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RESUMO

Mantas de nanofibras de acetato de celulose (AC) possuem grande potencial para
aplicagdo como scaffold, na Engenharia de Tecidos. Entretanto, algumas limitagdes
precisam ser superadas, dentre elas, a baixa infiltracdo celular no interior de mantas
de nanofibras eletrofiadas e a composicdo quimica que favoreca a interacéo
biomaterial/células para geracéo do tecido vivo. Dessa forma, esse trabalho propés a
modificacdo da superficie das nanofibras poliméricas de AC com particulas de
alginato, por meio da combinacdo das técnicas de eletrofiacdo e electrospray, com
objetivo de criar uma superficie com caracteristicas quimicas mais similares a matriz
extracelular (MEC). Os parametros de processo e as caracteristicas das solu¢des para
obtencdo de nanofiboras de AC e particulas de alginato foram estudados
separadamente. Posteriormente, foram realizadas adaptacdes no equipamento de
eletrofiacdo, para a producdo de nanofibras e nanoparticulas em um Unico processo,
produzindo um material hibrido. A caracterizacdo morfoldégica das nanoestruturas
obtidas foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura, a caracterizagcéo
quimica por Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier, a
propriedade térmica foi avaliada por Analise Termogravimétrica e a hidrofilicidade foi
avaliada a partir do teste de intumescimento em meio liquido. As nanofibras de AC
produzidas pela técnica de eletrofiagcdo apresentaram morfologia cilindrica e alongada
com diametros no valor em torno de 181 nm. As particulas de alginato reticuladas
apresentaram dimensdes variadas. Para a vazao de 7,2 mL/h e para as distancias de
6 e 8 cm, observou-se que as faixas de diametro das particulas foram,
respectivamente, de 171 + 29 a 234 + 48 nm e 146 + 27 a 253 + 54 nm. As mantas de
NFAC recobertas com particulas de alginato reticuladas apresentam diametros em
torno de 218 nm, variando o didmetro médio de 143 a 291 nm. Verificou-se que as
mantas de nanofibras de acetato de celulose recobertas com particulas de alginato
reticuladas (NFAC/ALG-R) apresentaram maior intumescimento em comparagao com
as NFAC puras, apresentando uma porcentagem de absorcdo de agua na faixa de
250 a 450%. Esse efeito da adicéo de alginato nas NFAC € interessante para o cultivo
in vitro de alguns tipos celulares que necessitam de um material hidrofilico para melhor
adeséo e proliferagéao celular.

Palavras-chaves: Acetato de celulose, alginato, eletrofiacdo, electrospray,

modificacao de nanofibras.



ABSTRACT

Cellulose acetate (CA) nanofiber blankets have great potential for application as
scaffolding in Tissue Engineering. However, some needs need to be overcome, among
them, the low cellular infiltration inside the electrospun nanofiber mats and a chemical
composition that favors an interaction of biomaterial / cells for the generation of living
tissue. Thus, this work proposed the modification of the surface of polymeric AC
nanofibers with alginate particles, through the combination of electrospinning and
electrospray techniques, to create a surface with characteristics similar to the
extracellular matrix (ECM). The process parameters and characteristics of the
solutions for obtaining CA nanofibers and alginate particles were studied. Later,
adaptations were carried out in the electrospinning equipment to produce nanofibers
and nanoparticles in a single process, producing a hybrid material. The morphological
characterization of the basic nanostructures was performed by Scanning Electron
Microscopy, the chemical characterization by Infrared Spectroscopy with Fourier
transform, a thermal property was evaluated by Thermogravimetric Analysis and a
hydrophilicity was evaluated by the liquid swelling test. CA nanofibers produced by
electrospinning technique, cylindrical and elongated morphology with diameters
around 181 nm. The crosslinked alginate particles variable dimensions of dimensions.
For the flow rate of 7.2 mL / he for the distances of 6 and 8 cm, it was observed that
the particle diameter ranges were, respectively, from 171 + 29 to 234 + 48 nm and 146
+ 27 to 253 £ 54 nm. The NFCA blankets covered with crosslinked alginate particles
have diameters around 218 nm, with the average diameter varying from 143 to 291
nm. It was found that cellulose acetate nanofiber mats coated with cross-linked
alginate particles (NFCA / ALG-R) dissipate greater swelling compared to pure NFCA,
a percentage of water range in the range of 250 to 450%. This effect of adding alginate
to NFCA is interesting for the in vitro culture of some cell types that are part of a
hydrophilic material for better cell adhesion and proliferation.

Keyword: Cellulose acetate, alginate, eletrospinning, electrospray, modification of

nanofibers.
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1. INTRODUCAO

A Engenharia de Tecidos é um campo multidisciplinar que envolve engenharia
de materiais, biologia e medicina, para criar tecidos e érgéos funcionais artificiais em
laboratorio (LANGER; VACANTI, 1993, TAN; SALTZMAN, 2004 DUTTA et al., 2017).
Um dos principios da Engenharia de Tecidos € a utilizagdo de uma estrutura
tridimensional, que mimetiza fisicamente a matriz extracelular (MEC), denominada
scaffold e fornece uma matriz temporaria para interacdo e proliferacdo celular,
permitindo a formacao de um tecido vivo (TAN; SALTZMAN, 2004).

A MEC néo so6 fornece um suporte mecanico para as células, mas também esta
envolvida na interacdo célula-célula e na proliferacdo, migracdo e diferenciacdo
celular (LANGER; VACANTI, 1993; TAN; SALTZMAN, 2004). Assim é necessario
produzir um scaffold a partir de biomateriais capazes de mimetizar, ndo apenas a
morfologia da MEC, mas também sua composi¢cdo quimica. A superficie do scaffold
também desempenha um papel importante na cultura de células musculares. Em
especial, materiais com superficie porosa e/ou com cargas positivas ou negativas tém
mostrado boa adeséo celular. Produtos naturais como quitosana, fibroina de seda e
alginato tém sido amplamente aplicados na Engenharia de Tecidos Muscular, pois
apresentam propriedades bioativas enddgenas que sdo capazes de conectar as
células e propiciar o crescimento celular (MIN et al., 2004).

As células musculares para sua proliferacao in vitro necessitam da presenca
de um scaffold, pois as células miosatélites somente se diferenciam e se maturam
quando aderidas a uma superficie (CASSIDAY, 2018). Dessa forma, € indispensavel
para a evolucdo da area desenvolver scaffolds que adaptem de acordo com a
finalidade da sua utilizacdo e que proporcionem um ambiente favoravel ao
crescimento celular para grupos celulares especificos, como o caso das células
musculares (WOO; CHEN; MA, 2011, GUPTA et al., 2014; OSTROWSKA et al., 2014,
SUN et al., 2014).

Os scaffolds baseados em mantas de nanofibras poliméricas apresentam
caracteristicas importantes, como area superficial e porosidade elevadas, interligacao
entre 0s poros, possibilidade de funcionalizacdo e/ou modificacdo da superficie
(KENRY; LIM, 2017), por exemplo, nanofibras de quitosana com alginato (LI et al.,
2005) e de acetato de celulose com quitosana (MUZZARELLI et al., 1994). Por essas

caracteristicas, as nanofibras vém sendo utilizadas com sucesso na area biomédica,
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como materiais para liberacdo controlada de farmacos, curativos e estruturas mais
promissoras para cultura de células e geracéo de tecidos vivos (LANGELAAN et al.,
2010).

Para a producdo de mantas de nanofibras poliméricas pode-se utilizar
diversos tipos de polimeros tanto naturais, quanto sintéticos. Nesse cenario, o acetato
de celulose (AC) pode ser destacado por se tratar de um polimero semissintético, de
origem natural e abundante. (PULS; WILSON; HOLTER, 2011). Além disso, pode
variar consideravelmente em termos de reatividade quimica e propriedades fisicas,
massa molecular e grau de polimerizacao (GP) proporcionando uma ampla gama de
aplicacao em fibras e plasticos (EDGAR, 2004). O AC é facilmente processado pela
técnica de eletrofiacdo para obtencdo de mantas de nanofibras (KONWARH; KARAK;
MISRA, 2013).

A técnica de eletrofiacdo é simples e versatil, permite a obtencao de fibras de
escala micro e nanométrica e a possibilidade do controle da morfologia da estrutura
obtida (HAIDER; HAIDER; KANG, 2018). Entretanto, a utilizacdo das mantas de
nanofibras poliméricas, como suportes de crescimento celular, apresenta algumas
limitagcBes que precisam ser superadas. Dentre elas, destacam-se a baixa infiltracao
das células no interior dos scaffolds e a composicédo quimica que favoreca a interacao
biomaterial/células para geracéo do tecido in vitro ou in vivo (MIN et al., 2004; MO et
al., 2004; VENUGOPAL et al., 2006; JIAO; CUI, 2007; EKAPUTRA et al., 2008).
Embora os poros das estruturas de mantas de nanofibras sejam interconectados e a
densidade de poros por unidade de volume seja alta, o tamanho real dos poros para
as células infiltrarem e migrarem, em geral, é inferior ao tamanho da célula.
(EKAPUTRA et al., 2008). Para melhorar o desempenho das mantas de nanofibras
poliméricas na aplicacdo como scaffolds, também pode-se modificar suas superficies,
a fim de otimizar o desempenho durante a cultura celular. Essas modificacfes podem
ser realizadas através de modificagdes quimica, bioldégica ou morfolégica das mantas
de nanofibras (GOPAL et al., 2007; JIAO; CUI, 2007).

As modificagdes nas mantas de nanofibras podem ser realizadas com
polimeros naturais, como o alginato de sodio. O alginato (ALG) é um heteropolimero
linear, formado pela repeticdo de duas unidades monoméricas de acidos distintos: a-
L-gulurénico (G) e B-D-manurbnico (M) e classificado como um polimero mucoadesivo

aniénico (GOMBOTZ; WEE, 2012). A técnica de electrospray, uma variacao da técnica



19

de eletrofiacdo, permite a fabricacédo das particulas de alginato reticuladas de escala
micro e nanométrica, também de forma simples.

Desta forma, neste trabalho propde-se a produ¢éo de nanofibras poliméricas de
acetato de celulose recobertas com particulas de alginato reticuladas por meio da
combinacéao das técnicas de eletrofiacdo e electrospray para possivel aplicacdo desse

material como scaffold na Engenharia de Tecido Muscular.
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2. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi a producéo e caracterizacdo de nanofibras de
acetato de celulose (AC) com superficie recoberta com microparticulas de alginato
para potencial uso como scaffold na Engenharia de Tecido Muscular Esquelético. Os
objetivos especificos do trabalho foram:

v' Determinacao das condic6es de processamento para obtencdo de nanofibras
de acetato de celulose pela técnica de eletrofiacao;

v' Determinacado das condi¢cdes de processamento para obtencdo de particulas
micro e nanométricas de alginato reticuladas pela técnica de electrospray em placa;

v" Modificacdo do equipamento de eletrofiacdo para producdo simultanea de
fibras e particulas (técnica de eletrofiacdo e electrospray combinadas);

v Determinacdo das condicbes de processamento para obtencdo das
nanofibras de acetato de celulose com microparticulas de alginato reticuladas pela
combinacao das duas técnicas eletrofiacao e electrospray;

v' Caracterizacdo das matérias-primas pelas seguintes técnicas: Espectroscopia
de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e Analise Termogravimétrica
(TGA);

v Caracterizacdo das nanofibras de acetato de celulose e das microparticulas
de alginato pelas seguintes técnicas: Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV),
Andlise Termogravimétrica (TGA), Espectroscopia de Infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) e Teste de Intumescimento;

v' Comparacgédo das propriedades fisico-quimicas e térmicas das nanofibras de

AC puras com as nanofibras de AC com microparticulas de alginato.
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3. FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. SCAFFOLDS PARA A ENGENHARIA DE TECIDO MUSCULAR

3.1.1. Engenharia de Tecidos e Scaffolds

A Engenharia de Tecidos € uma area interdisciplinar que surgiu no final da
década de 1980 e tem como principios a reparacao e/ou regeneracéo de tecidos e
orgaos danificados, assim como a producdo de novos Orgdos e tecidos em
laboratorios (LANGER; VACANTI, 1993 e ZHAO et al., 2018). Segundo a abordagem
de Langer e Vacanti, a Engenharia de Tecidos tem como pilares o isolamento de
células, a producdo de novas moléculas e/ou substancias indutoras de tecidos e
obtencdo de estruturas tridimensionais capazes de mimetizar a matriz extracelular
(MEC), denominadas scaffolds. De maneira geral, os scaffolds s&o biomateriais
sélidos, porosos, tridimensionais, projetados para desempenhar as seguintes fungoes:
(1) promover interacdes célula/biomaterial, adeséo celular e deposi¢cdo da MEC;
(i) permitir o transporte de gases, nutrientes e fatores para a sobrevivéncia,
proliferacéao e diferenciagéo celular;

(i)  biodegradar a uma taxa controlavel, proxima a taxa de regeneracao tecidual,
sob as condi¢des de cultura de interesse;

(iv)  provocar um grau minimo de inflamacé&o ou toxicidade in vivo.

Em resumo, a funcdo dos scaffolds € mimetizar a MEC para permitir
crescimento, diferenciacdo e proliferacdo das células. Eles devem apresentar uma
boa adesdao celular, um bom suporte de vascularizacdo e uma boa perfusdo do meio
de cultura em seu interior, além de guiarem a diferenciacéo celular através das suas
propriedades biomecanicas ou fisicas (SPECHT et al., 2018).

A adesdo celular ocorre por meio das glicoproteinas integrais
transmembranas (uma extremidade da molécula é exposta a superficie celular e a
outra na area citoplasmatica da célula). Essas moléculas sdo receptoras da superficie
especializadas para reconhecer outras células e a elas aderirem, para construir os
tecidos e o6rgdos. Aléem das glicoproteinas, as células possuem trés grupos de
estruturas conectivas: (1) estruturas que tem como objetivo de unir fortemente as

células a outras células ou a matriz extracelular, como desmossomos e junc¢des

aderentes; (2) estruturas que promovem a vedacao entre as celulas, como zénula
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oclusiva e (3) estruturas que estabelecem comunicagcdo entre uma célula e outra,
COMO nexos, juncdo comunicante ou gap junction (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2005).

A MEC é constituida por um complexo de inidmeras proteinas fibrosas
embebidas em um gel hidrofilico de polissacarideos associadas ou ndo a proteinas
gue se organizam formando uma rede. A matriz forma um substrato que fornece
condicbes adequadas para o crescimento e diferenciacdo das células de varios
tecidos. A matriz é composta por moléculas produzidas pelas células e que
apresentam dois tipos: (a) moléculas proteicas alongadas que se agregam formando
estruturas fibrosas, como colageno e elastina e (b) os constituintes que se agregam
mais ndo formam fibras, como as glicoproteinas alongadas (fibronectina e lamina) cuja
funcdo é realizar adesdo entre a matriz, as células e as glicosaminoglicanas e
proteoglicanas que formam um gel hidratado no qual estdo imersos 0s outros
componentes (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2005).

Vale ressaltar os diversos estudos da aplicacdo de scaffolds que apresentam
a mesma funcao da MEC, por exemplo, na producdo de vasos (SHINOKA T, IMAI Y,
2001), bexiga (ATALA et al.,, 2006), vias aéreas (BAIGUERA; BIRCHALL;
MACCHIARINI, 2010), uretra (RAYA-RIVERA et al., 2011), valvulas cardiacas
(CEBOTARI et al., 2006), figado (ORLANDO et al., 2013), pele, cartilagens, 0ssos
(WEINSTEIN-OPPENHEIMER et al., 2010; SHEIKH et al., 2015; BEDDOES et al.,
2016), dentre outros.

Entre os materiais aplicados na producao dos scaffolds, os mais usados sdo
0s polimeros sintéticos ou naturais, degradaveis ou nao, dependendo da finalidade da
aplicacdo (BOLDRIN et al., 2008). Dentre os polimeros utilizados na fabricacdo de
scaffolds, destacam-se os polimeros biodegradaveis que provém de origem vegetal
ou animal, como acetato de celulose, acido hialurénico, alginato, colageno, proteina
da seda, fibrinogénio, quitosana e amido. Podem ser usados, também, os polimeros
sintéticos, como poli(acido lactico-co-acido glicolico) (PLGA), polietileno glicol (PEG),
poli(acido latico) (PLA) (PAVLOV et al., 2004; ALMANY; SELIKTAR, 2005; YOO et al.,
2005; PRABHAKARAN; VATANKHAH; RAMAKRISHNA, 2013).

Alguns desses polimeros séo aprovados pela Food and Drug Administration -
FDA, Administracdo de Comidas e Remédios, para aplicagbes biomédicas, como é o
caso do PLA e do PLGA. Além disso, existem polimeros que sdo comestiveis, como
celulose, alginato, amido, quitosana, pectina, colageno, gelatina e cera natural (SHIT;

SHAH, 2014). Por serem comestiveis, esses polimeros sdo importantes para a
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producdo de scaffolds na industria de clean meat, uma das areas em ascensao na
Engenharia de Tecido Muscular (WASCHULIN; SPECHT, 2018; WILKS, 2018;
BRYANT etal., 2019; BRYANT; BARNETT, 2019). Os scaffolds podem ser produzidos
por diversas técnicas e apresentam diferentes caracteristicas fisico-quimicas e
morfologicas. Algumas caracteristicas sdo fundamentais para que eles desempenhem

seu papel da Engenharia de Tecidos e serdo apresentadas a seguir.

a) Propriedades de superficie

As propriedades de superficie do scaffold estdo relacionadas a tensao
superficial, a presenca de carga, a composi¢ao quimica, a molhabilidade (relacdo de
hidrofilicidade e hidrofobicidade), a rugosidade (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011) e
a area de contato superficial. Essas caracteristicas podem influenciar a adeséo, a
proliferacéo e a migracao celular (BOYAN et al., 1996), uma vez que a superficie do
scaffold é o primeiro local de interacdo com as células e os tecidos circundantes.
Dessa forma, é necessério que o scaffold facilite essa interacdo, apresentando uma
grande area superficial para dar suporte ao maior niumero de células.

Os polimeros com baixa tensdo superficial, tais como: poli(tetrafluoretileno)
(PTFE), poliestireno (PS) e poliuretano (PU) repelem as células devido a pouca
adsorcao de proteinas na MEC, dificultando a adesao celular (LIH et al., 2015). Os
polimeros hidrofilicos neutros, como poli(etilenoglicol) e polimeros que contém grupos
hidroxilas ou grupos oxietil, proporcionam uma elevada hidratagdo. Entretanto, essa
hidratacdo impede a adsorcdo de proteinas impedindo uma boa aderéncia celular
(CHEN; YAN; ZHENG, 2018). Em contraste, os polimeros com densidade de carga
(positiva ou negativa) podem servir como bons agentes mucoadesivos, visto que as
cargas favorecem a adeséo da matriz (GOMBOTZ; WEE, 2012). Estudos comprovam
gue a membrana celular das células dos mamiferos apresentam moléculas com carga
negativa, assim esses polimeros iénicos apresentam maior semelhanca com a MEC
(LI et al., 2005; CHEN; YAN; ZHENG, 2018). Estudos como os de Chen, Yan e Zheng
(2018), sobre uso de polimeros carregados, mostram que os polianidridos sdo mais
eficientes como agentes bioadesivos do que polimeros catibnicos ou até mesmo nao
ibnicos. O alginato € um polimero natural aniénico hidrofilico, de origem vegetal,
amplamente usado como hidrogel na Engenharia de Tecido Osseo. No estudo de Li e
seus colaboradores (2005), osteoblastos foram cultivados na presenca de um scaffold

hibrido de quitosana com alginato. Esses pesquisadores observaram que as células
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tiveram melhor proliferacdo em relacéo ao scaffold de quitosana pura, além de ocorrer
a deposicéo de uma matriz calcificada para a producéo do tecido 6sseo e alto grau de
biocompatibilidade (LI et al., 2005).

A literatura também mostra a molhabilidade (relagdo de hidrofilicidade e
hidrofobicidade) como um fator importante que influéncia a interacéo célula-material,
pois controla a adsorcdo de proteinas essenciais na superficie do polimero. A
molhabilidade pode ser afetada por grupos funcionais de superficie ou rugosidade do
material, entre outros. Normalmente, a maioria das células animais preferem
superficies de hidrofilia moderada para adesdo e crescimento celular
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Alves e seus colaboradores (2010) determinaram
uma maxima aderéncia com angulos de contato entre 40° e 60°. Outro estudo recente
conduzido por Chen e seus colaboradores (2018), confirma que quando a superficie
do material apresenta um carater hidrofilico, maior sera a quantidade de fibroblastos
aderidos e espalhados pela superficie. As superficies poliméricas superhidrofilicas
(dngulo de contato abaixo de 5°) e superhidrofébicas (angulo de contato acima de
150°) ndo séo favoraveis a fixacdo e ao crescimento celular.

Outra caracteristica importante de superficie é a rugosidade da mesma, por
exemplo, ranhuras ordenadas na superficie polimérica favorecem a proliferacéo e a
migracao celular. Além disso, o grau de alinhamento depende da profundidade e da
largura das ranhuras, bem como da diversidade das células em estudo (ALVES et al.,
2010). A pesquisa de Wan e seus colaboradores (2005) aponta que fibroblastos néo
se alinham em superficies com profundidade de ranhuras ou larguras abaixo de 35 e
100 nm, respectivamente.

Assim, vale ressaltar a importancia de tratamentos na superficie dos scaffolds,
a fim de adequéa-los as condicbes necessarias para adesdo, crescimento e
diferenciacédo celular. As superficies dos scaffolds podem ser alteradas usando a
deposicdo de um filme fino ou de substancias que modificam as suas propriedades
fisicas e quimicas (SODHI, 1996). A modificacdo superficial estd se tornando um
meétodo cada vez mais comum para melhorar a multifuncionalidade dos materiais. Por
exemplo, a adicdo de biomoléculas, como peptideos, insulina, quitosana, alginato (LI
et al., 2005), podem contribuir para melhorar a biocompatibilidade de scaffolds
poliméricos, como demonstrado nos trabalhos de Almany e Seliktar (2005), Boldrin et
al. (2006) e Konwarh et al. (2013). As biomoléculas podem ser adsorvidas
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guimicamente por ligacdo covalente ou fisicamente por interacdes eletrostaticas
(ELBERT; HUBBELL, 1996).

Nos ultimos anos a estratégia de utilizar scaffolds hibridos vém sendo
estudada por permitir a melhoria das propriedades mecéanicas sem afetar a
biocompatibilidade (KONWARH; KARAK; MISRA, 2013). Segundo relatos de Boldrin
e seus colaboradores (2006), os scaffolds de AC podem ser produzidos combinando
outros polimeros, como a quitosana por exemplo, com o objetivo de aumentar a rigidez
do scaffold e o fibrinogénio para permitir uma maior conexdo com as células. A
quitosana, além de melhorar a rigidez, apresenta uma superficie hidrofilica que
melhora a adesdo, a proliferacdo e a diferenciacdo celular. Outros estudos
comprovaram também que a quitosana melhora a formacéo 6ssea tanto in vitro quanto
in vivo ( MUZZARELLI et al., 1994; LI et al., 2005).

Segundo Almany e Seliktar (2005), o polimero de PEG com fragmentos de
fibrinogénio foi produzido com o objetivo de desenvolver um scaffold hibrido. O PEG
foi selecionado em virtude de sua elevada biocompatibilidade e transicao liquido-
sélido controlada (gelificacao) e o fibrinogénio por se tratar de um substrato natural
para remodelacdo de tecidos e conter moléculas que aumentam a adesao celular.
Esses autores mostraram que células musculares lisas da aorta bovina, em contato
com o scaffold hibrido, apresentam a capacidade de penetrar proteoliticamente
através do material e formar interconexdes de redes celulares, aumentando a adeséo

celular em comparacédo ao scaffold apenas de PEG.

b) Porosidade e tamanho de poros

Os scaffolds devem apresentar alta porosidade e interconectividade entre os
poros para permitir o crescimento celular, a migracéo uniforme das células, bem como
facilitar a neovascularizacao do tecido (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Pavlov e
seus colaboradores (2004) comprovaram que uma elevada porosidade é mais
favoravel a adeséo celular. A eficiéncia de um scaffold esta relacionada com a forma,
a distribuicdo e o tamanho dos poros. Caso o tamanho dos poros seja inferior ao
tamanho das células, podera causar oclusdo dos poros pelas células, impedindo a
penetracdo celular e a producao de matriz extracelular. A falta de interconectividade
dos poros afeta a transferéncia de nutrientes e oxigénio para o crescimento celular.
Para garantir essa troca € ideal que a distancia entre os poros seja em média de 200
um (YANG et al., 2001; SALGADO; COUTINHO; REIS, 2004;). O tamanho ideal de
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poros para uma neovascularizacao eficaz € em torno de 5 pm, para o crescimento de
fibroblastos de 5 a 15 um, para o crescimento de hepatocitos de 20 um, para
osteoconducéo de 200 a 350 um e para a regeneracdo da pele de mamiferos adultos
de 20 a 125 pm, conforme descrito no artigo de Dhandayuthapani e seus
colaboradores (2011).

Na literatura ha relatos de que o scaffold hibrido (com duas ou mais
substancias) pode apresentar um aumento no tamanho de poros, bem como uma alta
porosidade em comparagéo ao scaffold puro. E o caso do trabalho realizado por Li e
seus colaboradores (2005), que produziram um scaffold hibrido, a partir de uma
solucédo de quitosana com alginato, que apresentou tamanho de poro entre 100-300
pum, sendo uma estrutura favoravel para fixacao celular e crescimento de tecido 6sseo.
Nesse estudo foi observado que a porosidade do scaffold hibrido aumentou em
comparacao ao scaffold de quitosana pura.

Um outro exemplo é o trabalho realizado por Pavlov e seus colaboradores
(2004) que produziram uma blenda de amido de milho com o PLA, com o objetivo de
equilibrar propriedades entre esses materiais, como biocompatibilidade,
processabilidade e porosidade. A porosidade das blendas obtidas pelos autores foi
cerca de 68%, dos quais 38% referiam-se aos poros interconectados. O procedimento
utilizado para producao da blenda foi semelhante ao processo de extrusdo, que foi

adaptado para a producéao de fibras por fiagao por fuséo.

c) Biocompatibilidade do material

A biocompatibilidade de um scaffold esta relacionada sua capacidade de
interagir com 0 substrato para apoiar a atividade celular, como os sistemas de
sinalizacdo molecular e mecéanico (WILLIAMS, 2008), sem provocar efeitos
indesejaveis locais ou sistémicos (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011). Os fatores que
determinam a biocompatibilidade do scaffold sdo a composicdo quimica e a area
superficial. Essas caracteristicas séo definidas pela escolha do polimero, bem como
pelo processo de sintese.

Diversos polimeros biodegradaveis, como PLA, PGA, PLGA, sdo amplamente
utilizados para aplicacbes médicas, devido a sua biocompatibilidade. Além da escolha
de um polimero com composicado quimica compativel, é possivel realizar tratamentos
(fisicos ou quimicos) em sua superficie, a fim de otimizar a biocompatibilidade do
biomaterial e suas propriedades mecéanicas (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).
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Min et al. (2015) produziram um scaffold de acetato de celulose para o cultivo
de astrocitos. As células nervosas aderiram ao scaffold e as nanofibras né&o
apresentaram toxicidade. Além disso, observou-se que a cultura com o AC néo so
manteve a viabilidade celular, como permitiu 0 aumento da densidade dos astrocitos.
Estudos in vivo realizados por Li et al. (2005) mostraram que o scaffold hibrido de
quitosana com alginato promoveu uma rapida vascularizacdo e deposicdo de tecido
conjuntivo e de MEC dentro da estrutura do scaffold, comprovando que houve uma
boa compatibilidade do material com o meio bioldgico.

d) Propriedades mecanicas

A bioestabilidade dos scaffolds depende das propriedades mecanicas do
material, tais como elasticidade e resisténcia a tracdo e a compreensdo. Dessa forma,
os scaffolds devem apresentar adequadas propriedades mecéanicas que promovam a
regeneracao dos tecidos (NAIR; LAURENCIN, 2007).

Amruthwar e Janorkar (2013) investigaram as propriedades mecanicas do
scaffold de colageno puro e do scaffold hibrido de coldgeno com polipeptidio do tipo
elastina (ELP). Observou-se um aumento significativo da resisténcia a tracdo e do
Médulo de Young para o scaffold o hibrido (AMRUTHWAR; JANORKAR, 2013) Li e
colaboradores (2005) também observaram que o scaffold hibrido de quitosana com
alginato apresentou valores significativamente maiores de resisténcia a compressao
e Modulo de Young em relacao scaffold puro de quitosana. Nesse trabalho propds-se
gue o aumento observado pode estar relacionado a forca de interacéo ibnica entre o
grupo amina da quitosana e ao grupo carboxila do alginato na formacao do complexo
quitosana-alginato.

Outro fator que altera a propriedade mecanica € a massa molecular média do
polimero. Conforme Kumbar e seus colaboradores (2011), scaffolds de AC, com
massa de 30.000 g.mol?, apresentam um médulo de compressdo em torno de 227 +
59 MPa, enquanto scaffolds de AC, com massa média de 50.000 g.mol%, apresentam
um valor de 292 + 40 MPa. Assim, observou-se que o0 aumento da massa molecular
melhora a propriedade mecéanica devido a maior densidade da cadeia polimérica
(KUMBAR et al., 2011).

Vale ressaltar, as propriedades mecanicas do tecido muscular esquelético,
tais como tragdo e compressao, variam drasticamente em relacdo a sua localizacao,

estrutura e fungéo do tecido. Em relagéo a tracdo, o valor obtido na regido dos 0ssos
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corticais de humanos foi entre 14-20 x 10° Pa (RHO; KUHN-SPEARING; ZIOUPQOS,
1998) e para o musculo extensor dos dedos de coelhos foi 350-475 x 10° Pa
(MORROW et al., 2010). Em relagdo a compresséao, o valor obtido para o tend&o de
Aquiles em humanos foi 2-90 x 10’ Pa (ATHANASIOU et al., 2002) e para a cartilagem
articular do joelho humano é entre 5,5-11,8 x 10° Pa (SHEPHERD; SEEDHOM, 1999).

e) Comportamento de degradacédo

Os mecanismos e tempos de degradagao devem ser investigados para o uso
de polimeros na producéo de scaffolds. A degradacdo desses materiais pode ocorrer
por meio de processos fisicos, quimicos e/ou biolégicos e envolve a clivagem de
ligacdes das cadeias poliméricas. A taxa de degradacdo depende das propriedades
fisico-quimicas do polimero, tais como a estrutura quimica, a presenca de ligacdes
hidroliticamente instaveis, o nivel de hidrofilia ou hidrofobicidade, a morfologia
cristalina ou amorfa, a temperatura de transicdo vitrea (Tg), dentre outras
(DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

Em um estudo de degradacéao, o scaffold de AC foi analisado em um tampé&o
fosfato-salino (PBS) pH 7, por 24 semanas. O biomaterial analisado, tanto na
presenca quanto na auséncia da enzima celulase, perdeu cerca de 10-15% do seu
peso original. Apés a degradacédo, ndo houve mudancas significativas nas dimensdes
e na morfologia da superficie (KUMBAR et al., 2011).

Em sintese, um scaffold ideal deve apresentar uma grande area superficial
para o crescimento celular, ser flexivel para permitir a contracéo celular e ter maior
porosidade para maximizar a difusdo e a adesao. Vale ressaltar que os scaffolds de
nanofibras poliméricas apresentam melhores caracteristicas em comparag¢do aos
outros tipos de scaffolds para a aplicagdo na Engenharia de Tecidos, visto que sua
morfologia espacial se assemelha a MEC (DHANDAYUTHAPANI et al., 2011).

3.1.2. Engenharia de Tecido Muscular Esquelético

Dentro da area de Engenharia de Tecidos, pode-se destacar a Engenharia de
Tecido Muscular Esquelético (BACH et al., 2003), que consiste no cultivo de células
musculares lisas, estriadas esqueléticas e estriadas cardiacas, para a producao de
tecidos musculares com a finalidade de reparacéo de danos ou perdas resultante de
trauma, cirurgia ou doencas (NARAYANAN et al., 2016).
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O Tecido Muscular € constituido por células alongadas, que contém grande
guantidade de filamentos citoplasmaticos de proteinas contrateis. As células
musculares variam de acordo com suas caracteristicas morfoldgicas e funcionais e
constituem trés tipos de tecido muscular: (1) musculo estriado esquelético, formado
por células cilindricas muito longas e multinucleadas com estria¢des transversais, que
apresentam contracao rapida e vigorosa, sujeitas ao controle voluntario; (2) musculo
estriado cardiaco, formado por células alongadas e ramificadas com estrias
transversais, em que a contracao € involuntaria, vigorosa e ritmica; e (3) musculo liso,
constituido por células fusiformes que ndo possuem estrias transversais, em que a
contracao é lenta e involuntaria (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2008).

Especificamente, a Engenharia de Tecido Muscular Esquelético apresenta
diversas possibilidades de aplicacdo, como na medicina regenerativa, em sistemas de
modelos in vitro para testes de novos farmacos (VANDENBURGH et al., 2008), em
tratamentos de feridas (GAWLITTA et al., 2007) e implantacdo in vivo para tratar
distrofia e defeitos musculares (BOLDRIN et al., 2008), dentre outros. Recentemente,
uma nova area de pesquisa denominada de Clean Meat ou carne limpa vem
despontando como importante técnica para a producdo de carne em laboratério, com
cultivo in vitro e em biorreatores, sendo um dos grandes potenciais ramos de uso da
Engenharia de Tecido (SPECHT, 2018). A Figura 1 resume as principais areas de
aplicacfes da Engenharia de Tecido Muscular Esquelético.

Figura 1 — Esquema ilustrativo das aplicacGes para Engenharia de Musculo

Esquelético.
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Fonte: Adaptado de (LANGELAAN et al., 2010).
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Para a producéo do tecido muscular esquelético em laboratorio séao utilizados
diversos tipos de células tronco, tais como células embrionarias, totipotentes,
pluripotentes, pluripotentes induzidas, adultas, multipotentes e miosatélites (KADIM et
al., 2015). Os pesquisadores tém explorado o uso destes tipos de células tronco em
varios estagios de diferenciacdo, com o objetivo de determinar quais exibem um
melhor desempenho para proliferagcdo. A maioria dos pesquisadores vem utilizando
as células tronco miosatélites, pois elas proliferam numa taxa aceitavel, apesar de se
diferenciarem somente em células musculares esqueléticas (SPECHT, 2018).

O processo de producédo de tecido muscular consiste na proliferacdo desse
tipo de células in vitro, inseridas em meio de cultura, que, por sua vez, tem a funcéo
de fornecer os nutrientes, sais e fatores de crescimento necesséarios para a
proliferacdo celular. Além do meio de cultura, as células miosatélites necessitam
também de um scaffold que mimetize a MEC para que ocorra a adesao, migracao e
diferenciacéo celular, com o objetivo de gerar um tecido muscular vivo. Isso quer dizer
que elas somente se diferenciam quando aderidas a superficie e ndo quando estédo
em suspensédo (CASSIDAY, 2018). Desse modo, o scaffold é crucial na proliferacédo

de células musculares esqueléticas.

3.1.3. Scaffolds baseados em mantas de nanofibras poliméricas

Nos ultimos anos, as nanofibras poliméricas tém sido bastante investigadas
para a regeneracédo do tecido muscular esquelético devido as suas caracteristicas de
elevada area superficial, porosidade, flexibilidade e similaridade com a MEC
(NARAYANAN et al., 2016) Dessa forma, esse material pode ajudar na proliferacéo e
na diferenciacdo dos mioblastos, devido a elevada &rea de contato, bem como na
difusé@o dos nutrientes devido aos poros existentes. Além disso, de acordo com Riboldi
e colaboradores (2008), a orientacao das fibras contribui para o crescimento muscular,
pois a organizacdo se assemelha a estrutura in vivo do tecido muscular.

Existem estudos que comprovam que nanofibras hibridas aumentam a
eficiéncia da proliferagéo celular. De acordo com Pham e colaboradores (2006),
scaffolds hibridos de nanofibras de PLA/PCL (1:1) com diametro de 300 nm exibem
melhor proliferacdo de células endoteliais humanas. Resultados semelhantes foram

relatados em células musculares e endotelias utilizando o scaffold de PLA/PCL (3:1).
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Outros exemplos de nanofibras com scaffolds hibridos sdo as nanofibras de
PLGA funcionalizadas com peptideos adesivos aplicadas em células cardiacas, para
melhorar a adesdo e a contracdo dos cardiomiécitos. Scaffolds baseados em
nanofibras de PCL foram revestidos com plasma para aumentar a adeséo e a
proliferacéo de células-tronco mesenquimais (KENRY; LIM, 2017).

A vantagem de produzir um scaffold baseado em nanofibras de PLGA esta
relacionada a dois fatores: primeiro, pela composicdo quimica do material ser
semelhante a MEC e, segundo, por ser um polimero biodegradavel, pemitindo que as
células proliferem, enquanto o scaffold € degradado. Scaffolds de PLGA apresentam
mais de 90% de porosidade, o que permite que as células migrem para o interior do
material e que haja elevada troca de nutrientes (LI et al., 2002).

Existem diversas técnicas aplicadas para producdo de nanofibras, como
sintese assistida por molde, automontagem, fundicdo por solvente, separacdo de
fases e técnicas de eletrofiacdo (ZHANG; LIM; RAMAKRISHNA, 2005). Diferentes
nanofibras poliméricas podem ser obtidas pelo processo de eletrofiacdo devido a
facilidade de producé@o em grande escala e melhor controle das variaveis de processo
(LANGELAAN et al., 2010).

Apesar da elevada porosidade, o uso de nanofibras poliméricas eletrofiadas
apresentam ainda desafios para a aplicacao na area de Engenharia de Tecidos, como
infiltrac@o celular no interior da estrutura e a composi¢cao quimica que favoreca a
interacdo célula/biomaterial para geracao de tecido in vitro ou in vivo. Durante o
processo de eletrofiacdo, as nanofibras tendem a compactar a estrutura tridimensional
e, consequentemente, gerar poros inferiores ao tamanho necessario para a migracéo
celular (BEIER et al., 2009). Uma das possiveis solu¢des é controlar os parametros
da eletrofiacdo que influenciam no tamanho dos poros, no alinhamento e nas
propridades fisicas e quimicas (LANGELAAN et al., 2010). Outra solucéo seria utilizar
outros processamentos para a producdo das nanofibras. Segundo Wu e Hong (2016),
existem diversos processos que permitem aumentar o tamanho dos poros e,
consequentemente, a infiltracdo celular, como combinacdo de nano e microfibras,
eletrofiagdo com lixiviagdo de sal, eletrofiacdo criogénica e eletrofiacdo combinada
com electrospray. Também ¢é possivel modificar a superficie das nanofibras
poliméricas através do processo de electrospray, com soluc¢des poliméricas ou com
biomoléculas, que permitem aumentar a adeséo celular e a proliferacéo das células
musculares (LANGELAAN et al., 2010).
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Segundo Cooper e colaboradores (2010), nanofibras de quitosana com
poli(caprolactona) (PCL) foram produzidas pela técnica de eletrofiacdo para
reconstrucdo de tecido muscular esquelético. Os autores investigaram o efeito do
alinhamento de fibras na organizacao e na diferenciacao celular comparado as fibras
orientadas aleatoriamente. O estudo confirmou que nanofibras de quitosana com PCL
ordenadas aumentam o desenvolvimento das células musculares, sendo um potencial

suporte para a miogénese esquelética.
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3.2. NANOFIBRAS DE ACETATO DE CELULOSE

A celulose é um dos materiais mais abundantes na natureza e é o principal
constituinte da parede celular das plantas. Para fins industriais, a celulose é derivada
de duas fontes primarias: linter de algodao e polpa de madeira. O linter de algodao,
contém cerca de 98% de celulose, e é obtido por meio do processo de deslintamento,
onde a fibra é separada do caroco de algodao e, posteriormente, enfardada, ficando
pronta para a comercializacdo. A celulose obtida do linter possui larga aplicabilidade,
como na fabricacdo de papel moeda, producdo de algoddo hidrofilo e tecidos
cirargicos. Por outro lado, a madeira, contém cerca de 40 a 60% de celulose em sua
composicdo quimica, e é extraida por degradacdo quimica da estrutura da madeira.
A formula molecular do monémero da celulose € C,H,,0¢ € a estrutura da celulose

esta representada na Figura 2.

Figura 2 - Estrutura quimica da celulose.
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Fonte: (EDGAR, 2004).

O termo celulose ndo designa um produto quimico especifico, pois existem
diferentes isbmeros. Entretanto, o termo celulose € utilizado para caracterizar 0s
compostos que apresentam especialmente a ligacdo (1 — 4) f (diequatorial) entre
cada mondmero. Dessa forma, duas amostras de celulose contém as mesmas
quantidades relativas de carbono, hidrogénio e oxigénio, mas podem variar
consideravelmente em reatividade quimica e propriedades fisicas, massa molecular e
grau de polimerizacdo (GP) (EDGAR, 2004).

Os ésteres de celulose sdo comumente derivados de celulose natural por
reacoes com acidos organicos, anidridos ou cloretos acidos. O acetato de celulose
(AC) é o éster organico mais importante, devido a ampla gama de propriedades e
aplicacdo em fibras e plasticos (EDGAR, 2004). O AC foi produzido pela primeira vez
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em 1865, aquecendo um algoddo com anidrido acético a 180 °C. Posteriormente,
adicionou-se acido sulfurico para realizar a reacdo em temperaturas mais baixas. Em
1906, Miles patenteou a hidrélise parcial do triacetato que gerou um acetato de
celulose soluvel em acetona. Essa solubilidade em solventes mais baratos e menos
toxicos, como a acetona, auxiliou o desenvolvimento comercial do AC.

O AC tem sido um material de grande escolha para pesquisas, pois apresenta
um grande espectro de aplicacdo, como imobilizacdo de biomoléculas, biorreatores
enzimaticos, liberacédo controlada de farmacos e Engenharia de Tecidos (KONWARH,;
KARAK; MISRA, 2013). Além disso, AC é um polimero biodegradavel, pois o0s
microrganismos conseguem produzir enzimas acetilesterases que sao importantes
para a desacetilacdo do material.

O acetato de celulose, apresentado na Figura 3, pode ser produzido com
diferentes graus de substituicdo (GS), podendo variar de zero (para celulose) a 3 (para
um material triacetato). O AC é produzido pela substituicdo dos grupos hidroxila das
unidades de glicose por grupos acetila. Assim, 0 GS é definido como 0 nimero médio
de grupos hidroxilas esterificadas com grupos acetilas, por unidade de anidro glucose
da celulose. (CERQUEIRA; CARVALHO, 2010) Esse parametro é importante, pois
afeta a cristalinidade do polimero e a solubilidade em diferentes solventes. O acetato
de celulose mais comum € o de grau de substituicdo 2,5, devido a boa solubilidade
em solventes polares comuns, como acetona e acido acético (PULS; WILSON;
HOLTER, 2011).

Figura 3 - Estrutura quimica do acetato de celulose (AC).
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Fonte: Adaptado de (CERQUEIRA; CARVALHO, 2010).
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Na Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), as
bandas de absorcdo em 1750 cm séo caracteristicas do estiramento da ligacdo C=0
e as bandas de baixa intensidade em 3700 cm™ a 3100 cm™ sdo relacionadas aos
grupos hidroxilas (DA CRUZ et al., 2011). No trabalho de Brum e colaboradores
(2012), o AC obtido da palha de feijao apresentou banda de absor¢cdo em torno de
1750 cm™ relacionada aos grupos carboxilas, bem como as bandas em 1374 cm™* e
1249 cm relativa as ligacdes C-H do grupo acetil e a ligagéo do grupo O-(C=0)-CHs.

O acetato de celulose produzido na forma de nanofibras eletrofiadas tém
grande potencial para ser aplicado na area de Engenharia de Tecidos, devido as
propriedades de elevada area superficial, alta rugosidade superficial e mimetizacao
da MEC (KONWARH; KARAK; MISRA, 2013). Dessa forma, é possivel utilizar o AC
em materiais biomédicos, devido a modulacéo de fatores (distancia da interface ou
alinhamento), que afetam o padrdo de migracdo celular, a funcionalizacdo da
superficie, a taxa de biodegradabilidade, as propriedades biomecanicas, a
biocompatibilidade e a estabilidade na esterilizagdo com raios gama (DRAGULESCU-
ANDRASI A, MA Z, AYERS DC, WIXTED JJ, 2008).

Nanofibras de AC eletrofiadas vem sendo investigadas nos ultimos anos com
o intuito de aumentar sua aplicacdo na area de Engenharia de Tecidos. Assim, as
nanofibras de AC estdo sendo incorporadas ou tratadas com outros materiais para
melhorar as propriedades de adesdo, proliferacdo e diferenciagcdo celular
(KONWARH; KARAK; MISRA, 2013). Soares e colaboradores (2020) produziram
nanofibras de AC carregadas com o hormdnio progesterona com cinética de liberacdo
em dois estagios. Além disso, observaram que a incorporacdo da progesterona
aumentou o didmetro médio das nanofibras de 340 a 892 nm e alterou a estrutura
cristalina de 67,23% da manta de AC de para uma forma amorfa (SOARES et al.,
2020).

No estudo de Santos e colaboradores (2021), relatou-se a producdo de
scaffolds de nanofibras de AC com extrato de urucum para potencial aplicacdo na
cicatrizacdo de feridas. As nanofibras puras apresentaram um diametro medio de 468
+ 173 nm e as nanofibras com urucum apresentaram diametro médio de 269 + 101
nm. Os scaffolds ndo apresentaram citotoxidade nos ensaios da membrana
corioalantdide de ovos de galinha embrionados e na cultura in vitro de fibroblastos.
Rodriguez e colaboradores (2011) produziram nanofibras de AC, com diametro entre

200 nm e 1,5 ym, com o intuito de aplicar em curativos ésseos para auxiliar a
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nucleacéo de fosfato de célcio bioativo (RODRIGUEZ; RENNECKAR; GATENHOLM,
2011).

No trabalho de Dragulescu-Andrasi e colaboradores (2008) nanofibras de AC
foram modificadas quimicamente por meio de reacdes de desacetilacdo e oxidacgéao,
com o intuito de produzir um material com propriedade fisico-quimica semelhante ao
sulfato de condroitina. Essa substancia estimula a proliferacéo e a diferenciacdo de
células priméarias do estroma da medula humana para a producgéo de colageno tipo Il,
permitindo maior adesao celular. As modificacdes quimicas realizadas melhoraram a
propriedade de adesao das nanofibras de AC. Em outro estudo demonstrou-se que o
recobrimento de nanofibras de AC com nanoparticulas de hidroxiapatita induz um
aumento na fixacao, disseminacdao e proliferacdo de osteoblastos humanos (GOUMA
et al., 2010).

3.2.1. Processo de eletrofiacdo

O processo de eletrofiagdo é uma técnica que foi criada por Cooley e Morton
em 1902. Esse processo foi patenteado por Anton Formhals, em 1934, com o titulo de
“Processo e Aparelho para preparar fios artificiais”. Nos anos de 1938 e 1939,
Formhals registrou diversas patentes com o aprimoramento da técnica (FORMHALS,
1938a, 1938b, 1938c, 1939a, 1939b). Com o passar do tempo, melhorias no design
do instrumento, na qualidade do material produzido, bem como na diversidade de
materiais utilizados para produzir as nanofibras tem sido desenvolvidas (HAIDER,;
HAIDER; KANG, 2018). Diversos estudos sobre a formacédo do jato e de fibras
eletrofiadas para materiais de filtracédo, a formacao do cone de Taylor e os parametros
de trabalho no processo de eletrofiagdo tem sido realizados (THENMOZHI et al.,
2017).

O processo de eletrofiacd@o utiliza trés elementos bésicos para a montagem
experimental: uma fonte de energia de alta tensdo (da ordem de kV), uma fieira
(seringa e agulha) e um coletor. A Figura 4 representa o aparato de eletrofiagdo. A
solucéo a ser fiada é colocada na seringa que, por sua vez, esta conectada a agulha.
O coletor é aterrado e colocado a certa distancia da agulha para receber as fibras
ejetadas (distancia de trabalho) (PATIL et al., 2017). A alta tenséo € aplicada entre o
coletor e a agulha. Com isso a solucdo polimérica na ponta da agulha fica

eletrostaticamente carregada. A medida que a solucdo polimérica é carregada, a
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superficie do liquido se expande, dando origem a uma forma cénica, conhecida como

cone de Taylor.

Figura 4 - Representacao da configuragao do aparato de eletrofiagéo.
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Fonte: adaptado de (THENMOZHI et al., 2017).

A tensdo aplicada é um dos parametros criticos para a formacdo de
nanofibras. Quando as forgas eletrostaticas superam a forca de tenséo superficial da
solucéo, o cone de Taylor é distorcido, ejetando um jato de polimero (LIU et al., 2017).
O jato é acelerado pelo campo elétrico e se torna cada vez mais fino até se aproximar
do coletor. Durante esta aproximacédo, o solvente evapora e as cadeias poliméricas
tendem ao estiramento e a organizacdo. Finalmente, o jato se solidifica em uma
nanofibra e se deposita sobre o coletor (LIU et al., 2017; THAKKAR; MISRA, 2017,
THENMOZHI et al., 2017).

As propriedades das nanofibras, como diametro, estrutura, porosidade, area
superficial e resisténcia mecanica, sdo essenciais na sua aplicacdo. Ha diversos
parametros que afetam a qualidade das nanofibras durante o processo de
eletrofiacdo. Os parametros séao classificados em parametros de processo (campo
elétrico, distancia de trabalho, velocidade de injecdo da solucdo e velocidade de
rotacdo do coletor), parametros de solucéo (viscosidade, concentracdo do polimero,
tensdo superficial, condutividade elétrica e massa molecular) e parametros de

ambiente (temperatura e umidade).

a) Parametros de processo

Os parametros de processo influenciam diretamente a morfologia e o diametro
meédio das nanofibras. Com a aplicacdo de um alto valor de campo elétrico, as forcas
eletrostaticas aumentam, bem como a densidade de carga, acelerando o jato de
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polimero, resultando em um maior estiramento das nanofibras e, consequentemente,
a reducao do seu diametro. Quanto maiores as forcas coulombianas, maiores seréo a
probabilidade de geracdo de pequenas contas e a distribuicdo de diametro das
nanofibras, pois haverd mais formacdo de granulos e contas (Kl et al., 2005). No
entanto, estudos apontam que, em baixas tensdes, pode haver diminuicdo do
diametro, devido a velocidade de voo reduzida, como observado por Liu e
colaboradores (2017).

A distancia de trabalho, que é a medida entre a agulha (eletrodo) e o coletor,
deve ter um valor minimo que garanta a total evaporacéo do solvente utilizado e um
valor maximo, para que o campo elétrico seja efetivo na estabilizacdo do cone de
Taylor (GOMES et al., 2007). Se a distancia for menor do que o valor minimo, a
solucé@o polimérica ndo terd tempo suficiente para se estirar e, com isso, havera a
formacao de nanofibras com maiores diametros (LIU et al., 2017).

O aumento da velocidade de injecdo da solucdo polimérica pode ocasionar
um tempo insuficiente para o solvente evaporar, gerando nanofibras em forma de fitas
ou achatadas, em vez de uma secao transversal circular. Além disso, quanto maior o
fluxo da solucdo, maior a probabilidade de gerar um aumento de diametro das
nanofibras (SILL; RECUM, 2008). Ja a velocidade de rotacédo do coletor interfere na
orientacdo das nanofibras. A medida que a velocidade aumenta, mais orientadas
ficam as nanofibras e a distribuicdo de diametros das nanofibras apresenta menor
valor (MEDEIROS et al., 2008).

b) Parametros de solucao

Os parametros de solucéo afetam diretamente a morfologia e a geometria das
nanofibras, pois esses estdo relacionados com as propriedades fisico-quimicas dos
polimeros e dos solventes, assim como as interacdes entre eles (COSTA et al., 2012).

A viscosidade da solucao polimérica depende da concentracdo do polimero,
bem como do tipo de solvente utilizado. Est4 é uma caracteristica importante, pois
afeta o0 emaranhamento das moléculas do polimero, que € um fator critico para a
formacao do jato continuo da solucdo em vez de goticulas.

Para se obter nanofibras uniformes, sem a formacéo de contas, € necessario
gue se tenha um grau minimo de emaranhamento de cadeias correspondente a uma
concentracéo (viscoelasticidade) do polimero (BRANCIFORTI et al., 2009; WANG et

al., 2009; YANG et al., 2010). A medida que se aumenta a viscoelasticidade da
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solucéo (aumentado a concentracao do polimero), considerando os outros parametros
fixos, maior a tendéncia de se obter nanofibras com maior didametro. Entretanto, se a
concentracgdo for inferior & concentracdo minima, o grau de emaranhamento entre as
cadeias poliméricas € menor e, com isso, havera uma instabilidade capilar na
extremidade do jato, ocasionando um espalhamento eletrostéatico, gerando particulas
esféricas ou nanofibras com contas (COSTA et al., 2012).

Além disso, o solvente precisa ser volatil o suficiente para que a evaporacao
ocorra quando o jato polimérico se move em direcdo ao coletor aterrado. A alta
volatilidade da solucéo influencia na formacéo de nanofibras com maior porosidade e
maior area superficial (LIU et al., 2017).

A tensdo superficial € uma variavel que esta diretamente relacionada a
formacao do cone de Taylor. O cone é formado quando a voltagem aplicada € alta o
suficiente para permitir que as forcas eletrostaticas superem a tensao superficial da
gota. Diversos estudos relatam que, quanto menor a tensdo superficial, maior a
probabilidade da formacao de fibras sem contas (FONG; CHUN; RENEKER, 1999;
LEE et al., 2002, 2003).

A condutividade elétrica da solu¢cdo também influencia a morfologia das
nanofibras. Alguns trabalhos observaram que, quanto maior a condutividade da
solucéo, devido ao acréscimo de um sal, maior sera o alongamento e o estiramento.
Resultando, assim, em segmentos menos espessos, com menor diametro e menor
formacéo de cordao (KIM; LEE; KIM, 2005; GUERRINI et al., 2007; CENGIZ; JIRSAK,
2009; JACOBS; ANANDJIWALA; MAAZA, 2009; MOGHE et al., 2009).

A massa molecular afeta diretamente a morfologia das nanofibras, pois
influencia nas propriedades reoldgicas, principalmente a viscosidade e nas
propriedades elétricas como tensdo superficial, condutividade e forca dielétrica da
solucéo. Polimeros com alta massa molecular sdo os mais utilizados, pois apresentam
alta viscosidade em sua solucdo devido ao numero de emaranhados da cadeia
polimérica, caracteristicas que facilitam a formacao de fibras durante o processo. Além
disso, as nanofibras formadas a partir dos polimeros com alta massa molecular
apresentam maior diametro médio e menor niumero de defeitos em sua estrutura. Por
outro lado, polimeros com baixa massa molecular tendem a formar contas por sua
baixa viscosidade, devido ao menor niumero de emaranhados presentes na sua
estrutura. A concentracdo e a massa molecular sdo propriedades associadas porém

independentes, pois, quando se produz uma solucédo de um polimero de alta massa
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molecular com baixa concentracdo, o numero de emaranhados se mantera, nao
alterando a morfologia das nanofibras (TAN et al., 2005; HAGHI; AKBARI, 2007).
Vale ressaltar que existe uma forte dependéncia da ordem de grandeza dos
didmetros das nanofibras de AC com a massa molecular do polimero, a viscosidade,
a condutividade e a temperatura de ebulicio do solvente (LIU; HSIEH, 2002;
TUNGPRAPA et al., 2007; CHRISTOFOROU; DOUMANIDIS, 2010; UM-I-ZAHRA; LI,
ZHU, 2017; ANGEL et al., 2020). Tungprapa e colaboradores (2007) investigaram os
efeitos da mistura de solventes, da concentragdo de AC e da tensao aplicada no
comportamento morfologico de fibras de acetato de celulose. Eles observam maiores
diametros médios das nanofibras de AC com a diminuicédo da viscosidade, mesmo em
proporcdes de solventes diferentes. Para uma solucao de 16% m/v de AC (30.000 Da)
em acetona/DMAc (3:1 (v/v)), eles obtiveram um didametro médio de 320 + 330 nm e
uma viscosidade de 384 mPa.s. Entretanto, Angel e colaboradores (2020) obtiveram
nanofibras de AC (100.000 Da) com diametro médio de 1149 + 523 nm para uma
concentracdo de 15%m/v de AC em acetona (326 mPa.s). Comparando os dois
trabalhos, verifica-se que um aumento da massa molecular proporciona um aumento

substancial do diametro das fibras.

c) Parametros de ambiente

Como os outros parametros, a temperatura e a umidade também afetam a
formacao e a morfologia das nanofibras produzidas. Dependendo da natureza quimica
do polimero, o diametro médio da fibra pode aumentar ou diminuir com 0 aumento da
umidade (DE VRIEZE et al., 2009). Em relacao a temperatura, estudos mostram maior
probabilidade de se obter nanofibras com menores diametros com o aumento da
temperatura (LIU et al., 2017).

3.2.1.1. Processos para modificacdo da superficie de nanofibras poliméricas

As nanofibras apresentam grandes vantagens para aplicacdo como scaffolds
para a Engenharia de Tecidos, entretanto, existem limitagbes que devem ser
superadas para melhorar seu desempenho, dentre elas a pobre infiltracdo celular no
interior da estrutura das mantas e a composi¢cao quimica que favoreca a interacao
célula/biomaterial para geracdo de tecido in vitro ou in vivo. Para superar esses

problemas e melhorar o desempenho das mantas de nanofibras poliméricas na
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aplicacdo como scaffolds, pode-se modificar sua superficie, a fim de otimizar o
desempenho durante a cultura celular. Essas modificacdes podem ser realizadas por
meio de modifica¢des quimicas, bioldégicas ou morfolégicas das mantas de nanofibras.

Os métodos para modificar a superficie de nanofibras estéo relacionados a
insercado de uma biomolécula ou um grupo funcional, seja por interacédo eletrostatica
ou ligacdo quimica, através de tratamentos por mistura, revestimento, reacdes
quimicas, radiacdo de ondas eletromagnéticas, tratamento com plasma, grafitizacdo
e sistema de eletrofiagcdo com electrospray (GOPAL et al., 2007; JIAO; CUI, 2007).

A modificacdo de superficie é eficaz de alterar as interacdes bioldgicas, pois
altera a composicao quimica superficial mais externa do scaffold, sem alterar as
propriedades fisico-quimicas da regido interna. As modificacbes também podem
fornecer grupos quimicos que permitam a mobilidade de farmacos, enzimas,
anticorpos ou outras espécies biologicamente ativas.

a) Modificacdo por processos quimicos:

A modificagdo quimica caracteriza-se pela introducdo de uma ou mais
espécies quimicas, por meio de uma ligagdo quimica, por exemplo, a insercdo de um
mondmero (GOPAL et al., 2007). Existem dois métodos para a modificacdo quimica
da superficie de um polimero: acoplamento e polimerizacdo. O primeiro € utilizado
guando ja existem grupos reativos na superficie do polimero estudado e o segundo
quando ndo existem grupos reativos, sendo necessario um pré-tratamento da
superficie para incorporacdo de moléculas ao polimero (ZHU et al.,, 2002). Os
principais pré-tratamentos sdo apresentados a sequir.

Os tratamentos de oxidacdo com produtos quimicos Uumidos, geralmente
acidos ou bases, sdo empregados para grupos funcionais contendo oxigénio
(carbonila, hidroxila e carboxila) na superficie do polimero. Entretanto, a
superexposicao aos reagentes quimicos ocasiona danos na superficie do polimero,
produzindo pog¢os microscopicos. Além disso, os polimeros que apresentam locais
vulneraveis, como estruturas de anéis benzénicos, ligacées duplas e halogéneos,
tendem a sofrer reacdes eletrofilicas ou ataques nucleofilos na superficie, danificando
o material (PENN; WANG, 1994).

O método de polimerizacao de grafitizacdo apresenta varias vantagens como:
(1) capacidade de modificar a superficie do polimero com diversos monémeros; (2)
facilidade e introducéo controlavel de cadeias com alta densidade para grafitizacéo e

(3) ligacbes covalentes, aumentando a estabilidade quimica das cadeias introduzidas
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(UYAMA; KATO; IKADA, 1998). Nesse método, é necessario tratar a superficie para
gerar pontos reativos, a fim de que ocorra a polimerizacdo. Isso € possivel por meio
de reacdo quimica, radiacdo gama, radiacao UV e plasma.

O processo de radiacdo apresenta dois graus de energia: a alta que esta
relacionada com a inducdo de formacédo de ions, e a baixa que é responsavel pela
excitacdo dos atomos e moléculas. A energia até cerca de 50 eV € usada para
irradiacdo de nanofibras. Quando aplicada uma alta energia, as nanofibras
apresentam alteracdes em suas propriedades, especialmente se o polimero for
biodegradavel (GOPAL et al., 2007).

N&o obstante, o processo por plasma apresenta algumas vantagens: (a)
modificacdo com profundidade de centenas de angstroms; (b) quase todos os
polimeros podem ser modificados por plasma, independe da composicdo da
superficie; (c) € possivel escolher o tipo de modificacdo quimica para o polimero, a
partir da escolha do gas (argdnio, oxigénio, nitrogénio, flior, diéxido de carbono e
agua) e (d) uniformidade do tratamento em toda superficie. Entretanto, esse
tratamento é realizado em um sistema a vacuo, 0 que encarece o custo de operacao
(GOPAL et al., 2007).

b) Modificacdo por processos fisicos

Os tratamentos por mistura e revestimento superficial sdo os métodos mais
simples e faceis para funcionalizar as nanofibras. Ambos possuem abordagens de
adsorcdo fisica, o que significa que ndo ha formacdo de uma ligagdo quimica entre o
material polimérico e a espécie funcionalizada, mas apenas uma interacao
eletrostatica.

A mistura consiste em homogeneizar o polimero com dois ou mais materiais,
com objetivo de conseguir as propriedades desejadas e o revestimento consiste em
cobrir a superficie do polimero com um material que tenha as caracteristicas
desejadas (GOPAL et al., 2007). Um exemplo de método por mistura € a incorporacao
de B-ciclodextrina na superficie de nanofibras de poli(metil metacrilato) (PMMA)
eletrofiadas, para aplicacdo de remocdo de residuos organicos na purificacdo da
agua. As nanofibras funcionalizadas sao capazes de capturar a fenolftaleina, uma
pequena molécula organica, similar aos residuos organicos (KAUR et al., 2006). Em
outro trabalho, o colageno foi incorporado a blenda de poli(acido L-lactico) (PLLA) com

poli(caprolactona) (PCL) numa solugcéo que posteriormente foi eletrofiada. Os testes
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do trabalho permitiram afirmar que as nanofibras PLLA-co-PCL com colageno
preservaram o fendtipo das células endoteliais e mostraram maior viabilidade celular,
espalhamento e adeséo, indicando ser um potencial material para enxerto vascular na
Engenharia de Tecidos (HE et al., 2005a).

O meétodo de revestimento fisico é predominantemente usado para modificar
os scaffolds poliméricos, a fim de melhorar sua adeséo celular (GOPAL et al., 2007),
geralmente utilizando coldgeno (HE et al., 2005b), fibronectina, laminina, quitosana e
seus derivados (ZHU et al., 2002; CUI et al., 2003), seda fibrosa (CAl et al., 2002),
gelatina (CUI et al., 2003b), heparina (ZHU et al., 2002) e alginato (ZHU; JI; SHEN,
2002).

c) Modificacdo por processos bioldgicos

A técnica de modificacao biolégica consiste em adicionar biomacromoléculas
bioativas (proteinas e polissacarideos) a superficie das nanofibras para aumentar a
adesdo celular, como fibronectina, gelatina e coldgeno (CHEN; YAN; ZHENG, 2018).
O processo pode ser quimico (grafitizagédo) ou fisico (revestimento ou aprisionamento)
(JIAO; CUI, 2007).
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3.3. ALGINATO

O alginato (ALG) é um polissacarideo natural soluvel em 4gua, a temperatura
ambiente, descoberto em 1883, por Standford, a partir da maceracdo de algas
(STANDFORD, 1883). Ele é proveniente do acido alginico extraido das paredes
celulares e dos espacos intercelulares de algas marrons das espécies Laminaria
hyperborean, L. digitata, Macrocystis pyrifera, Ascophyllum nodosum e dos géneros
Sargassum e Turbinarias (PEREZ; MATOS, 2001). O alginato foi isolado a partir de
bactérias dos géneros Pseudomonas (P. florences, P. mendocina e P. putida) e
Azotobacter (A. vinelandii), em 1964 e 1966, respectivamente (MAURSTAD et al.,
2008).

O alginato € um heteropolimero linear, formado pela repeticdo de duas
unidades monoméricas de acidos distintos: a-L-gulurénico (G) e B-D-manurdnico (M).
Eles estdo organizados de maneira alternada ou sequenciados em blocos, ao longo
da cadeia e unidos por ligacdes 1,4 glicosidicas, como apresentado na Figura 5.

Figura 5 - llustracdo esquemaética da estrutura quimica do alginato.
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Legenda: (a) B-D-manurdnico (M); (b) a-L-gulurdnico (G) e (c) alginato de maneira alternada.
Fonte: (KAWAGUTI; SATO, 2008).
Existem diferentes alginatos, devido a quantidade relativa de cada monémero na
estrutura. E essa propor¢cdo de mondmeros depende da fonte, localizacéo, idade,
estacdo de coleta e técnica de extracdo da alga (PESTOVSKY; MARTINEZ-
ANTONIO, 2019). A razéo entre as unidades G e M do alginato contribui para varias
caracteristicas em termos de estrutura e biocompatibilidade. Dessa forma, as
propriedades fisico-quimicas do alginato dependem da composi¢cdo e da sequéncia
dos mondmeros na cadeia polimérica (DRAGET et al., 2006). O alginato de maneira
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alternada (MG)n apresenta maior solubilidade em pH &cido, maior flexibilidade das
cadeias e gera géis mais flexiveis quando se ligam aos cétions polivalentes. Os
alginatos que contém maior quantidade do monémero G apresentam cadeias mais
rigidas, alta porosidade, baixo encolhimento, maiores taxas de difusédo de proteinas
(GOMBOTZ; WEE, 2012) e podem-se ligar aos cations polivalentes formando géis
mais rigidos. Os alginatos com maior propor¢cdo do monémero M apresentam
estruturas mais flexiveis, além de poros menores (KAWAGUTI; SATO, 2008).

O alginato € comercialmente vendido na forma de alginato de s6dio em p6
proveniente de algas, por meio de maceracao e extracdo alcalina. Posteriormente, ele
é filtrado e precipitado com cloreto de sédio, acrescido de carbonato de sédio para se
obter uma pasta de alginato de sodio que depois € encaminhada para os processos
de secagem e moagem (MCHUGH; HERN; ARVIZU-HIGUERA, 2001).

O alginato apresenta propriedade mucoadesiva, pois é constituido de grupos
terminais carboxilicos, sendo classificado como um polimero mucoadesivo aniénico
(GOMBOTZ; WEE, 2012). Dessa forma, diversos estudos comprovam que o alginato
tem maior forca mucoadesiva se comparado a outros polimeros, como poliestireno,
quitosana e carboximetilcelulose (CHICKERING; MATHIOWITZ, 1995).

A origem natural, a sustentabilidade e a biodegradabilidade do alginato sao
caracteristicas vantajosas para sua utilizacdo. Além de ser uma matéria-prima bem
caracterizada quimicamente, seu comportamento fisico-quimico tanto em solucdes
liguidas quanto na fase gel é bem conhecido. Estudos comprovam que o alginato
produz géis estaveis ao longo da faixa de temperatura de 0 a 100 °C e que podem ser
preparados tanto em agua quente quanto fria. Entretanto, o médulo de rigidez do gel
diminui com o aumento da temperatura (GACESA, 1988). Todas essas caracteristicas
fazem com que esse biopolimero seja um polissacarideo de grande interesse
cientifico e econdmico (SANTANA, 2010).

O biopolimero alginato é utilizado na engenharia tecidual como suporte
tridimensional para células, pois suas caracteristicas fisicas, ligacdo e liberacédo de
moléculas bioativas e dissolucdo podem ser controladas, a partir de modificacdes
fisico-quimicas do biopolimero ou mesmo dos hidrogéis. Além disso, o alginato
apresenta boas caracteristicas para a formacéo de nanocapsulas com tamanho entre
2 a 100 mm para liberacédo controlada de materiais (DHAMECHA et al., 2019). As
microesferas de alginato sdo amplamente exploradas devido a capacidade de

encapsularem pequenas ou grandes moléculas com propriedades quimicas diversas.
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Essas estruturas consistem em um nucleo central que contém o agente terapéutico e
uma casca polimérica (WONG; AL-SALAMI; DASS, 2017).

3.3.1. Micro/nanoparticulas de alginato reticuladas

A adicdo de metais polivantentes pode tornar o alginato de sédio insolivel em
adgua. A interacdo com metais catiénicos, como célcio (Ca?*), bario (Ba?*), cobre
(Cu?*), cAdmio (Cd?*), zinco (Zn?*), niquel (Ni%*), chumbo (Pb?*), estréncio (Sr?*),
aluminio (APP*), ferro (Fe3*), magnésio (Mg?*) altera as propriedades fisico-quimicas
do alginato e induz o processo de reticulacdo ou gelificacdo por meio de interacéo
eletrostatica, troca ibnica e reacdes redox (BRESSEL, 2007 CATHELL; SCHAUER,
2007 e PAPAGEORGIOU et al., 2010). O grau de afinidade do alginato de sédio em
relacdo aos cations, em ordem decrescente, é Pb?* > Cu?* > Cd?* > Ba?* > Sr?* > Ca?*
> Co?*, Ni*, Zn?* > Mn?* (M@RCH et al., 2006). Os céations Ba?* e Sr?* produzem géis
de alginato com interagGes intermoleculares mais fortes em comparacgéo aos de Ca?*.
Outros céations, como Pb?*, Cu?*, Cd?*, Ni?* e Zn?*, também produzem géis de alginato
reticulado, mas apresentam um uso limitado, devido a toxicidade (GOMBOTZ; WEE,
2012). A alteracdo das propriedades depende da sequéncia dos mondmeros na
cadeia polimérica do alginato. Estudos reolégicos e de disperséo de luz com alginatos
sugerem que a organizac¢ao dos blocos diminui a rigidez do gel na sequéncia G > M >
MG (SMIDSR@D; GLOVER; WHITTINGTON, 1973; SMIDSR@D, 1974).

O calcio possui baixa toxicidade em comparacao aos outros céations (LEONG
et al., 2016). Além disso, promove uma interacao iébnica com os blocos G do alginato
formando uma rede tridimensional estavel composta por fibras de alginato ligadas
ionicamente aos ions calcio (BRESSEL, 2007). A estrutura da rede tridimensional foi
proposta por Grant, em 1973, através de um modelo denominado egg-box, em
tradugao livre “caixa de ovos” (GRANT, G. T.; MORRIS, E. R.; REES, D. A.; SMITH,
P. J. C.; THOM, 1973), que esta mostrado na Figura 6. Essa reticulacdo do alginato
de sodio com célcio torna o material insolivel em agua, além de aumentar a
resisténcia mecéanica (DONG; WANG; DU, 2006).
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Figura 6 - Modelo “egg-box” proposto por Grant.
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Legenda: (a) ligacdo entre os ions de célcio e as cadeias homopolimeros de blocos G; (b)
representacao das cadeias homopoliméricas unidas através dos ions célcio.
Fonte: adaptado de (KAWAGUTI; SATO, 2008).

Estudos sugerem diversas técnicas para a reticulacdo do alginato de sddio
com os ions calcio (RHIM, 2004; ZACTITI, 2004). Existem diversos tipos de sais de
calcio para reticular as particulas de alginato e podem ser divididos em trés categorias:
sollveis, parcialmente sollveis e insoluveis. Os sais solUveis, como o cloreto de calcio
(CaCl2) podem causar a gelificacdo espontaneamente. Entretanto, o0s sais
parcialmente sollveis, como, por exemplo, o sulfato de calcio (CaSOa), permitem a
lenta dissociacdo do cation Ca?*, e consequentemente uma reticulagdo mais lenta. Os
sais insoluveis, como o carbonato de calcio (CaCOs), primeiramente, Ss&o
emulsificados para depois serem gradualmente solubilizados com alteracéo de pH ou
temperatura para reticularem com o alginato (LEONG et al., 2016).

Os cations célcio, provenientes do sal de cloro (cloreto de célcio), sdo os
agentes reticulantes mais efetivos, pois o sal é facilmente solavel em agua e os ions
Ca?* estabelecem ligacdes entre os blocos G do alginato (na qual existe uma distancia
adequada para sua acomodacdo), a partir de interacdes iOnicas e ligacdes de
hidrogénio (SANTANA, 2010). Segundo Zactiti (2004), a concentracao de CaClz, em
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diferentes valores, altera a solubilidade em agua do alginato de sodio reticulado. De
acordo com George e Abraham (2006), quanto menor a quantidade de ions Ca?",
menor sera a intensidade das ligacdes intermoleculares, gerando um gel que se
liquefaz com aplicacdo de calor ou tensdo mecanica. A medida que aumenta a
guantidade de ions na rede, também aumenta o niumero de pontos de reticulacédo
entre as cadeias poliméricas, diminuindo a mobilidade das cadeias e a solubilidade do
material em agua.

Dessa forma, a gelificagdo consiste nas ligagdes intermoleculares do alginato
de sédio com o cation Ca?* para formar um produto insol(vel em agua. A gelificacédo
pode ser externa ou interna:

1. Gelificacdo externa: € o mecanismo classico e simples para formar hidrogéis
de alginato. Nesse processo, os ions Ca?* séo introduzidos externamente nas
goticulas de alginato. Os cations difundem-se para 0s espacos intersticiais
entre as cadeias poliméricas de alginato para iniciar a reticulacdo. Isso resulta
na formacéo de uma membrana semi-solida envolvendo a gota de alginato com
um nucleo liquido, conforme apresentando na Figura 7. Quando maior o tempo
de imerséo, maior é a difusdo de Ca?* pela membrana e consequentemente a
solidificacdo do nucleo das goticulas de alginato (SCHOUBBEN et al., 2010;
ZHANG et al., 2006).

Figura 7 - Mecanismo de gelificacdo externa do alginato de sddio.
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Legenda: (a) goticulas de alginato em contato com uma solugéo de célcio, (b) difuséo interna dos

ions calcio, (c) gelificacdo interna das goticulas e (d) gelificagdo completa.
Fonte: adaptado de (LEONG et al., 2016).
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A gelificagdo externa é um método que n&o precisa utilizar solventes
organicos e acidos. Além disso, apresenta um grande potencial para aplicacdo nas
areas farmacéuticas, biomédicas e alimenticia (PATIL et al., 2010). Analisando do
ponto de vista biotecnolégico e industrial, pela facilidade de obtenc¢éo, € o mecanismo
mais relevante para o alginato de sédio (LI et al., 2015).

2. Gelificacdo interna: € um mecanismo que permite controlar a liberacdo de Ca?*
para o processo de reticulacdo e s6 é usado quando o alginato se dispersa com
um liquido imiscivel (LENCKI, NEUFELD e SPINNEY, 1989). Assim, uma
solucdo de alginato de sédio contendo particulas de um sal insolavel é
emulsificada em uma fase oleosa, como mostrado na Figura 8. Posteriormente,
adiciona-se um &cido organico, com a finalidade de diminuir o pH, que por sua
vez, ird induzir a dissociacdo do sal e liberar os cations Ca?*. Os ions céalcio
liberados cruzam as cadeias poliméricas do alginato, iniciando a ligacéo
cruzada de dentro para fora da goticula (HELGERUD et al., 2009).

Figura 8 - Mecanismo de gelificacdo interna do alginato de sodio.
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Legenda: (a) dispersao de goticulas de alginato em 6leo, (b) adicdo de &cido para dissolver o sal

insolGvel de célcio e (c) gelificagdo da particula.
Fonte: adaptado de (LEONG et al., 2016).

O processo de gelificacéo interna permite maior controle da morfologia das
particulas e maior homogeneidade em comparacdo ao processo de gelificacdo
externa. Estudos anteriores comprovam a producdo de microparticulas de alginato
com tamanhos de 20 a 1000 um (PONCELET et al., 1995; RIBEIRO et al., 2005; LIU
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et al., 2015). Entretanto, com a utilizacdo de solventes organicos e acidos aumenta-
se a chance de uma possivel toxicidade devido a presenca de tracos dessas
substancias no material produzido (PATIL et al., 2010).

O processo de gelificacdo altera algumas propriedades fisicas do alginato de
soédio, gerando um hidrogel de alginato de calcio que apresenta caracteristicas
distintas. Uma dessas caracteristicas é a forca de ligacdo do material. A forca do
hidrogel de alginato de célcio é influenciada pela quantidade de mondmeros G
presente na cadeia polimérica e pelo nivel de interacdo dos cations com o alginato
(SMIDSR@D, 1974). Considerando a concentragdo de cations constante, a grande
guantidade de blocos G fornece alta resisténcia ao hidrogel de alginato em
comparacao com o hidrogel de alginato que contém maior quantidade de blocos M,
entretanto, o Ultimo apresenta maior elasticidade (CHING; BANSAL; BHANDARI,
2017). A concentracao de ions reticulantes ou gelificantes também influencia a forca
do hidrogel. Segundo Draget e colaboradores (1993), hidrogéis produzidos com
excesso de ions Ca?* apresentaram uma maior forca de interacdo, a medida que
aumenta a massa molecular do alginato até 150 kDa. A partir de 150 kDa, observou-
se um pequeno aumento da for¢a dos hidrogéis quando os locais de ligacéo ao céation
calcio estavam saturados. Contudo, quando se aumenta a concentracdo de 8 para
15mM, a forca do gel de alginato aumenta exponencialmente (DRAGET et al., 1993).

Outra caracteristica que alterada no processo de gelificacdo do alginato de
sédio € o intumescimento. O comportamento do intumescimento de hidrogéis de
alginato tem sido estudado por diversos grupos de pesquisa. Segundo Pillay e Fassihi
(1999), o tamanho das particulas de alginato diminui em pH acido e aumenta em pH
basico (PILLAY; FASSIHI, 1999). O estudo de Darrbie e colaboradores (2006) relata
que o intumescimento dos hidrogéis de alginato é reduzido com o aumento da
guantidade de blocos G na cadeia polimérica. A capacidade de dilatacdo dos hidrogeis
de alginato também reduz com o0 aumento da concentracao de cations céalcio (MOE et
al., 1993).

Os hidrogeéis de alginato podem permitir a difusdo de pequenas moléculas
sollveis, como glicose e insulina. No entanto, a difusdo de moléculas maiores, como
proteinas, é restrita devido ao tamanho molecular (LANZA et al., 1995; CHING,;
BANSAL; BHANDARI, 2017). O tamanho dos poros dos hidrogéis de alginato esta na
faixa de 5 a 200 nm (ANDRESEN et al., 1977). O tipo de mecanismo de gelificacédo

(externo ou interno) influencia o tamanho dos poros do hidrogel. Os hidrogéis de
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alginato provenientes da gelificacdo externa apresentam uma rede mais contraida na
superficie e tamanho de poros de 12-16 nm na superficie do gel. Os hidrogéis de
alginato, produzidos a partir do mecanismo de gelificac&o interna, apresentam maior
tamanho de poros (THU; SMIDSR@D; SKJAK-BRAK, 1996). O tamanho dos poros
também é influenciado pela composicdo monomérica de alginato. A porosidade do
hidrogel aumenta a medida que aumenta o teor de blocos G na cadeia polimérica de
alginato. Isso ocorre devido ao bloco G apresentar uma configuracdo mais aberta,
propiciando maior porosidade e menor suscetibilidade ao encolhimento (MARTINSEN
et al., 1991; THU et al., 1996).

Outro fator que altera o tamanho dos poros é o pH. Em pH abaixo de 7, os
hidrogéis apresentam reducado do tamanho dos poros e podem sofrer hidrélise
catalisada por protons. Nessa condicdo, a elevada concentracdo de ions de
hidrogénio suprime a dissociacdo do grupo carboxila presente nas moléculas de
alginato (WU et al., 2010). Entretanto, em pH acima de 7, as particulas de alginato
aumentam, bem como o tamanho dos poros. Caso ocorra exposi¢cao prolongada ao
pH basico, inicia-se a dissolucdo do hidrogel (GOMBOTZ; WEE, 1998).

Os hidrogéis de alginato apresentam caracteristicas térmicas estaveis no
intervalo de 0 a 100 °C. A estabilidade é influenciada pela composicdo dos
mondmeros do alginato. Segundo Oates e Ledward (1990), os hidrogéis ricos em
blocos M sdo menos estaveis sob aquecimento em comparacao aos hidrogéis com
maior proporcao de blocos G. Acima de 100-120 °C, os hidrogéis de alginato sofrem
despolimerizacdo. Assim, eles tendem a ser menos rigidos a medida que a
temperatura aumenta (GACESA, 1988). Acima da temperatura de transicdo do gel,
em torno de 180 °C, € observada a decomposicao térmica do hidrogel de alginato
(OATES; LEDWARD, 1990). A decomposicéo ocorre em trés etapas: (1) liberacéo de
moléculas de 4gua até 200 °C; (2) formacéao de oxalatos metalicos acima de 200 °C e
(3) formacédo de 6xido metalico acima de 350 °C (OATES; LEDWARD, 1990; SAID;
HASSAN, 1993).

3.3.1.1. Técnicas para producao de particulas de alginato reticuladas
A producéao de particulas de alginato reticuladas pode ser realizada mediante

diversas técnicas, levando em consideracao fatores como aplicacdo, tamanho das

particulas, propriedades bioldgicas e fisico-quimicas. As principais técnicas sao:
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atomizacdo, emulsificacdo e extrusdo-gotejamento (PESTOVSKY; MARTINEZ-
ANTONIO, 2019).

A técnica de atomizagdo consiste em dispersar uma solucédo de alginato de
sédio como aerossoOis que podem ser gelificados para formar microparticulas. As
particulas formadas podem apresentar uma ampla faixa de tamanho entre 10 a 100
um. No caso de atomizacdo usando ultrassom, as particulas podem apresentar
tamanhos médios de 50 a 110 um. Apesar de apresentar elevado interesse industrial,
devido a alta produtividade, é importante ressaltar que essa técnica é adequada para
aplicacdes que nao exigem um controle rigoroso da distribuicdo de tamanho das
particulas (LEONG et al., 2016).

A técnica de emulsificacao consiste na dispersdo de alginato de sédio em um
liquido imiscivel, que produza uma emulsao agua/éleo antes da gelificacdo. Os 6leos
vegetais ou minerais sdo 0s mais utilizados nessa producédo. O tamanho médio das
particulas de alginato reticuladas varia de 1 a 1000 um (PONCELET et al., 1999a;
LEONG et al., 2016). O tamanho das particulas nessa técnica pode ser controlado por
alteracao de temperatura, de concentracdo do alginato de sédio, do solvente organico
ou da fase oleosa, da concentracdo do surfactante e da taxa de agitacao aplicada na
formulacdo (PATIL; SAWANT, 2009; PIORNOS et al., 2016). Apesar de ser uma
técnica econdmica, pode gerar fusdo de particulas e apresenta uma etapa extra, que
€ separar as particulas de alginato reticuladas do 6leo residual (SULTANA et al.,
2000).

A técnica de extrusdo-gotejamento € a maneira mais simples de produzir
particulas de alginato reticuladas e consiste em gotejar uma solucdo de alginato de
sédio numa solucao de reticulante (geralmente CaCl2) ou vice-versa (PESTOVSKY;
MARTINEZ-ANTONIO, 2019), como representando na Figura 9.
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Figura 9 - Técnica de extrusdo-gotejamento para producédo de particulas de
alginato reticuladas.

Solucéo de
alginato de sédio

2P

Solugao do reticulante
Fonte: adaptado de (CHING; BANSAL; BHANDARI, 2017).

O gotejamento pode produzir um pré-gel aglomerado dependendo dos
parametros utilizados. Para evitar essa aglomeracéo, adiciona-se quitosana ou outros
estabilizadores, como Tween 20, Tween 80, PEG-1500, PEG-6000, acetonitrila ou
brometo de cetiltrimetilamoénio (CTAB) (SCHOUBBEN et al., 2010; LEE; RAVINDRA,
CHAN, 2013; MASALOVA et al., 2013; PESTOVSKY; MARTINEZ-ANTONIO, 2019).
No entanto, ao se otimizar o tempo de reacdo e as concentracdes das solucdes de
cloreto de calcio e alginato de sédio, é possivel sintetizar nanoparticulas sem adicao
de estabilizadores. No trabalho de Masalova e colaboradores (2013) foram produzidas
nanoparticulas com diametros entre 210 a 540 nm, sem adi¢do de estabilizadores e
que foram dispersadas utilizando ultrassom. No mesmo estudo, os pesquisadores
ressaltam que na presenca de estabilizadores, as nanoparticulas apresentavam
dimensdes menores (entre 200 a 300 nm) e maior estabilidade (MASALOVA et al.,
2013). Saraei e colaboradores (2013) ao otimizarem as concentracdes das solugcbes
de alginato de sodio (0,3% m/v) e cloreto de calcio (0,1% m/v) e o tempo de
homogeneizacéo (45 minutos) obtiveram nanoparticulas esféricas com diametro de
80 nm, sem utilizac&o de ultrassom e estabilizadores.

A técnica de extrusdo-gotejamento pode ser aprimorada, com a finalidade de
controlar o tamanho das particulas e aumentar a taxa de produgéo, usando campo
elétrico (AL-HAJRY et al., 1999; PONCELET et al., 1999a, 1999b; NEDOVIC et al.,
2001; KLOKK; MELVIK, 2002; LEWINSKA; ROSINSKI; WERYNSKI, 2004), agitacéo
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mecanica ou corte a jato. Zhao e colaboradores (2016) demonstraram que utilizando
0 campo elétrico as particulas de alginato reticuladas apresentam formas esféricas e
diametro na faixa de 500-2000 um. Por outro lado, ao se utilizar agitacdo mecanica,
as particulas de alginato reticuladas apresentaram diametros entre 300 um e 5 mm
(PRUSSE et al., 2008) e utilizando o corte a jato, as particulas produzidas foram
uniformes e com diametros de 200 um a 5 mm (KOCHT et al., 2003).

Em suma, existem diversos métodos para a producdo de particulas de
alginato reticuladas. E no presente trabalho utilizou-se a técnica de extruséo-
gotejamento com campo elétrico, também denominada de electrospray.

3.3.1.1.1. Electrospray
O processo de electrospray € uma das técnicas mais eficientes para a
producdo de micro/nanoparticulas e micro/nanoesferas a partir de uma solugéo
polimérica condutora (SRIDHAR; RAMAKRISHNA, 2013), como esquematizado na
Figura 10. O equipamento é composto de uma fonte de tensdo, um capilar com a

solucado (geralmente uma agulha metalica) e um coletor aterrado.

Figura 10 — Esquema do Processo de Electrospray.
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Fonte: adaptada de (WU et al., 2012).

A técnica de electrospray é baseada nos principios da técnica de eletrofiacao.

Entretanto, as duas técnicas se distinguem em relagcdo as propriedades da solugéo
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(concentracdo do polimero, solvente e viscosidade) e aos parametros do processo
(distancia de trabalho, tenséo e velocidade de injecao) (SOARES et al., 2018).

O principio da técnica de electrospray é baseado na capacidade de um campo
elétrico deformar a interface da gota e obter goticulas com didmetros que podem variar
da ordem de nandémetros a micrébmetros, dependendo dos parametros utilizados.
Quando um campo elétrico é aplicado em uma solucdo, a carga elétrica gera uma
forca eletrostatica na goticula que compete com a forca de coesdo da goticula
eletrizada. Quando a forca coulombiana aplicada supera a for¢ca coesiva da gota,
existe a formacao de spray de goticulas (TAPIA-HERNANDEZ et al., 2015).

A producédo controlada e a morfologia uniforme das particulas dependem da
evaporacao do solvente e da difusdo do polimero. A rapida evaporagdo do solvente
ocasiona o surgimento de poros e cavidades na estrutura das particulas. Por outro
lado, uma rapida difusdo de polimeros leva a producdo de nanoparticulas densas
(ALMERIA; FAHMY; GOMEZ, 2011).

O spray pode ser liberado de vérias formas a partir da ponta do capilar, sendo
0 modo jato conico unico, o mais desejado, por conferir estabilidade ao jato quando
se associa ao campo elétrico aplicado, a condutividade e a vazdo da solucdo
polimérica. As particulas podem ser sintetizadas em trés formatos diferentes —
esferas, irregulares ou complexas — sendo a primeira mais comum e mais facil de se
obter durante o processo. O formato esférico € obtido por meio da evaporacédo do
solvente, em que as goticulas antes de atingir o limite de Rayleight (Lr), ndo sofre
interferéncia ou deformacéo pela fissdo de Coulomb. Quando ocorre a fissdo, a
goticula é deformada em formatos irregulares. Por outro lado, quando o solvente
evapora em sua totalidade, as particulas congelam no momento da fisséo,
ocasionando um formato complexo, que pode ser a mistura entre os formatos esférico
e irregular (ALMERIA et al., 2010).

Dentre as vantagens da utilizacdo da técnica de electrospray pode-se
destacar o tamanho reduzido das particulas (80 a 1000 nm) (TAPIA-HERNANDEZ et
al., 2015), possibilidade de obtencdo de particulas com distribuicdo uniforme de
diametro, facilidade para controlar os parametros de operacdo, possibilidade de
producdo em larga escala, além de ser um meétodo simples e de baixo custo
(SRIDHAR; RAMAKRISHNA, 2013; TAPIA-HERNANDEZ et al., 2015).

A evaporacéao do solvente e a difusédo do polimero sdo parametros de grande

importancia para o processo de electrospray. Eles estdo associados as cadeias
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poliméricas emaranhadas que estdo presentes na solucdo e sao responsaveis pela
morfologia das goticulas. Outro parametro a ser levado em consideracdo, é a
concentracdo da solucéo, pois determina o emaranhamento das macromoléculas no
polimero e interfere diretamente na morfologia da particula formada. E necesséario um
valor de concentracéo critica para determinar a morfologia. Em concentracdes abaixo
do valor critico, sdo obtidas solucbes fluidas sem a presenca de emaranhados. Por
outro lado, acima do valor critico, a concentracao é grande, o que por sua vez, ndo
favorece a formacdo de goticulas. A concentracdo ideal para o processo de
electrospray € aquela que forma uma solucéo semifluida, em que cadeias ndo muito
emaranhadas sdo formadas facilitando a producéo de nanoparticulas (SHENOY et al.,
2005; ALMERIA; FAHMY; GOMEZ, 2011).

Os parametros de processos devem ser controlados e influenciam o modo
gue o spray é pulverizado. A pulverizacdo depende da intensidade e forca do campo
e da taxa de fluxo da solucdo e pode ser de duas maneiras: jato cénico Unico e jato
cbnico multiplo. Se a intensidade do campo elétrico for elevada, resultara em um jato
cbnico multiplo que é muito instavel, tornando-se indesejavel para a obtencédo das
particulas (ENAYATI et al., 2010). Por outro lado, para se obter um formato jato cénico
anico, que é o ideal do processo, pois confere estabilidade ao jato, € necessario que
seja aplicado uma baixa tenséo a solucéo (DING; LEE; WANG, 2005).

A condutividade elétrica da solugéo € um parametro que auxilia na otimizacao
do processo e € responsavel pelo controle do tamanho de particulas. Quanto maior a
condutividade, maior a densidade de carga transportada e a decomposi¢do e por
altimo, menor o tamanho das particulas produzidas. Isso se deve a forcas de repulséao
que competem com forcas viscoelasticas que desemaranham a rede polimérica
(GHORANI; TUCKER, 2015). Por outro lado, é possivel produzir nanofibras com alta
condutividade de solucédo se a concentracdo do polimero for alta até o valor critico.
Quando se associa esse parametro com alta velocidade de fluxo, o diametro das
particulas também podera ser menor.

Outro parametro importante € a vazao, pois influencia o grau de
emaranhamento das cadeias poliméricas e a morfologia e o diametro das particulas
formadas. A tensdo também € muito uma variavel a ser considerada ne técnica de
electrospray, pois esta ligada diretamente a morfologia das particulas produzidas.
Quando o campo elétrico é elevado, as particulas esféricas se alongam formando

gotas alongadas e até fibras com defeitos como produto. Isso se deve a presenga de



57

mais cargas atuando nas goticulas (SHENOY et al., 2005; HONG et al., 2008).
Existem duas formas para coletar as particulas: (a) electrospray em placas ou
(b) electrospray em solucdo, conforme mostrado na Figura 11. O electrospray em
placas consiste em coletar as hanogotas ou as microgotas em uma placa aterrada. O
electrospray em solucdo é baseado na coleta de goticulas em uma solucdo de
reticulante, para facilitar a formac&o de micro e nanoesferas (TAPIA-HERNANDEZ et
al., 2015). Esses métodos sdo utilizados ndo apenas para a producdo de
nanoparticulas poliméricas sintéticas, mas também para polimeros naturais, proteina
ou carboidrato sem perda de sua bioatividade (SRIDHAR; RAMAKRISHNA, 2013).

Figura 11 — Técnicas para coletar partl’culas no processo de electrospray.
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Legenda: (a) em uma placa aterrada e (b) em uma solucéo de reticulante.
Fonte: adaptada de (TAPIA-HERNANDEZ et al., 2015).

O limite de ruptura para a formacao da gota, denominado limite de Rayleight
(Lgr), pode ser obtido pela Equacéo 01. Esse limite ocorre quando a tensao superficial
da gota supera a forca eletrostatica. Para que as gotas sejam formadas, é necessario
gue esse limite seja atingido ao menos pela metade. Além da tensao superficial, a
quebra do jato também vai depender da viscosidade e da carga superficial da solucdo
e da velocidade de ejecéo do jato (BOCK; DARGAVILLE; WOODRUFF, 2012).

Lg = (8m/5,YR3)(64m%eyR?), Eqg. (01)

em que g € a carga na superficie da goticula, € € a permissividade do meio

circundante, y é a tenséo superficial do fluido e R é o raio da gota.
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Electrospray em placa

Os parametros do processo de electrospray em placa para a producao de
micro/nanoparticulas de alginatos foram estabelecidos no estudo do Ghayempour e
Mortazavi (2013). Os principais parametros de interesse observados nesse estudo
foram: tensdo aplicada, concentracdo de alginato, concentracdo de reticulante
(CaCl,), distancia de trabalho e diametro da agulha. Para compreender como um
parametro influencia no processo é necessario manter os demais parametros fixos.
Nesse estudo, 0os parametros mantidos constantes, quando a varidvel de interesse
era modificada, foram 12 kV para a tensdo aplicada, 2% para a concentracao de
alginato, 2% para a concentracdo do reticulante e 0,60 mm para o diametro da agulha.

De acordo com esses pesquisadores, 0 aumento do campo elétrico entre 5 a
30 kV, contribui para a diminuicdo do tamanho das particulas de 800 para 110 um e o
aumento da frequéncia de gotejamento. Com o aumento da concentragao de alginato
entre 1,5 a 3,0 %m/v, houve aumento do tamanho das microparticulas de 210 para
420 um. A medida que a concentragéo de reticulante (CaCl,) aumentou (entre 1 a 10
%m/v), observou-se diminuicdo no diametro das goticulas de alginato reticuladas de
360 para 260 um. Em relacéo a distancia de trabalho, quando maior a distancia (de 4
a 35 cm), maior o tamanho da particula de alginato (de 160 para 420 pum). Por fim,
guanto maior o tamanho da agulha (de 0,38 mm a 1,20 mm), maior foi o tamanho da
goticula de alginato produzida (GHAYEMPOUR; MORTAZAVI, 2013).

A técnica de electrospray pode ser utilizada para produzir materiais para
liberagcdo controlada de farmacos (ALMERIA et al., 2010; BOCK; DARGAVILLE;
WOODRUFF, 2012), encapsulamento de particulas para Engenharia de Tecidos e
revestimento de nanofibras (FUKUI et al., 2010; LEE; BAI;, CHEN, 2011,
GHAYEMPOUR; MORTAZAVI, 2013), além da producéo de alimentos (BHUSHANI,
2014). Fuoco e colaboradores (2016) utilizaram o método de electrospray para
produzir micro e nanoparticulas de alginato com o objetivo de melhorar a proliferacéao
e a diferenciagcdo de mioblastos, além de promover a liberacdo de fatores de
crescimento essenciais para a regeneracdo do musculo esquelético (FUOCO et al.,
2016).
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3.3.1.2. Aplicacbes das micro/nanoparticulas de alginato reticuladas na

Engenharia de Tecidos

Na area de encapsulamento de medicamentos, as microesferas de alginato
auxiliam na liberacao prolongada ou controlada de farmacos em locais especificos do
corpo, 0 que consequentemente diminui a frequéncia de dosagem, os efeitos
colaterais e melhora 0o bem estar do paciente (CHEN et al., 2015). Nagpal e
colaboradores (2012) produziram microesferas de alginato com ibuprofeno e o
aumento da concentracdo do polimero ocasionou maior taxa de liberacdo do
medicamento (NAGPAL et al., 2012). Nistatina, farmaco utilizado para o tratamento
de candidiase foi encapsulado por alginato (MARTIN et al., 2015). Nesse trabalho
verificou-se que as caracteristicas mucoadesivas do alginato ajudaram a melhorar o
direcionamento e a absorcdo do farmaco. A utilizacdo de microesferas de alginato
com isoniazida, um medicamento para o tratamento de tuberculose (RASTOGI et al.,
2007) e microesferas de alginato com polifenol para tratamento de osteomielite (CHEN
et al., 2018) mostraram que a administracdo de medicamentos por meio do sistema
de liberacdo controlada aumentou a eficacia do tratamento.

Na area de cultivo celular, estudos do alginato complexado com peptideos
tem demostrado aumento da proliferacdo e adesdo de osteoblastos (CHEN et al.,
2015), mioblastos (SANDVIG et al., 2014) e células da medula éssea (GUO et al.,
2017). Embora j& existam muitos estudos sobre hidrogéis de alginato como scaffolds,
estudos sobre o uso das microesferas para essa aplicacdo ainda sdo escassos
(DHAMECHA et al., 2019). Em resumo, as particulas de alginato apresentam uma
ampla aplicacdo médica, incluindo encapsulamento, administracdo terapéutica,

Engenharia de Tecidos, bem como cultivo celular.
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3.4. PROCESSOS PARA PRODUCAO DE NANOFIBRAS DE ACETATO DE
CELULOSE RECOBERTAS COM MICRO/NANOPARTICULAS DE ALGINATO
RETICULADAS

Para o revestimento de mantas de nanofibras é possivel utilizar o processo
de eletrofiacdo simultaneamente com o processo de electrospray. O esquema
apresentado na Figura 12 mostra como as duas técnicas associadas podem ser
utilizadas para o recobrimento das nanofibras.

Figura 12 - Processos de Eletrofiacéo e Electrospray em placa (simultaneos).

Solugdo do material que
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poliméricas
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polimérica

Fonte: Adaptado de (WU; HONG, 2016).

Além de permitir o revestimento, essa metodologia pode ser usada para
aumentar o tamanho dos poros entre as nanofibras e, consequentemente, aumentar
a infiltracdo de materiais para o interior do scaffold, uma caracteristica importante para
a producédo de tecidos vivos tridimensionais (EKAPUTRA et al., 2008; WU; HONG,
2016). Essas técnicas combinadas foram utilizadas para fabricar scaffolds hibridos de
PEUU com disperséo de solugdo com meio de cultura. Esse biomaterial suportou a
infiltracdo de células musculares lisas com forte producédo de MEC (HASHIZUME et
al., 2010). Segundo o estudo de Ekaputra e colaboradores (2008), o scaffold hibrido
de PCL com coladgeno apresentou uma infiltragdo de osteoblastos em 200 pm de
profundidade. Nao obstante, Stankus e outros pesquisadores (2006), demonstraram
gue o scaffold de poli(ester-uretano)-co-ureia (PEUU) permitiu a infiltracdo das células

musculares lisas em toda sua profundidade.
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Por fim, é importante pontuar que a separacdo dos fluxos de eletrofiacdo e
electrospray evita o contato direto de materiais bioativos com solventes organicos
utilizados no processo de eletrofiacdo, estratégia que evita a perda da bioatividade
(WU; HONG, 2016).

3.5. SINTESE DA REVISAO BIBLIOGRAFICA

A partir da revisdo bibliografica realizada, pode-se concluir que séo
necessarios mais estudos sobre a producao de scaffolds baseados em nanofibras de
acetato de celulose (NFAC), com a finalidade de melhorar a adeséao, proliferacdo e
diferenciacédo de células musculares. Uma das estratégias para alcancar esse objetivo
€ a incorporacdo nas nanofibras de uma substancia que tenha caracteristicas
similares a MEC. Sendo assim, no presente trabalho, nanofibras de AC foram
recobertas com micro/nanoparticulas de alginato reticuladas (ALG-R), conforme
apresentado na Figura 13. Por hipé6tese, a sintese desse material podera apresentar
propriedades fisico-quimicas mais semelhantes a MEC e, consequentemente,
apresentar melhor desempenho na adeséo e na proliferacdo de células musculares,

permitindo sua aplicacdo como scaffold na Engenharia de Tecidos Musculares.

Figura 13 - Modelo de recobrimento das nanofibras de AC com
micro/nanoparticulas de alginato reticuladas.

MNanofibra de AC Particula de alginato reticulada

Fonte: Elaborada pela autora.
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4. MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentados os materiais utilizados e a descri¢cdo da
metodologia adotada para obtencédo e caracterizacdo das nanofibras de acetato de
celulose (NFAC), das micro/nanoparticulas de alginato reticuladas (ALG-R) e das

nanofibras de AC com superficie modificada com alginato (NFAC/ALG-R).

4.1. MATERIAIS

As matérias-primas utilizadas foram o acetato de celulose (massa molar
média de 30.000 g.mol?), o alginato de soédio originado de algas marrons (baixa
viscosidade) e o cloreto de calcio (CaClz, >93% — massa molar 110,98 g.mol*) ambos
adquiridos da Sigma-Aldrich. Os solventes foram acetona PA ACS (CsHsO — massa
molar 58,08 g.mol?, Tebuicao = 56,2°C, constante dielétrica = 20,7) e N,N-
Dimetilformamida (DMF) PA (HCON(CHs)2 — massa molar 73,09 g.mol?, Tebuicao =
153,5°C, constante dielétrica = 37) adquiridos da Dinamica Quimica Contemporanea
Ltda.

4.2. METODOLOGIA

A metodologia de caracterizacdo adotada foi dividida em quatro partes, sendo
elas: (i) a caracterizacao das propriedades fisico-quimicas das matérias-primas; (ii) a
caracterizacdo morfoldgica e fisico-quimica das mantas de nanofibras de AC obtidas
por eletrofiacao, (iii) a caracterizacao das particulas de ALG-R produzidas pela técnica
de electrospray em placa e (iv) a caracterizacéo das nanofibras de acetato de celulose
recobertas com particulas de alginato reticuladas (NFAC/ALG-R) obtidas pela
combinacéo das técnicas de eletrofiacdo e electrospray. A analise morfolégica dos
materiais produzidos foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e
as propriedades fisico-quimicas e térmicas por Espectroscopia de Infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e Analise Termogravimétrica (TGA). Além dessas
técnicas, as amostras de NFAC/ALG-R foram avaliadas em relacdo a absorcéo de
umidade pelo teste de intumescimento com agua destilada por um periodo de 6 horas.

As etapas realizadas estéo sintetizadas nos fluxogramas (a), (b) e (c) da Figura 14.
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Figura 14 - Fluxogramas das caracterizacoes

a
( ) (b) Nanofibras de AC Particulas de ALG-R
Eletrofiagcdo Electrospray em placa
Acetato de celulose Alginato de sodio
(AC) em po (ALG) em p6 ‘ ‘
Microscopia eletronica de varredura
(MEV)
FTIR e TGA FTIR e TGA
g Teste de intumescimento
(C) Nanofibras de AC + particulas de ALG-R (NFAC/ALG-R)
Eletrofiacdo + Electrospray em placa
Microscopia eletrénica de varredura
(MEV)
FTIR e TGA

Teste de intumescimento

Legenda: (a) das matérias-primas, (b) das nanofibras de AC e das particulas de ALG-R e
(c) das nanofibras de AC recobertas com particulas de ALG-R (NFAC/ALG-R).
Fonte: Elaborada pela autora.

4.2.1. Caracterizacao fisico-quimica das matérias-primas

As matérias-primas, acetato de celulose e alginato de sddio, ambos em po,
foram caracterizados pela técnica de FTIR para identificar os grupos funcionais
quimicos presentes nas amostras. O equipamento utilizado para essa analise foi o
Thermo Nicolet NEXUS 470 FTIR. Os espectros de infravermelho foram obtidos com
256 varreduras entre 4000 a 400 cm*, com resolucdo espectral de 4 cm™.

As propriedades térmicas das matérias-primas foram analisadas pela técnica
de TGA no equipamento DTG 60 H, marca Shimadzu. Para as duas amostras, a
massa utilizada foi em torno de 5 a 8 mg. As analises foram realizadas com uma taxa
de aquecimento de 10 °C.min! e no intervalo de temperatura de 25 °C a 900 °C. O
fluxo de gas nitrogénio foi de 50 cm3.min"! para o acetato de celulose e 90 cm3.mint
para o alginato de sédio. As curvas de TGA foram construidas com auxilio do software
Origin 9.0®, para avaliar a variagdo de massa em funcéo da temperatura devido a

volatilidade de materiais degradados.
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4.2.2. Producao e caracterizacdo das nanofibras de acetato de celulose (NFAC)

As mantas de nanofibras de acetato de celulose foram produzidas pela técnica
de eletrofiagéo, utilizando o equipamento Nano E-Spinning Unit, da marca NaBond
Technologies Co. Alguns parametros foram previamente definidos com base em
trabalhos anteriores do grupo de pesquisa, tais como a concentracdo de AC, 0s
solventes utilizados e a proporcado dos mesmos (SOARES et al., 2020). As solucdes
foram preparadas com 12% m/v de acetato de celulose com a mistura de solventes
acetona e DMF, na proporcao de 3:1 (v/v). As solucdes foram homogeneizadas até a
completa solubilizacdo do polimero sob uma agitacdo magnética durante duas horas,
a temperatura de 25°C. As solu¢@es foram eletrofiadas utilizando uma seringa plastica
de 10 mL contendo uma agulha de didmetro interno de 0,70 mm, que serviu como
eletrodo. As nanofibras foram colhidas durante 60 minutos em um substrato metalico
de aluminio posicionado sobre um coletor rotativo (substrato) aterrado. As condi¢des
de distancia de trabalho (10,12 e 14 cm) e de tenséo (12, 14, 15 e 16 kV) para a
producdo das NFAC sao apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1 — Parametros de distancia de trabalho e tenséo para a producéo de
NFAC.

Distancia de ~
trabalho (cm) Tensdo (kV)
12
14
15
16
12
14
15
16
12
14
15

16
Fonte: Elaborada pela autora.

10

12

14

A morfologia das amostras foi analisada utilizando o Microscopio Eletrénico
de Varredura modelo SSX-550 da marca SHIMASZU. As mantas de NFAC foram

cortadas em quadrados de aproximadamente 1,5 cm?, posicionadas sobre fita de
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carbono adesivo e metalizadas com uma fina camada de ouro no equipamento QUICK
COATER, utilizando uma corrente de 1,0 mA por 60 segundos.

Os diametros médios das nanofibras foram medidos com auxilio do software
ImageJ. Foram realizadas 100 medidas de diametros para cada amostra. Os dados
obtidos foram tratados no software Origin 9.0® para se obter o diametro médio das
nanofibras de acetato de celulose, bem como a distribuicdo de diametros. As analises
estatisticas do didametro médio das nanofibras foram realizadas usando o teste
ANOVA pelo software Minitab®18, com um intervalo de confian¢a de 95% (a = 0,05).
A quantidade de contas em cada amostra foi contabilizada numa area de 1,85x10°
um?2 nas imagens de MEV.

As caracterizacoes fisico-quimicas e térmicas das NFAC foram realizadas
utilizando os mesmos parametros experimentais definidos para o AC e descritos na

secdo 4.2.1.

4.2.3. Producao e caracterizacdo das particulas ALG-R

As particulas de alginato reticuladas foram obtidas pela técnica de
electrospray, utilizando o mesmo equipamento Nano E-Spinning Unit, da marca
NaBond Technologies Co. Solucdes poliméricas de 0,1% m/v de alginato de sddio
solubilizadas em agua destilada foram preparadas sob agitacdo magnética, por 1 hora
e meia, a temperatura de 25°C, até completa solubilizacdo do material. Em seguida,
0,40 mL do agente reticulante (cloreto de calcio), dissolvido em agua destilada, na
concentracdo de 1% m/v foi adicionado na solucdo polimérica de alginato, sob
agitacdo magnética durante 10 minutos (GHAYEMPOUR; MORTAZAVI, 2013;
GOMES, 2016 e PACHECO, 2016).

Para controlar o fluxo da solucdo polimérica foi usada uma bomba de infuséo,
da marca IRK Guangxi Weili Ark Technology Co., modelo W-J-B-10041498. Nessa
bomba foi acoplada uma seringa plastica de 10 mL contendo uma agulha de diametro
interno de 0,80 mm, que serviu como eletrodo. A vazao da bomba utilizada para todas
as distancias de trabalho foi 9,2 mL/h. Entretanto, para as distancias 6 e 8 cm, também
foram produzidas particulas com a vazéo de 7,2 mL/h. As distancias de trabalho de 2,
4, 6 e 8 cm, bem como as tensdes aplicadas de 12, 14, 15 e 16 kV foram analisadas

durante o processo de electrospray e estdo sintetizados na Tabela 2. As particulas



66

foram colhidas durante 30 minutos em um substrato metéalico de aluminio posicionado

sobre o coletor rotativo aterrado.

Tabela 2 — Parametros variados para a producdo de particulas de ALG-R.

Vazao da Distancia de Tensao (KV)
bomba (mL/h) trabalho (cm)

12
14
15
16
12
14
15
16
12
14
15
16
12
14
15
16
12
14
15
16
12
14
15
16

9,2

7,2

Fonte: Elaborada pela autora.

Posteriormente, as particulas ALG-R foram caracterizadas morfologicamente
utilizando o0 mesmo equipamento de microscopia e procedimento descritos na secao
4.2.2. Os diametros médios das particulas foram determinados com auxilio do
software ImageJ. Foram feitas 100 medidas de diametros para cada amostra contendo
as particulas ALG-R. Os dados obtidos foram tratados no software Origin 9.0®, para
se obter a distribuicdo e o didametro médio das particulas de alginato reticuladas. Além
disso, foram realizadas as caracterizacdes fisico-quimicas e térmicas das amostras
com 0s mesmos parametros utilizados para o alginato de sodio, descritos na secéo

4.2.1. A técnica de FTIR foi utilizada para avaliar a reticulacdo do alginato na solucao.
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4.2.4. Producéo e caracterizacdo das NFAC recobertas com particulas de

ALG-R produzidas pelas técnicas de eletrofiacdo e electrospray acopladas

As mantas de NFAC recobertas com particulas de ALG-R foram produzidas
utilizando a combinacéo das técnicas de eletrofiacéo e electrospray simultaneamente.
A tensdo no processo de electrospray foi a mesma que a do processo de eletrofiacao,
pois o aparato experimental utilizado dispde de apenas uma fonte de alta tensdo. Para
Isso, foi realizada uma modificagédo na fiagdo do equipamento Nano E-Spinning Unit:
ligacdo em paralelo da fonte de alta tenséo, a fim de que fosse aplicada a mesma
tensdo em cada solucdo polimérica. Com a realizagdo dessa modificacdo, o
equipamento ficou com dois fios para ligacdo de aplicacdo de alta tensdo: um fio
conectado a agulha que parte da solucéo polimérica de AC e o outro fio conectado na
agulha que deriva da solucdo polimérica de alginato reticulado. A vaz&o da solugéo
polimérica de AC foi controlada pela acdo da gravidade, enquanto a solucdo de ALG-
R foi controlada pela bomba de vazdo. Os parametros utilizados, bem como as
diferentes distancias de trabalho da solugéo de AC e distancias de trabalho da solugao

de ALG-R sao apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3 — Parametros de vazao da bomba, tensao e distancias de trabalho

para a producao de NFAC recobertas com particulas de ALG-R.

Vazao da
bomba
(mL/h)

Tensao Distancia de Distancia
(kV) ALG-R (cm) | de AC (cm)

10
14 8 12
14
10
15 8 12
14
10
9,2 6 12
14
10
16 8 12
14
10
10 12
14
10
2 12
14
10
6 12
14
10
8 12
14
10
10 12
14

7,2 16

Fonte: Elaborada pela autora.

A morfologia das mantas NFAC/ALG-R foi analisada por meio da técnica de
MEV. A quantidade de contas em cada amostra foi contabilizada numa area de
1,85x10° um? nas imagens de MEV. As amostras também foram caracterizadas
empregando as técnicas de FTIR, TGA e teste de intumescimento. O equipamento de
FTIR, bem como os parametros, foram os mesmos utilizados nas caracteriza¢des das
matérias-primas. As analises de TGA foram conduzidas em atmosfera dinamica de
nitrogénio com vazdo de 50 mL.mint e com uma taxa de aquecimento de 10 °C.min
até que a temperatura varie de 25 °C a 900 °C (BARBOZA, 2015).
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A hidrofilicidade das amostras foi avaliada por meio do teste de
intumescimento em meio liquido. Para realizar esse teste, as duas mantas
selecionadas foram secas numa estufa, a 60°C, por 24 horas. Apds a secagem, as
amostras foram cortadas no formato quadriculado (1 cm?) e pesadas numa balanca
analitica da marca Denver Instrument Company, modelo A-250. A seguir, as mantas
foram imersas em agua destilada, em periodos de 0,5, 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas
(HUANGA; YANGA, 2010)-e novamente pesadas ap0s a retirada do excesso de agua,
nos tempos especificados. O teste foi realizado em triplicata. A taxa de

intumescimento (Q) foi definida utilizando a equacéo (02):
_ Ws—Wg
Q=" Eq. (02)
em que W, é a massa do material inchado e W, é a massa do material seco. Os dados

obtidos foram dispostos graficamente, utilizando o software Origin 9.0 ®.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesse capitulo sdo apresentados e discutidos os dados referentes a producéo
de nanofibras de acetato de celulose com particulas de alginato reticuladas para
potencial aplicacdo como scaffolds na Engenharia de Tecidos. A titulo de comparacéao,
primeiramente sao apresentados e discutidos os dados referentes a caracterizacao
fisico-quimica das matérias-primas. Em seguida, sdo apresentados os resultados das
caracteriza¢des morfoldgicas e fisico-quimicas das nanofibras de acetato de celulose
sintetizadas pela técnica de eletrofiacdo, bem como das particulas de alginato
reticuladas fabricadas pela técnica de electrospray. Finalmente, sdo mostrados 0s
resultados e as andlises morfoldgicas e fisico-quimicas das nanofibras de acetato de
celulose recobertas com particulas de alginato reticuladas sintetizadas pelas técnicas

de eletrofiacéo e electrospray acopladas.

5.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DAS MATERIAS-PRIMAS

Nessa sessao, as analises fisico-quimicas das matérias-primas de acetato de
celulose e alginato de sédio, materiais bases para producéo das nanofibras de acetato
de celulose e particulas de alginato reticuladas sédo apresentadas. O espectro FTIR
do acetato de celulose é mostrado na Figura 15.

Figura 15 — Espectro de FTIR do acetato de celulose.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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O espectro de FTIR do acetato de celulose apresenta uma banda larga
referente ao estiramento do OH aproximadamente em 3480 cm™ e uma banda
referente a deformacdo do OH por volta de 1640 cm™. Uma banda intensa,
correspondente ao estiramento carbonila de éster atribuida a ligacdo C=O,
caracteristica do acetato de celulose foi observada em torno de 1736 cm
(MAJUMDER et al., 2019). Além dessa banda, observa-se os modos de estiramentos
simétrico e assimétrico da ligacdo C-H da celulose por volta de 2944 cmt, bem como
sua deformacdo simétrica em 1368 cml. Em 1220 cm’, observa-se a banda
correspondente ao estiramento da ligacdo acetila (C-O), responsavel pela ligacédo
entre o grupo celulésico e acetil (CAO et al.,, 2007). A banda em 1032 cm
corresponde ao estiramento do grupo C-O e a banda em 902 cm™ a ligacéo (1 - 4)p8
(diequatorial) entre cada mondémero. Esses modos vibracionais observados sao
caracteristicos do AC, como visto previamente na literatura (CERQUEIRA, 2009;
SILVA, 2014; BRITES, 2015; CANDIDO; GODOY; GONC, 2017; FEI; LIAO; CHENG,
2017; (SOARES et al., 2020).

O espectro de FTIR do alginato de sodio, utilizado como matéria-prima para
producdo das micro/nanoparticulas de alginato reticuladas, é apresentado na Figura
16.

Figura 16 — Espectro de FTIR do alginato de sodio.
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A analise de FTIR para o alginato de s6dio mostra uma banda larga por volta
de 3268 cm™? corresponde ao estiramento do grupamento hidroxila (SARTORI,
FINCH; RALPH, 1997) e duas bandas menos acentuadas em torno de 2927 cm
corresponde ao estiramento do dupleto simétrico e assimétrico do C-H
(OSTROWSKA-CZUBENKO; GIERSZEWSKA-DRU, 2009). Segundo a literatura, 0os
estiramentos simétrico e assimétrico do grupo carboxilato (COO") estdo posicionados,
respectivamente, nos intervalos espectrais de 1614-1431 cm™ e 1591-1406 cm™.
(SOARES et al.,, 2004; OSTROWSKA-CZUBENKO; GIERSZEWSKA-DRU, 2009).
Esses modos vibracionais foram encontrados em 1595 cm' e 1406 cm,
respectivamente. Observa-se, também, o estiramento de C-O em 1296 cm™, o
estiramento de C-C em 1124 cm, a deformacdo angular dos C-O-C dos anéis
presentes na estrutura quimica do alginato e dos grupos laterais C-OH e C-H em 1026
cml. As bandas correspondentes aos acidos manurdnico (815 cmt) e gulurénico (777
cml) também foram observadas (SOARES et al.,, 2004), mas apresentam uma
transmitancia fraca. Isso pode ser explicado pela pequena diferenca nas frequéncias
dos mondmeros, em concordancia com o trabalho de Dupuay e seus colaboradores
(1994). O espectro do ALG obtido esta em concordancia com a literatura (DUPUY, B.,
ARIEN, A., & MINNOT, 1994; SOARES et al., 2004; FAN et al., 2006; OSTROWSKA-
CZUBENKO; GIERSZEWSKA-DRU, 2009).

Os espectros FTIR do acetato de celulose e do alginato de sodio foram
detalhadamente analisados na faixa espectral de 2000 a 650 cm, a fim de distinguir
as bandas caracteristicas de cada matéria-prima e orientar as analises das secdes

seguintes. Os espectros sdo apresentados em conjunto na Figura 17.
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Figura 17 - Comparacdao entre os espectros de FTIR das matérias-primas AC e

ALG na faixa espectral de 2000 a 650 cm™.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Comparando os espectros das matérias-primas, observa-se trés bandas
distintas, sendo os nimeros de onda 815, 1406 e 1595 cm™ para o alginato de sédio
e 902, 1220 e 1736 cm* para o acetato de celulose. As bandas em 1406 e 1026 cm™
do alginato de sédio e 1368 e 1032 cm™ do acetato de celulose apresentam modos
gue sobrepdem, ndo permitindo claramente a diferenciacéo entre os materiais. Dessa
forma, os modos vibracionais que foram utilizados para identificar os dois materiais
sdo0 815 e 1595 cm™ para o ALG e 902 e 1736 cm™ para o AC.

As curvas de TGA e DTGA do acetato de celulose estao representadas na
Figura 18.
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Figura 18 - Curvas de TGA e DTGA do acetato de celulose.
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Fonte: Elaborada pela autora.

O resultado obtido na analise de TGA mostra uma perda de massa de 8%
entre o intervalo de temperatura de 25 a 90 °C, que corresponde a evaporacao de
agua residual adsorvida na amostra (SOARES et al., 2020; SANTOS et al., 2021). A
principal faixa de degradacdo térmica das cadeias poliméricas do AC ocorre no
intervalo de temperatura de 280 e 400 °C, com pico maximo em torno de 363 °C
(BONZANINI; GONCALVES, 2005). Nessa faixa, ocorre uma perda de massa de 78%,
gue esta associada a cisdo da cadeia polimérica, bem como a decomposicdo dos
grupos acetila (ARTHANAREESWARAN et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008). O
restante da perda de massa pode ser atribuido a carbonizacdo dos produtos
degradados a cinzas, que ocorre a partir de 400 °C (HANNA et al., 1999; LUCENA et
al., 2003).

As curvas de TGA e DTGA do alginato de sédio sdo apresentadas na Figura
19.
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Figura 19 - Curvas de TGA e DTGA do alginato de sédio.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A andlise do resultado mostra quatro faixas de degradacéo térmica. A primeira
deterioragdo ocorre com a perda de 19% em massa entre as temperaturas de 35 e
110 °C. Essa perda esta relacionada a perda de agua adsorvida na amostra com pico
maximo por volta de 57 °C. A principal degradacéao térmica do alginato de sodio ocorre
entre 217 e 290 °C com pico maximo em 242 °C, correspondendo uma perda de 31%
em massa. Essa decomposicdo esta associada a degradacédo do alginato de sédio
anidro em carbonato de sodio e ao realinhamento da cadeia (DAEMI; BARIKANI,
2012). A terceira anomalia encontra-se na faixa de temperatura de 550 a 630 °C, com
pico maximo em 575 °C. Essa variagdo de massa de 14% esta associada a
decomposicao do carbonato de sédio com liberacéo de dioxido de carbono. E a tltima
perda de massa observada, por volta de 849 °C, pode estar associada a carbonizacéao,
mantendo um residuo de 16% da massa inicial (PARHI; RAMANAN; RAY, 2006;
SARMENTO et al., 2006).
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5.2. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FiSICO-QUIMICA DAS NFAC

Para a producédo das nanofibras de acetato de celulose, dois parametros do
processo foram variados: a distancia de trabalho e a tensdo aplicada. Alguns
parametros foram pré-estabelecidos em trabalhos publicados do grupo de pesquisa,
tais como a concentracao polimérica e a proporcao dos solventes (ONILLA et al., 2018
e SOARES et al., 2020).

As imagens obtidas por MEV das NFAC produzidas nas distancias de trabalho
10, 12 e 14 cm séo apresentadas nas Figuras 20, 21 e 22, respectivamente. Também
estdo inseridas as respectivas distribuicbes de diametro para cada condicao
analisada. O didmetro médio, os valores dos parametros ambientais assim como o
nimero médio de contas numa &area de 1,85x10% um? para cada condicédo

experimental estéo sintetizados na Tabela 4.
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Figura 20 — Imagens de MEV e distribuic6es de diametros das NFAC produzidas na distancia de trabalho de 10 cm.
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Figura 21 — Imagens de MEV e distribuicdes de diametro das NFAC produzidas na distancia de trabalho de 12 cm.
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Figura 22 — Imagens de MEV e distribuicdes de diametro das NFAC produzidas na distancia de trabalho de 14 cm.
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A umidade relativa do ar variou entre 50 e 63% e a temperatura do ambiente
entre 21,5 e 23,2 °C em todos os procedimentos, conforme mostrado na Tabela 4. Os
parametros ambientais utilizados nesse trabalho, de temperatura e de umidade
relativa, ndo afetaram significativamente a morfologia das nanofibras. Esses
resultados estdo em concordancia com o trabalho De Vrieze e colaboradores (2009)
qgue relataram que para alterar os diametros médios das fibras é necessaria uma
variagdo de temperatura acima de 10 °C. Esses autores observaram que uma
variacdo da umidade relativa entre 45 e 60% n&o altera fortemente o diametro das
fiboras de AC. Por isso, esses parametros ambientais ndo foram levados em
consideracdo nas analises da morfologia das nanofibras produzidas no presente

trabalho.

Tabela 4 - Diametro médio das mantas de nanofibras, umidade relativa do ar,
temperatura e numero de contas para variacdes de distancia de trabalho e de

tensao analisadas.

A Umidade A
Distancia ) Diametro ,
~ relativa do ar .y NUmero
de Tensao médio das L
2 (%) / . medio de
trabalho (kV) T nanofibras +1
(cm) emperatura (nm) contas (£ 1)
+0,5(°C)
12 571221 175 + 43 128
10 14 58/225 173 + 38 66
15 55/23,0 166 + 44 79
16 55171229 184 + 45 61
12 50/225 198 + 43* 24
12 14 61/215 156 + 31* 62
15 50/22,7 186 + 32* 22
16 50/22,9 179 + 41* 50
12 50/23,2 181 + 33 13
14 14 62/215 186 +41 34
15 63/215 189 + 45 54
16 62/ 21,5 193 +50 46

Legenda: *diferenca significativa — p<0,05

Fonte: Elaborada pela autora.

As NFAC apresentam uma morfologia cilindrica e alongada com diametros
variados contendo poucas ou muitas contas, dependendo dos parametros utilizados.
Observa-se a presenca de contas pequenas com dimensdes da ordem de 0,5 nm e

grandes com 4 nm. Todas as amostras para a distancia de 10 cm (Figura 20)
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apresentaram nanofibras com maior quantidade de contas, com o numero médio de
83 + 30 contas para a area analisada. Para a distancia de trabalho de 12 cm (Figura
21), observa-se que as NFAC nas tensfes de 12 e 15 kV apresentam uma maior
uniformidade e pequena quantidade contas, com média igual de 23 + 1 contas por
area. Entretanto, as amostras de 14 kV e 16 kV apresentam médias de 62 + 1 e 50 *
3 contas/area, respectivamente. Finalmente, para maior distancia de trabalho - 14 cm
- (Figura 22), as nanofibras obtidas nas tensdes de 14, 15 e 16 kV apresentam valores
intermediarios entre 34 a 54 contas/area. Exceto a amostra de tenséo 12 kV contém
nanofibras como menor nimero de contas (13 = 1 contas/area). Em sintese, as
nanofibras com menor quantidade de contas sdo as obtidas na distancia de trabalho
de 12 cm.

Ao se manter a mesma tenséo aplicada e variar as distancias de trabalho,
observa-se uma tendéncia de que, a medida que a distancia aumenta, a frequéncia
de contas diminui, como visto na Tabela 4. Outro efeito observado foi a menor
deposicao de fibras com o aumento da distancia de trabalho para a tensao de 14 kV.
Para a tensédo de 16 kV, a condicdo de 12 cm foi a que apresentou NFAC com maior
deposicao e 50 contas por area. Esse comportamento pode ser atribuido a elevada
tensdo aplicada. Sabe-se que para uma elevada tensdo, maiores serdo as forcas
coulombianas, bem como a densidade de carga e, consequentemente, mais
acelerado estara o jato da solucéo polimérica propiciando maior formacao de granulos
ou contas (LIU et al., 2017).

O diametro médio obtido para as mantas de NFAC no presente trabalho foi
em torno de 181 nm. Resultado similares foram observados por Tungprapa e
colaboradores (2007) ao produzirem mantas de nanofibras com didmetro médio de
160 + 140 nm para a proporgao de acetona/DMAc 1:1 (v/v) com solugéo de 16% m/v
de AC - 30.000 Da. Entretanto, a ordem de grandeza obtida no trabalho de Soares e
colaboradores (2020) foi de 345 + 141 nm. Apesar desses Ultimos autores utilizarem
0S mesmos parametros de producdo do presente trabalho, o diametro interno da
agulha por eles usada foi de 0,80 mm, e com didmetro maior, o fluxo da solucéo
polimérica também é maior, resultando em um didmetro médio superior das nanofibras
(SILL; RECUM, 2008).

Analisando a ordem de grandeza do diametro das mantas de NFAC para uma
distancia de trabalho fixa e diferentes valores de tensdes, as distancias de trabalho de

10 e 12 cm resultaram em nanofibras com o mesmo intervalo de didmetros, isto é,



82

entre 50 e 600 nm. Enquanto para a distancia de 14 cm, a faixa de diametro foi de 10
a 600 nm. Essas distribuicdes de diametros das mantas de NFAC podem ser vistas
nas Figuras 20-22. A medida que a tensdo aumenta (de 12 para 16 kV) para as
distancias de 10 e 14 cm né&o observa-se uma diferenca significativa do diametro
meédio das nanofibras (p>0,05). Dessa forma, ndo pode-se concluir que o aumento da
tensdo, aumenta o didmetro médio das mantas de NFAC. Soares e colaboradores
(2020) também confirmaram, para a distancia de 10 cm, que o aumento de tenséo
aplicada (15 para 18 kV), ndo propicia uma mudanca significativa no diametro médio
(p>0,05). Entretanto, para a distancia de 12 cm, observa-se uma mudanca significativa
no diametro médio (p<0,05). Assim, pode-se concluir que para essa distancia de
trabalho, o aumento da tensdo, diminui o didmetro médio das NFAC. Angel e
colaboradores (2019) também observaram dois fenbmenos opostos: aumento e
diminuicao do diametro médio, com o aumento da tensdo para uma concentracao fixa
de AC independente da distancia. A literatura também relata esse comportamento
para outros polimeros como PVA (ZHANG et al., 2005; RODOPLU; MUTLU, 2012) e
PVDF (MATABOLA; MOUTLOALI, 2013; SADAT et al., 2017).

A irregularidade do comportamento do didametro médio das nanofibras ocorre
devido aos parametros de processo, de solucdo ou ambientais que influenciam a
producdo de nanofibras pela técnica de eletrofiacdo (LIU et al., 2017). A escolha de
cada parametro possibilita diversas combinacdes de processamento. Além disso, para
cada combinacao, uma variavel pode contribuir mais ou menos para a morfologia das
nanofibras. Caso a distancia de trabalho for menor do que o valor minimo necessério
para a solucéo polimérica se estirar, havera uma maior predominancia de nanofibras
com didmetro médio elevado. Por outro lado, caso a tensao aplicada seja baixa, isso
€, a velocidade de voo da solugdo polimérica seja pequena, maior sera a chance de
produzir nanofibras com menores diametros.

Para realizar uma analise da variacdo da distancia de trabalho no diametro
médio das nanofibras produzidas, utilizou-se as distancias de 10 e 14 cm e 0s
diametros meédios nessa condicdo foram de 175 = 7 nm e 187 = 5 nm,
respectivamente. Dessa forma, um acréscimo de 6,8% no valor dos diametros médios
das mantas de NFAC foi observado a medida que a distancia de trabalho aumentou.
Christoforou e Doumanidis (2010) observaram um comportamento contrario, ou seja,
o diametro das nanofibras diminui levemente com o aumento da distancia de trabalho.

Isso pode ser explicado pelo fato de que quanto maior a distancia, maior € o tempo
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para a evaporacdo do solvente, permitindo um maior alongamento das cadeias
poliméricas e consequentemente menores diametros. Entretanto, o solvente utilizado
nesse estudo foi apenas acetona, parametro que influencia fortemente na morfologia
das nanofibras (LIU; HSIEH, 2002; TUNGPRAPA et al., 2007; CELEBIOGLU; UYAR,
2011). No presente estudo utilizou-se dois solventes (acetona/DMF, 3:1), e a
temperatura de ebulicdo dessa mistura foi estimada pela regra da mistura e o valor
encontrado foi 79,7 °C. Dessa forma, a mistura de solventes pode néo ter tido tempo
suficiente para evaporar, e consequentemente, iSSO permitiu um aumento dos
didmetros médios das NFAC com o aumento da distancia de trabalho.

A titulo de ilustracdo os espectros de FTIR do acetato de celulose (AC) e das
nanofibras de acetato de celulose (NFAC) na condi¢do de processamento de 12 cm e
16 kV estéo apresentados na Figura 23.

Figura 23 - Espectros de FTIR do acetato de celulose (AC) e das nanofibras de

acetato de celulose (NFAC).
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Fonte: Elaborada pela autora.
Conforme esperado, os modos vibracionais das NFAC sdo muito similares aos

modos da matéria-prima descritos na sec¢ao 5.1. Contudo, as bandas em 1736 e 1219

cm?, correspondentes ao estiramento carbonila de éster atribuida a ligagdo C=0 e ao
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estiramento do grupo acetila (C-O), sofreram um descolamento para 1753 e 1238 cm-
1, respectivamente. As bandas sdo deslocadas para valores mais altos de nimero de
ondas, quando a amostra apresenta uma maior quantidade de componentes amorfos,
como no caso das nanofibras. (CIOLACU; CIOLACU; POPA, 2011) Ressalta-se que
as bandas dos grupos caracteristicos do acetato de celulose sdo as mesmas
observadas no trabalho de Soares e colaboradores (2020).

As curvas de TGA e DTGA das nanofibras de acetato de celulose estdo
representadas na Figura 24.

Figura 24 - Curvas de TGA e DTGA das NFAC.
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Fonte: Elaborada pela autora.

A principal faixa de degradagdo térmica das NFAC ocorre entre as
temperaturas de 250 e 440 °C, com pico maximo em 355 °C. Nessa faixa, ocorre uma
perda de massa de 77%, que esta associada a pirélise da cadeia polimérica, bem
como a decomposicdo dos grupos acetila (ARTHANAREESWARAN et al., 2004,
RODRIGUES et al., 2008). O restante da perda de massa, de 13%, pode ser atribuido
a carbonizacédo dos produtos degradados a cinzas, que ocorre a partir de 450 °C
(HANNA et al., 1999; LUCENA et al., 2003). Além dessas perdas, observa-se uma
perda de massa em torno de 8%, por volta da temperatura de 46 °C. Essa perda pode
ser atribuida a evaporacédo dos solventes remanescentes na NFAC. Esse resultado

esta de acordo com o trabalho anterior do grupo de pesquisa (SOARES et al., 2020).
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5.3. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FiSICO-QUIMICA DAS MICRO/NANO
PARTICULAS DE ALGINATO RETICULADAS (ALG-R)

As particulas de alginato reticuladas (ALG-R) produzidas pelo processo
electrospray em placa foram produzidas com dois valores de vazdo da solucéo
polimérica: 9,2 e 7,2 mL/h. Para a vazéo de 9,2 mL/h, utilizou-se quatro distancias de
trabalho (6, 8, 10 e 12 cm) e para cada distancia, quatro valores de tenséo (12, 14, 15
e 16 kV). No caso da vazao de 7,2 mL/h, as particulas foram produzidas somente para
as distancias de trabalho 6 e 8 cm. Para facilitar a analise, os resultados das
producdes das diferentes vazbes sao apresentados separadamente e foi realizada

uma padronizacéo da morfologia, como apresentada no Quadro 1.

Quadro 1 — Padronizacdo da morfologia das particulas de alginato.

FORMATOS
ARREDONDADOS NOMENCLATURAS FORMATOS NOMENCLATURAS
® ovalado [ ] retangular

O circular NJ dendritico

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.1. Producéo de particulas de alginato na vazao de 9,2 mL/h

As imagens obtidas por MEV e as respectivas distribuicdes de diametro das
particulas de ALG-R produzidas com vazédo de 9,2 mL/h sdo representadas nas
Figuras 25-28 O didmetro médio das particulas de alginato reticuladas para cada
condicao é apresentado na Tabela 5.

Analisando as imagens apresentadas na Figura 25 para a producédo de
particulas de alginato reticuladas na distancia de 2 cm, observa-se que houve um
aumento da dimenséao das particulas, bem como uma maior deposicao, & medida que
se intensifica a tensdo aplicada. As formas das particulas para as duas primeiras
tensdes apresentam uma morfologia ovalada, enqu que para os maiores valores de
tensdo obtém-se, na maioria, particulas retangulares. Observa-se claramente que
ocorreu um aumento do didmetro médio das particulas com a elevacdo da tenséo,
variando de 304 + 84 para a amostra de 12 kV até 1418 + 318 nm para de 16 kV. Para
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a condicao de 16 kV, as particulas apresentaram uma distribuicdo de diametros mais
ampla, na faixa de 509 a 3050 nm.

A Figura 26 mostra as imagens obtidas por MEV, para a amostra preparada
para a distancia de trabalho de 4 cm para as quatro tensdes, bem como as
distribuicbes de diametro das particulas. Observa-se que a maioria das particulas
apresenta uma forma ovalada, exceto para a tenséao de 15 kV, na qual encontram-se
também algumas particulas na forma retangular de dimensfes maiores. Comparando
as imagens, conclui-se que a amostra de 16 kV apresenta menor deposicdo de
particulas de alginato. Os diametros médios das particulas ndo apresentaram uma
clara dependéncia em funcdo da tensédo aplicada (Tabela 5). Na amostra de 15 kV, a
distribuicdo de diametros é mais ampla, apresentando maior concentracdo em valores
abaixo de 800 nm, mas também microcristais com dimensdes na faixa de 800 a 3350
nm.

As imagens de MEV, bem com as respectivas distribuicbes para as
micro/nanoparticulas de alginato reticuladas na distancia de 6 cm estdo mostradas na
Figura 27. Para todas as tensdes aplicadas, as particulas apresentam uma morfologia
circular e uma maior homogeneidade de tamanho médio de particulas independente
da tenséo aplicada. O diametro médio das nanoparticulas fica em torno de 223 + 38
nm (Tabela 5). Todas as amostras apresentaram praticamente a mesma dispersao e
deposicao de nanoparticulas.

As imagens e as distribuicdbes das particulas de alginato reticuladas
produzidas na distancia de 8 cm estdo representadas na Figura 28. Para a tenséo de
12 kV, observa-se que o formato da amostra é dendritico e as dimensfes estdo na
ordem de grandeza de micrometros, ou seja, 1,245 + 0,533 um. Para os outros valores
de tensdo, verifica-se que ha uma maior homogeneidade dos tamanhos médios das
particulas, além de apresentarem formas circulares similares. Os diametros médios
para cada amostra estdo apresentados na Tabela 5, sendo que o valor médio para as

trés maiores tensoes é 259 + 17 nm.
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Figura 25 — Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para ALG-R produzidas com distancia de trabalho de2cm e

vazao da bomba de 9,2 mL/h.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 26 — Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para ALG-R produzidas com distancia de trabalho de4cm e
vazao da bomba de 9,2 mL/h.
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Figura 27 — Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para ALG-R produzidas com distancia de trabalho de 6 cm e
vazao da bomba de 9,2 mL/h.
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Figura 28 — Imagens de MEV e distribuicées de diametro para ALG-R produzidas com distancia de trabalho de 8 cm e

vazao da bomba de 9,2 mL/h.
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Tabela 5 - Diametro médio das particulas de ALG-R para a vazdo da bomba de

9,2 mL/h, variando a distancia de trabalho e a tensao.

Distancia de Tens&o (kV) Diametro médio das
trabalho (cm) particulas (nm) *
12 304 + 84
5 14 239 £ 61
15 442 + 104
16 1418 + 318
12 297 + 66
4 14 217 £52
15 552 + 381
16 176 + 38
12 188 + 40
6 14 277 £46
15 221 + 49
16 206 + 41
12 1245 + 267
3 14 279 + 62
15 252 + 44
16 247 + 42

Legenda: *diferenca significativa — p<0,05

Fonte: Elaborada pela autora.

Vale ressaltar que os diversos formatos se devem ao valor limite de Rayleight.
O formato esférico é obtido por meio da evaporacédo do solvente, em que as goticulas
antes de atingir o limite de Rayleight (Lr), n&o sofre interferéncia ou deformacgéo pela
fissdo de Coulomb. Quando ocorre a fissdo, a goticula € deformada em formatos
irregulares. Por outro lado, quando o solvente evapora em sua totalidade, as particulas
congelam no momento da fissdo, ocasionando um formato complexo, que pode ser a
mistura entre os formatos esférico e irregular (ALMERIA et al., 2010)

A partir das andlises acima, pode-se concluir que as distancias de trabalho de
6 e 8 cm sdo as melhores para o controle da producdo e a padronizacdo para o
processo de producao de particulas de alginato na vazdo de 9,2 mL/h, pois as

particulas de alginato reticuladas apresentaram uma morfologia arredondada.

5.3.2. Producéao de particulas de alginato na vazao de 7,2 mL/h

As Figuras 29 e 30 apresentam as imagens obtidas no MEV das particulas de alginato
reticuladas e produzidas com a vazdo da bomba de 7,2 mL/h nas distancias de
trabalho de 6 e 8 cm, respectivamente.
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Figura 29 — Imagens de MEV e distribuicées de diametro para ALG-R produzidas com distancia de trabalho de 6 cm e

vazao da bomba de 7,2 mL/h.
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Figura 30 — Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para ALG-R produzidas com distancia de trabalho de 8 cm e

vazao da bomba de 7,2 mL/h.
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Tabela 6 - Diametro médio das particulas de ALG-R para a vazdo da bomba de

7,2 mL/h, variando a distancia de trabalho e a tensao.

Distancia de Tensdo (kV) Diametro médio das
trabalho (cm) particulas (nm) *
12 171 + 29
5 14 232 + 44
15 234 + 48
16 200 + 39
12 146 + 27
3 14 194 + 36
15 253 + 54
16 249 + 59

Legenda: *diferenca significativa — p<0,05

Fonte: Elaborada pela autora.

As morfologias das particulas apresentam predominantemente uma forma
arredondada. Os diametros médios para a distancia de 6 cm variaram de 171 + 29 a
234 £ 48 nm, enquanto para a distancia de 8 cm variaram de 146 + 27 a 253 + 54 nm.
Observa-se que, para ambas as distancias, o diametro médio das particulas apresenta
um discreto acréscimo a medida que a tensdo aumenta. Esse comportamento é
divergente com a literatura para nanoparticulas de alginato reticuladas com
compostos bioldgicos. Alallam e colaboradores (2020) produziram nanoparticulas de
alginato com CRISPR (Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) e
observaram uma diminuicdo de 679 nm para 260 nm (reducédo em torno de 68,9%),
quando a tensdo foi aumentada de 9,5 para 12,5 kV. As nanoparticulas foram
produzidas pela técnica electrospray em solucdo. As mesmas permaneceram no
banho de gelificacdo por 15 minutos e posteriormente lavadas em agua destilada.
Esses autores propuseram que a reducdo das dimensdes das particulas esta
relacionada ao fato de que a tenséo aplicada cria maiores pontos de cargas elétricas
na ponta da agulha. Dessa forma, o aumento da tensdo ocasiona um acréscimo de
carga elétrica o que intensifica as forcas de repulsdo entre as gotas adjacentes,
produzindo particulas menores (ALALLAM et al., 2020).Também no trabalho de
Moghaddam e colaboradores (2015) observou-se uma diminuicdo do tamanho das
microcapsulas de alginato de calcio contendo nonadecano (~ 700 para 500 um) com
0 aumento da tensdo (de 12 para 16 kV) (MOGHADDAM; MAJID; KHAYAMIAN,
2015). A técnica de producdo das microcapsulas tambéem foi a mesma do grupo
anterior, electrospray em solucdo. O banho de gelificacéo ficou sobre agitacao durante
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30 minutos, enquanto as capsulas eram curadas. E possivel que essa aparente
contradicdo possa ser explicada pelo tipo de técnica utilizada no presente trabalho,
que difere das técnicas presentes na literatura. Nao foram encontrados trabalhos na
literatura que utilizaram a mesma técnica adotada nesse trabalho. Portanto, ndo foi
possivel uma comparacao direta.

A comparacao entre os espectros FTIR do alginato de sédio (ALG) e o alginato
reticulado com cloreto de calcio (ALG-R) é apresentada na Figura 31. A amostra
representativa ilustrada no espectro é a de particulas de alginato produzidas com os

seguintes parametros: vazao de 9,2 mL/h, distancia de 2 cm e tenséo 16 kV.

Figura 31 - Comparacéo entre os espectros de FTIR do ALG e do ALG-R.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os espectros apresentam uma ligeira diferenca que pode estar relacionada a
substituicdo das interacdes dos ions monovalentes de sodio pelas interacdes dos ions
bivalentes de calcio com os grupos COO- livres do alginato (PAPAGEORGIOU et al.,
2010). Observa-se que os modos vibracionais localizados em 1595 e 1406 cm™, no
espectro do alginato de sddio, correspondem, respectivamente, aos estiramentos
assimétrico e simétrico dos grupos carboxilatos (COO"). No espectro do alginato

reticulado com cloreto de célcio, esses foram deslocados para 1632 e 1437 cm™,
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indicando assim a substituicdo dos cations de Na* por Ca®* (DUPUY, B., ARIEN, A,
& MINNOT, 1994; CHAN; LEE; HENG, 2006, e DAEMI; BARIKANI, 2012).

E importante ressaltar que a técnica de FTIR pode ser utilizada para avaliar a
reticulacdo do alginato na solugdo por meio da visualizacdo da banda caracteristica
em torno de 1737 cm, que sugere o estiramento de Ca?* com o grupo COO" livre
presente no alginato (DUPUY, B., ARIEN, A., & MINNOT, 1994). Esta banda esta
ausente no FTIR do alginato de sédio (CHAN; LEE; HENG, 2006). Na figura 31
observa-se no espectro de ALG-R que a banda préxima de 1737 cm? sofreu um
deslocamento para a regido de 1794 cm, contudo, sabe-se que o grau de
deslocamento pode variar dependendo da propor¢cdo dos grupos M/G e do
comprimento dos blocos G (NIKKO et al., 2018).

5.4. CARACTERIZACAO MORFOLOGICA E FiSICO-QUIMICA DAS NANOFIBRAS
DE AC COM PARTICULAS DE ALGINATO RETICULADAS (NFAC/ALG-R)

As mantas de nanofibras de acetato de celulose com micro/nano particulas de
alginato reticuladas (NFAC/ALG-R) foram produzidas pelas técnicas de eletrofiacédo e
electrospray simultaneas para dois valores de vazao da solucdo polimérica da solucéo
de alginato: 9,2 e 7,2 mL/h. Para cada valor de vazéo foram variados os parametros
da sintese: tensdo, distancias de trabalho da solucédo de alginato e de acetato de
celulose, de acordo com os valores definidos na Tabela 03, apresentada na pagina
64.

5.4.1. Producao de NFAC/ALG-R para a vazéo de 9,2 mL/h

As imagens obtidas por MEV para as mantas sintetizadas com vazao de 9,2
mL/h, assim como as distribuicdes de diametro das nanofibras, estdo representadas
nas Figuras 32-36 para diferentes valores de distancias de trabalho. Na Tabela 7 estao
resumidos os diametros medios das NFAC/ALG-R, a umidade relativa do ar, a
temperatura, assim como o numero médio de contas. A umidade variou entre 51 e
75% e a temperatura variou entre 21,2 e 24,0 °C. Essas variagdes ndo afetam
significativamente o didmetro médio das NFAC/ALG-R, conforme discutido na se¢éo
5.2.
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As imagens obtidas por MEV para as mantas de NFAC/ALG-R na tenséo de
14 kV e distancia de trabalho do ALG-R de 8 cm estdo apresentadas na Figura 32
para trés valores de distancias de trabalho do AC. As NFAC apresentam um formato
cilindrico e alongado, enquanto as nanoparticulas de ALG-R ndo podem ser
observadas nas imagens devido a sua sobreposi¢cdo nas nanofibras de acetato de
celulose, bem como a escassez de contraste. A medida que a distancia de trabalho
do AC aumenta (de 10 para 14 cm), observa-se uma diferenca do diametro médio das
fibras (p<0,05), como pode ser visto na Tabela 7. Os didametros das nanofibras
variaram entre 50 a 400 nm para os trés valores de distancia de trabalho do AC,
corroborando com as distribuicdes das NFAC puras apresentadas nas Figuras 20-22.
Observa-se somente a presenca de contas maiores para todas as condi¢des de 14
kV, na qual a quantidade varia em media de 30 a 17 com a distancia de trabalho do
AC. Para a distancia de trabalho de AC de 14 cm, encontra-se a menor numero medio

de contas.
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Figura 32 — Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R
produzidas natenséo de 14 kV, vazao de 9,2 mL/h e distancia de trabalho de

ALG-Rde 8 cm.
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Legenda: Distancias de AC de 10 cm (a-b), 12 cm (c-d) e 14 cm (e-f).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 33 - Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R
produzidas natenséo de 15 kV, vazao de 9,2 mL/h e distancia de trabalho de

ALG-Rde 8 cm.
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Legenda: Distancias de AC de 10 cm (a-b), 12 cm (c-d) e 14 cm (e-f).

Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 34 - Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R

produzidas natenséo de 16 kV, vazao de 9,2 mL/h e distancia de trabalho de
ALG-R de 6 cm.
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Legenda: Distancias de AC de 10 cm (a-b), 12 cm (c-d) e 14 cm (e-f).
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 35 - Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R
produzidas natenséo de 16 kV, vazao de 9,2 mL/h e distancia de trabalho de

ALG-R de 8 cm.
(b) 30
10 cm
T

820 —7

c

5 /

>

o

I 10-/

o+ L1
0 200 400 600

Diametro das nanofibras / nm

12 cm

0 i
0 200 400 600
Diametro das nanofibras / nm

» 14 cm

0 . i
' ' 0 200 400 600
—i5pum 170 + 34 nm Diametro das nanofibras / nm

Legenda: Distancias de AC de 10 cm (a-b), 12 cm (c-d) e 14 cm (e-f).
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Figura 36 - Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R
produzidas natenséo de 16 kV, vazao de 9,2 mL/h e distancia de trabalho de
ALG-R de 10 cm.
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Tabela 7 - Diametro médio das mantas de NFAC/ALG-R e niumero de contas

para a vazao de 9,2 mL/h e diferentes de distancias de trabalho de AC e de

ALG-R.
Distancia de trabalho | Umidade relativa Diametro NGmero
Tensao : doar+2(%)/ médlo_ das médio de
(kV) alginato | acetato Temperatura + nanofibras
(cm) (cm) 0,5 (°C) (nm) contas (1)

10 65 /22,7 198 + 41 30

14 8 12 63 /23,1 180 + 30 21
14 62 /23,2 186 + 40 17

10 64 /22,5 202 + 41* 28

15 8 12 64 /23,2 190 + 33* 27
14 60 /22,8 173 + 36* 19

10 51/21,2 223 + 44* 10

6 12 64 /21,6 197 + 45* 38

14 70/21,4 182 + 38* 15

10 75/ 24,0 228 + 54* 8

16 8 12 64 /21,7 163 + 35* 35
14 63 /22,0 170 + 34* 26

10 52/21,5 232 + 44* 7

10 12 67 /21,5 163 + 36* 36

14 68/21,2 143 + 31* 27

Legenda: *diferenca significativa — p<0,05

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 33, encontram-se as imagens MEV das mantas de NFAC/ALG-R
para a tensdo de 15 kV e distancia de trabalho de 8 cm do alginato. Para essa
condigdo, observa-se que existe uma diminui¢do do didmetro médio das nanofibras,
a medida que aumenta a distancia de trabalho do AC (p<0,05). Esses valores podem
ser vistos na Tabela 7. O intervalo dos diametros esta entre 50 e 450 nm, similar ao
intervalo das NFAC puras. O nimero de contas apresenta 0 mesmo comportamento
observado das mantas com tensdo de 14 kV, em que novamente a distancia de
trabalho de 14 cm apresenta menor quantidade de contas grandes (19 + 1).

A andlise da morfologia das mantas de NFAC/ALG-R para a condi¢éo de 16
kV foi realizada com base nas imagens MEV apresentadas nas Figuras 34-36. Para
as mantas produzidas na distancia de 10 cm do AC, tem-se uma maior dispersdo de
didmetros, ou seja, o intervalo varia entre 50 e 600 nm. Entretanto, para as outras
duas distancias do AC (12 e 14 cm) tem-se uma distribuicdo mais estreita de 50 a 400

nm, independente da distancia de trabalho do ALG-R. Observa-se que independente
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da distancia de trabalho do ALG-R para a tensao de 16 kV, a medida que aumenta a
distancia do AC (de 10 para 14 cm), o diametro médio das nanofibras diminui, como
pode ser atestado na Tabela 7. Para facilitar a visualizacdo dessa analise apresenta-
se na Figura 37, a comparacgdo dos diametros médios das mantas de NFAC/ALG-R.

Figura 37 - Comparacéo dos diametros médios das mantas de NFAC/ALG-R em
relacéo a distancia de trabalho do ALG-R para os 3 valores de distancia de
trabalho do AC na tensé&o de 16 kV.

350
distancia do AC
= 1 [ Jiocm
< 300 [ J12cm
- [ J14cm
n ]
g
2 250 4
S
2 ]
< 200 +
%)
o ]
o
.2 150 ++ +
°
) i
S
o 100
E ]
@ 50
D <4
0 T T T
6 8 10

Distancia de trabalho do alginato / cm

Fonte: Elaborada pela autora.

Comparando as mantas de NFAC/ALG-R com as NFAC puras, ambas para a
tensdo de 16 kV, verifica-se que o diametro médio teve um acréscimo médio de 24%
para a distancia de 10 cm do AC. Para as outras distancias do AC, observou-se uma
diminuicdo dos diametros médios das nanofibras, sendo que para a distancia de 12
cm um valor médio de 10% e para a distancia de 14 cm uma variacao de 6% a 35%.
Analisando o numero médio de contas, observa-se que para a distancia de trabalho
de 12 cm do AC (Figuras 34-36 (c)), independente da distancia de trabalho do ALG-
R, as mantas de NFAC/ALG-R apresentam a maior quantidade de contas nas
nanofibras de AC, com média de 36 + 2 contas. Por outro lado, para a distancia de
trabalho de 10 cm do AC (Figuras 34-36(a)), as mantas de NFAC/ALG-R contém uma

menor quantidade de contas, com média de 8 + 2 contas grandes.
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5.4.2. Producdo de NFAC/ALG-R para a vazéao de 7,2 mL/h

As imagens do MEV relativas as mantas produzidas na vazédo de 7,2 mL/h
estdo representadas nas Figuras 38-41, bem como as distribuicdes de diametro das
nanofibras. Os diametros médios das NFAC/ALG-R, as condi¢cdes ambientais e o
numero médio de contas estdo apresentados na Tabela 8.

As mantas de NFAC/ALG-R produzidas na distancia de trabalho de ALG-R de
2 cm apresentam a maior dispersdo do didametro médio das particulas dentre as
diferencas de trabalho do AC, variando entre 50 a 1000 nm. Entretanto, para as outras
distancias do ALG-R, o intervalo de diametro médio das nanofibras & mais estreito, de
50 a 600 nm. Vale também ressaltar que independente da distancia de trabalho do
AC, observa-se que, a medida que aumenta a distancia do ALG-R (de 2 para 10 cm),
o diametro médio das nanofibras diminui. O mesmo comportamento € observado para
0 aumento da distancia de trabalho do AC, considerando uma mesma distancia de
trabalho do ALG-R.

Para as maiores distancias do ALG-R (8 e 10 cm), hd uma maior
homogeneidade na deposicdo de nanofibras (Figuras 40 e 41), enquanto para as
distancias de 2 e 6 cm do ALG-R, verifica-se um menor niumero de nanofibras, a
medida que aumenta a distancia de trabalho do AC. Esse resultado pode ser
observado nas Figuras 38 e 39. E importante ressaltar que a manta de NFAC/ALG-R
produzida nas distancias de 2 cm do ALG e de 14 cm do AC apresenta a menor

deposicao de nanofibras (Figura 38 (e)).
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Figura 38 - Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R
produzidas na tenséo de 16 kV, vazéo de 7,2 mL/h e distancia de trabalho de
ALG-R de 2 cm.
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Legenda: Distancias de AC de 10 cm (a-b), 12 cm (c-d) e 14 cm (e-f).
Fonte: Elaborada pela autora.
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Figura 39 - Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R
produzidas natenséo de 16 kV, vazao de 7,2 mL/h e distancia de trabalho de

ALG-R de 6 cm.
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Figura 40 - Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R
produzidas natenséo de 16 kV, vazao de 7,2 mL/h e distancia de trabalho de

ALG-R de 8 cm.
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Legenda: Distancias de AC de 10 cm (a-b), 12 cm (c-d) e 14 cm (e-f).
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Figura 41 - Imagens de MEV e distribuicdes de diametro para NFAC/ALG-R
produzidas natenséo de 16 kV, vazao de 7,2 mL/h e distancia de trabalho de
ALG-R de 10 cm.
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Tabela 8 - Diametro médio das mantas de NFAC/ALG-R e niumero de contas

para a vazao de 7,2 mL/h, tensédo de 16 kV e diferentes distancias de trabalho
de AC ede ALG-R.

Umidade
Distancia Distancia | relativado ar £ | Diametro médio Numero
do alginato | do acetato 2 (%) / das nanofibras médio de
(cm) (cm) Temperatura (nm) * contas (+- 1)
0,5 (°C)
10 51/21,4 300 + 85 4
2 12 52/21,5 326 + 66 4
14 53/21,5 208 + 80 17
10 50/22,7 263 + 57 7
6 12 68/21,8 232 + 48 10
14 70/22,0 249 + 49 25
10 49 /22,4 270 £ 61 13
8 12 49 /22,7 249 + 54 6
14 49 /22,6 217 + 40 4
10 50/ 22,7 254 + 41 4
10 12 70/21,9 291 +70 18
14 67 /22,0 198 + 44 18

Legenda: *diferenca significativa — p<0,05

Fonte: Elaborada pela autora.

Verifica-se que na maioria das mantas de NFAC/ALG-R ndo se observa

claramente as particulas de ALG-R recobrindo as nanofibras, contudo visualiza-se as

mesmas depositadas no papel coletor. Para as mantas de NFAC/ALG-R com as

distancias de 2 cm do ALG-R e de 12 cm do AC ocorre uma grande deposicao de

particulas de ALG-R de dimensdes micrométricas ao longo do comprimento das

nanofibras (Figura 38 (c)). A confirmagéo da presenca das particulas de ALG-R sera

abordada na andlise de FTIR apresentada na se¢éo 5.4.3.
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5.4.3. Comparacao das mantas de NFAC/ALG-R com vazéo de 9,2 mL e 7,2 mL/h

com as NFAC puras

Os diagramas obtidos em funcao das distancias de trabalho de AC e ALG-R
para a tensdo de 16 kV, apresentados na Figura 42, relacionam os diametros médios
das NFAC puras com as mantas de NFAC/ALG-R para as vazdes de 9,2 e 7,2 mL/h.
Observa-se que independente das distancias de trabalho do AC (Figura 42 (a-c)) e do
ALG-R (Figura 42 (d-f)), os didametros médios das mantas de NFAC/ALG-R aumentam
com a diminuicao da vazéao da solucéo polimérica de alginato reticulada. Comparando
essas com as NFAC puras, verifica-se também que as mantas de NFAC/ALG-R
apresentam maiores valores de didmetro médio. Esse comportamento também foi
observado no trabalho de Braghirolli e colaboradores (2015), em que eles produziram
nanofibras de PLGA com bioparticulas, com o objetivo de fabricar um scaffold para a
Engenharia de Tecidos utilizando também as técnicas de eletrofiacdo e electrospray
simultaneamente. Os autores observaram que o didametro médio das nanofibras de
PLGA com bioparticulas aumentou de 1,5 £ 2,2 ym para 3,5 £ 6,1 ym (BRAGHIROLLI
et al., 2015).

Utilizando a combinacéo das técnicas de eletrofiacdo e electrospray, ou seja,
acrescentando as microparticulas de alginato a manta de acetato de celulose,
observa-se que, para a maioria das amostras, ocorreu aumento no diametro médio
das nanofibras, independente das distancias de trabalho da solucdo de acetato de

celulose e da solucéo de alginato.
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Figura 42 — Diagramas dos diametros médios das NFAC e das mantas de NFAC/ALG-R para as vazfes de 9,2 e 7,2 mL/h,
variando as distancias de trabalho de AC (a-c) e ALG-R (d-f).
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5.4.3.1. Andlise de FTIR
A Figura 43 compara os espectros de FTIR das nanofibras de acetato de
celulose (NFAC), particulas de alginato reticuladas (ALG-R) e as mantas de

NFAC/ALG-R.

Figura 43 — Espectros de FTIR das NFAC, das ALG-R e das NFAC/ALG-R.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os modos vibracionais localizados a 1574, 1536 e 840 cm sdo
caracteristicos das particulas de ALG-R, que podem ser vistas claramente nos
espectros do ALG-R puro e das mantas de NFAC/ALG-R, conforme indicado na Figura
43. Os modos mais intensos das NFAC puras, localizados a 1753, 1368, 1238 e 1050

cm?l, sdo também observados no espectro da manta de NFAC/ALG-R. Essa
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comparacao permite identificar as bandas caracteristicas de ambos os materiais, além

de confirmar a deposicéo de particulas de alginato nas mantas.

5.4.3.2. Analise térmica (TGA)

As curvas de TGA e DTGA das nanofibras de acetato de celulose com

particulas de alginato reticuladas estdo apresentadas na Figura 44.

Figura 44 - Curvas de TGA e DTGA das NFAC/ALG-R no intervalo de
temperatura de 25 a 900 °C.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Para a manta de NFAC/ALG-R, observa-se uma perda inicial de massa de
7%, com pico maximo em torno de 40 °C, correspondendo a eliminacdo da agua
adsorvida na amostra (SOARES et al., 2020; SANTOS et al., 2021). Em torno de 233
°C, encontra-se uma perda de massa que indica a degradacgéo do alginato de sodio
anidro em carbonato de sédio e ao realinhamento da cadeia (DAEMI; BARIKANI,
2012). A principal degradacao térmica das mantas NFAC/ALG-R, com perda de
massa de 49%, ocorre entre 260 e 536 °C, com pico maximo em 342 °C. Essa

decomposicao corresponde a cisdo da cadeia polimérica do acetato de celulose, bem
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como a decomposicdo dos seus grupos acetila (ARTHANAREESWARAN et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2008). A partir de 540 °C, observa-se uma perda de 27% de
massa relacionada a carbonizacao do acetato de celulose, bem como do alginato de
sédio (ARTHANAREESWARAN et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008; DAEMI;
BARIKANI, 2012). O restante de massa em torno de 9% é atribuido a carbonizacéo
dos produtos degradados a cinzas para o acetato de celulose (HANNA et al., 1999;
LUCENA et al., 2003) e a decomposi¢cdo do carbonato de sédio com liberacdo de
diéxido de carbono para o alginato de sd6dio (PARHI; RAMANAN; RAY, 2006;
SARMENTO et al., 2006).

5.4.3.3. Teste de intumescimento

Os resultados do teste de intumescimento para as amostras estao
representados na Figura 45.

Figura 45 - Teste de intumescimento referentes as NFAC, as particulas de ALG-
R e as NFAC/ALG-R.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Na primeira hora, tanto as NFAC quanto as mantas de NFAC/ALG-R imersas
na solucdo de agua destilada absorveram moléculas de agua, com uma porcentagem
de 350 a 450%. As particulas de alginato reticuladas com cloreto de célcio
apresentaram uma faixa de 50 a 120% de absor¢&o de umidade. O elevado valor do
intumescimento do AC é devido aos diversos grupos hidroxilas presentes em sua
estrutura quimica. Esses resultados encontrados para as nanofibras de acetato de
celulose e as particulas de alginato estao de acordo com a literatura (FAN et al., 2006;
ZACTITI; KIECKBUSCH, 2009; BRITES, 2015).

As NFAC recobertas com particulas de alginato reticuladas apresentaram
maior intumescimento em comparacdo com as NFAC puras. As porcentagens de
absorcdo de 4gua observadas para as NFAC/ALG-R foram na faixa de 250 a 450%.
Isso pode ter ocorrido porque as particulas de alginato de sodio reticuladas com
cloreto de célcio atraem as moléculas de agua para a matriz das nanofibras, devido
ao seu carater hidrofilico, ja que as particulas ALG-R absorvem agua mesmo quando
estdo isoladas. Sabendo-se que a maioria das células animais preferem superficies
hidrofilicas para adeséao, crescimento e diferenciacéo celular (DHANDAYUTHAPANI
et al.,, 2011; CHEN et al., 2018), a caracteristica observada é extremamente
importante para a interacdo célula-material e para futura utilizacdo desse material na

Engenharia de Tecido Muscular.
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6. CONCLUSAO

As NFAC produzidas pela técnica de eletrofiagdo apresentaram uma
morfologia cilindrica e alongada com didmetros no valor em torno de 181 nm, contendo
contas pequenas com dimensdes de 0,5 nm e grandes com 4 nm. As NFAC obtidas
na distancia de trabalho de 12 cm e tensdes de 12 e 15 kV, apresentaram maior
uniformidade e média de 23 + 1 contas por area. Em geral, as NFAC produzidas nas
distancias de trabalho de 10 e 14 cm apresentaram maior quantidade de contas,
variando de 34 a 83 contas/area. Em relacéo ao intervalo de diametros, a distancia de
trabalho de 14 cm apresentou a faixa mais ampla, entre 10 e 600 nm. Vale ressaltar
que para as distancias de 10 e 14 cm néo se observou uma diferenca significativa nos
diametros médios com o0 aumento da tenséo (p>0,05). Contudo, houve um acréscimo
de 6,8% nos diametros médios a medida que a distancia de trabalho aumentou. Isso
pode ser explicado devido a presenca do solvente DMF, que apresenta maior
temperatura de ebulicdo comparado a acetona.

As micro/nano particulas de alginato reticuladas produzidas pelo processo
electrospray em placa foram obtidas para dois valores de vazéo da solucao polimérica.
Na vazao de 9,2 m/h e distancia de trabalho de 2 cm, observa-se um aumento das
dimensdes das particulas com a elevacédo da tenséo aplicada, contudo, esse mesmo
efeito ndo foi observado na distancia de trabalho de 4 cm. Na distancia de trabalho de
6 cm, as particulas apresentaram uma maior homogeneidade em relacao a morfologia
e ao diametro médio. J4 na vazao de 7,2 mL/h para as distancias de 6 e 8 cm,
observou-se que as faixas de diametro das particulas foram, respectivamente, de 171
+29a234 +48 nme 146 + 27 a 253 + 54 nm.

Verificou-se que é possivel modificar o equipamento de eletroficacdo para
obter mantas de nanofibras de AC com micro/nano particulas de alginato reticuladas.
Independentemente da distancia de trabalho do ALG-R, para a tenséo de 16 kV, a
medida que aumenta a distancia de AC, o diametro médio das nanofibras diminui. Na
maioria das mantas de NFAC/ALG-R, utilizando-se a técnica de MEV, ndo se observa
claramente as particulas de ALG-R recobrindo as nanofibras, contudo é possivel
visualiza-las sobre o papel coletor. Todavia, para as mantas de NFAC/ALG-R com as
distancias de 2 cm do ALG-R e de 12 cm do AC ocorre uma grande deposicdo de
particulas de ALG-R de dimensdes micrométricas ao longo do comprimento das
nanofibras. Observa-se que independente das distancias de trabalho do AC e do ALG-
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R, os diametros médios das mantas de NFAC/ALG-R aumentam com a diminuicao da
vazao da solucéo polimérica de alginato reticulada. Comparando essas com as NFAC
puras, verifica-se também que as mantas de NFAC/ALG-R apresentam maiores
valores de diametro médio.

Analisando os espectros de FTIR observam-se os modos vibracionais
caracteristicos das particulas de ALG-R nos espectros do ALG-R puro e das mantas
de NFAC/ALG-R. Em relagdo ao teste de intumescimento, verifica-se que as
NFAC/ALG-R apresentaram maior intumescimento em comparagdo com as NFAC
puras.

Apesar das analises de MEV serem pouco conclusivas em relacdo a
deposicéo de alginato sobre as nanofibras de AC, os resultados de FTIR, TGA e do
ensaio de intumescimento sugerem que o alginato esta presente e que modificou,
ainda que parcialmente, as caracteristicas das mantas de nanofibras de AC. Essa
modificacdo pode ter efeito favoravel para a futura aplicacdo desse material como
scaffold na Engenharia de Tecido Muscular, uma vez que muitos tipos de células
necessitam de um material de suporte carregado para a adesao, crescimento e

diferenciacao.

Recomendacdes para trabalhos futuros

Recomendado o ensaio bioldgico com células do tipo mioblastos primarios em
placas com a manta de nanofibras de acetato de celulose recobertas com
microparticulas de alginato reticuladas, bem como com a manta de nanofibras de
acetato de celulose. Esse ensaio permite a avaliagcdo da adeséo, da migracéo, da

diferenciac@o e da morfologia das células cultivadas nos materiais analisados
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