em torno de 1220 cm™ observa-se o estiramento
do grupo alcoxi, caracteristico dos ésteres (BAPTISTA; BORGES, 2010). Por fim, em 1048
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cm™ o espectro FTIR do acetato de celulose exibiu pico de absorcao caracteristico da ligacdo
de estiramento assimétrico C-O-C do anel do acetato de celulose (SANTOS et al., 2021).

Comparando os espectros FTIR das Figuras 11 (obtido nesse trabalho) e 12 (fornecido
pelo fabricante do polimero), é possivel perceber uma similaridade da faixa de comprimentos
de onda onde aparecem as bandas de absorcéo, que revelam os principais modos de vibragédo
presentes no acetato de celulose. Isto comprova que o material das nanofibras é de fato o
acetato de celulose.

Parte de compostos nitrogenados, provenientes do solvente DMF  podem ser
identificados em picos discretos em 1550 e 1650 cm™, referentes & ligacdo NH da amina
secundaria (COATES, 2006). Para avaliar uma eventual citotoxicidade deste residuo de
solvente seria necessario a realizacdo de ensaios de viabilidade celular. Em caso de
constatacdo de efeito citotdxico para células, seria necessario desenvolver um protocolo para
lavagem e secagem das nanofibras para eliminacdo completa do residuo, de forma a nédo

alterar suas propriedades.
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5.3 Anélise das imagens de MEV

Nas Figuras 13 e 14 sdo apresentadas imagens de MEV das nanofibras de acetato de celulose.

Figura 13 — Microscopia eletronica de varredura das nanofibras de acetato de celulose,

aumento de 1200x

Acch Probe
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Fonte: Proprio autor.

Foi possivel observar que as nanofibras obtidas possuem morfologia ndo orientada e
com presenga de beads. Os beads ocorrem quando o jato de solugéo é instavel. Quando o jato
de solucdo € interrompido, em virtude de tensbes contrarias a tensdo elétrica, formam-se
goticulas que se solidificam sobre a fibra, as quais constituem os beads. Os principais fatores
que influenciam na estabilidade do jato de solugdo s&o a viscosidade, resistividade e tensdo
superficial da solucéo.

O aumento da viscosidade (dentro de uma faixa de 0,001 a 0,3 Pa.s) tende a contribuir
para producdo de fibras com auséncia de beads. Isso se deve ao fato de que um maior
comportamento viscoso de um polimero significa menor recuperagdo elastica como resposta
ao estiramento de suas cadeias, promovido pela tensdo elétrica aplicada na solugdo
polimérica. Dessa forma, existe menor resisténcia a formacdo do jato de eletrofiacdo.
Portanto, uma das explicacGes para a obtencdo de fibras com beads é a utilizacdo de uma
solucgéo de baixa viscosidade.
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A diminuicdo da resistividade da solucdo pelo aumento da densidade de cargas, por
meio da adi¢do de ions, por exemplo, aumenta a forca exercida sobre o jato. Assim, é mais
facil superar forcas contrarias a sua formacao, tais como tensdo superficial do liquido e as
forcas relacionadas ao comportamento elastico dos polimeros.

J& a tensdo superficial tende a aglomerar as moléculas de forma que haja menor
relacdo de superficie/volume possivel, o que faz com que haja uma mudanca de forma do jato
de solucdo para o formato esférico. Para obter fibras lisas, a tensdo aplicada deve superar a

tensdo superficial do liquido.

Figura 14 — Microscopia eletrénica de varredura das nanofibras de acetato de celulose,
aumento de 800x
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 14, pode ser observada a presenca de estrutura eletrofiada com fios longos
e finos e em algumas regibes podem ser observados fios agrupados que sugerem a
possibilidade de melhora em propriedades mecénicas com a técnica de eletrofiacéo.
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Figura 15 — Distribuicio de diametros das nanofibras de acetato de celulose
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Fonte: Préprio autor.

Na Figura 15, esta representada a distribuicdo de didmetros das nanofibras de acetato de
celulose. O didmetro médio encontrado foi de 221,58 + 97,15 nm. A maioria dos didmetros
ficaram entre 100 e 350 nm, porém algumas fibras de maior didmetro (entre 400 e 800 nm)

fizeram aumentar a disperséo dos valores, acarretando em um maior valor de desvio padrao.

Figura 16 — Distribuicdo das distancias entre nanofibras
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Fonte: Préprio autor.
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Ja na Figura 16, é mostrada a distribuicdo das distancias entre nanofibras. A distancia
média encontrada foi de 2,5 + 2,23 um. Essa distancia também variou bastante, havendo
fibras distando apenas 0,3 um e outras com distancias de até 20 um.

Porosidade e tamanho de poros, ou mesmo espacos vazios em que células possam
colonizar e promover angiogénese, sdo fatores criticos para a viabilidade dos scaffolds. A
porosidade obtida na técnica de eletrofiacdo pode chegar a 92% e a distribuicdo de tamanho
de poros é ampla, de 2 a 465 pm (KARAGEORGIOU; KAPLAN, 2005).

Em geral, os scaffolds aplicados como substitutos 6sseos, requerem porosidade
controlada na faixa de 50 a 90%, com um tamanho de poro entre 50 e 300 um. Os scaffolds
compostos por nanofibras eletrofiadas, comumente apresentam diametro de poro de alguns
micrébmetros (em torno de 30 um). Estas nanoestruturas podem exibir, ainda, um
comportamento de infiltracdo celular até o interior do scaffold. Esta infiltracdo ocorre quando
as células apresentam movimentos pseuddépodes, devido as projecGes da membrana celular
estas células se prolongam ao longo das fibras. A migracdo celular depende dos gradientes
quimicos criados pela absorcdo de fatores e movimento ameboidal, sendo a porosidade uma

propriedade critica nos scaffolds nanométricos (PEREA, 2015).
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6. CONCLUSOES E RECOMENDACOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Nesta secdo sdo apresentadas as conclus@es do presente trabalho e as recomendacdes

para a continuidade dos trabalhos nesta area de estudo.

6.1 Conclusdes

Neste estudo, os parametros experimentais utilizados permitiram a obtencdo de
nanofibras poliméricas de acetato de celulose pela técnica de eletrofiacdo. Estes parametros
foram: concentracdo de 12% m/m de acetato de celulose em solucdo, diferenca de potencial
aplicada durante a eletrofiacdo de 15 kV e distancia de trabalho entre o coletor e a agulha de
10 cm.

A andlise do espectro FTIR das nanofibras produzidas revela os principais modos de
vibracdo presentes na cadeia do acetato de celulose. Foram identificados ainda, picos
discretos em 1550 e 1650 cm™, sugerindo a presenca de compostos nitrogenados referentes a
ligagdo NH da amina secundéria, presente no solvente DMF utilizado na solugdo para
eletrofiacdo. Isso demonstra que para aplicacdo das nanofibras como scaffold, seria necessario
desenvolver um protocolo para lavagem e secagem das nanofibras para eliminacdo completa
de residuos do solvente, de forma a nédo alterar suas propriedades.

As nanofibras apresentaram morfologia ndo orientada e com a presenca de beads. O
didmetro médio encontrado foi de 221,58 + 97,15 nm. A distancia média entre nanofibras foi
de 2,5 £ 2,23 um. A porosidade e elevada area superficial intrinseca das nanofibras
eletrofiadas, que chega a 90%, faz com que essas estruturas apresentem grande potencial

como scaffold para engenharia de tecidos.

6.2 Recomendac0es para trabalhos futuros

Algumas oportunidades identificadas para trabalhos futuros séo: encontrar melhores
parametros de solubilizacdo e para a eletrofiagdo, possibilitando a producdo de nanofibras
lisas e livres de beads ou precipitados. Acrescentar o vidro-bioativo ao sistema no intuito de
produzir um material osteoindutor, bem como a realizacdo de ensaios para avaliar viabilidade
celular e capacidade de precipitagdo de camada de hidroxiapatita carbonatada pelo material

em meio fisiologico simulado.
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