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RESUMO

Nos ultimos 50 anos a populacdo mundial mais que duplicou e por consequéncia
a producdo de carne para consumo mais que quadriplicou vista a nova
necessidade. Cerca de 88 bilhdes de animais sao abatidos anualmente para
suprir a demanda do ramo alimenticio para consumo humano. A terra, agua,
alimento e emissao de gases de efeito estufa envolvidos nesta producao estao
chegando a valores alarmantes. A producdo de carne em laboratério (carne
cultivada), uma ciéncia que surgiu na ultima década, apresenta-se como uma
possivel solucdo para os problemas envolvidos na criacdo de animais para a
obtencdo de proteina para consumo. Neste trabalho foram produzidas
nanofibras de acetato de celulose carregadas com extrato de Bixa orellana 1%wt
para avaliagdo de aplicagdo como scaffold no ramo da carne cultivada. Acetato
de celulose e extrato de Bixa orellana foram solubilizados e utilizados para
produzir o scaffold de nanofibras via eletrofiacdo. Analise térmica e quimica das
nanofibras produzidas mostraram que a adi¢cao do extrato n&o proporcionou uma
mudanca significativa da estabilidade do polimero. Foi averiguado que o extrato
atuou como plastificante na estrutura polimérica do acetato de celulose via
analise de nano-DMA. A molhabilidade do scaffold sofreu um aumento com a
adicdo do extrato. Analise de MEV confirmou que os scaffolds produzidos
apresentaram estrutura porosa e sem alinhamento especifico, possibilitando
migracao celular e formacéo de multiplas camadas de tecido muscular. Testes
in vitro indicaram que os scaffolds produzidos sédo biocampativeis e possibilitam
a adesao e proliferacéo das células, indicando potencial aplicacdo deste material
no ramo da carne cultivada. Ainda jovem, este ramo da ciéncia ainda necessita
de grande quantidade de estudo e ajuste de parametros para torna-se uma

industria com capacidade produtiva em um ambito global.

Palavras chaves: Carne cultivada, Bixa orellana, Acetato de celulose,
eletrofiagéo.



Production and characterization of celullose acetate nanofibers loaded with
Bixa orellana extract for potential application in Tissue Engineering of

cultured meat
ABSTRACT

In the last 50 years the world population has more than doubled, consequently
the production of meat for consumption has more than quadrupled in view of the
new need. About 88 billion animals are slaughtered annually to meet the demand
of the food industry for human consumption. The land, water, food and
greenhouse gas emissions involved in this production are reaching alarming
values. The production of meat in the laboratory (cultured meat), a science that
emerged in the last decade, presents itself as a possible solution to the problems
involved in raising animals to obtain protein for consumption. In this work,
cellulose acetate nanofibers loaded with Bixa orellana 1%wt extract were
produced for evaluation of application as scaffold in the field of cultivated meat.
Cellulose acetate and Bixa orellana extract were solubilized and used to produce
the nanofiber scaffold via electrospinning. Thermal and chemical analysis of the
produced nanofibers showed that the addition of the extract did not significantly
change the stability of the polymer. It was found that the extract acted as a
plasticizer in the polymeric structure of cellulose acetate via nano-DMA analysis.
The wettability of the scaffold increased with the addition of the extract. SEM
analysis confirmed that the scaffolds produced presented a porous structure and
no specific alignment, enabling cell migration and formation of multiple layers of
muscle tissue. In vitro tests indicated that the scaffolds produced are
biocompactible and enable cell adhesion and proliferation, indicating potential
application of this material in the field of cultivated meat. Still young, this branch
of science still needs a great amount of study and adjustment of parameters to

become an industry with productive capacity in a global scope.

Key words: Cultured meat, Bixa orellana, Cellulose acetate, electrospinning
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A engenharia de tecidos € uma plataforma promissora para a criacdo de carne
em um ambiente controlado e livre da necessidade de criacdo de animais para
abate. E uma area muito recente, sendo necessario muito estudo e pesquisa
para otimizacao dos parametros de producdo, com maior énfase em biomateriais
baratos, expansao eficiente de células de animais de fazenda e engenharia de
tecidos da vascularizagdo de scaffolds. A implementacdo de ferramentas e
conhecimentos das é&reas de engenharia de alimentos e tecidos irdo ser
essenciais para o desenvolvimento de novas rotas de producdes sustentaveis e
economicamente viaveis. Os scaffolds de carne cultivada devem ser gerados a
partir de biomateriais comestiveis e projetados para imitar os tecidos que
compde a carne animal. (Ben-Arye & Levenberg, 2019)

Algumas alternativas interessantes que tém sido exploradas para scaffolds para
aplicacdo no campo da carne cultivada consistem em scaffolds de nanofibras
eletrofiadas (Dias et al., 2012) (Zhang et al., 2017). Dentre as técnicas
disponiveis para produzir scaffolds para engenharia de tecidos, a eletrofiacédo
apresenta vantagens distintas. A eletrofiacdo € um método versétil capaz de
produzir estruturas de nanofibras eletrofiadas tridimensionais, que se mostraram
particularmente Gteis na imitacdo do ambiente extracelular devido a sua alta area
de superficie, excelentes propriedades mecanicas, alta porosidade e distribuicdo
de tamanho de poro (Eisenbarth, 2007) (Shuiping et al., 2010). Trabalhos
anteriores mostraram que os scaffolds de nanofibras podem apoiar a adeséo,
propagacao e proliferacdo de células em diferentes tipos de células in vitro
(Hajiali et al., 2016) . A eletrofiagdo apresentou-se como uma técnica eficaz para
formacdo de scaffolds devido ao processo notavelmente simples e versatil,

controlavel e reproduzivel (Capella et al., 2016) (Vargas et al., 2010)

Todavia, quando o quisito em analise é a taxa de producdo de nanofibras
poliméricas, a eletrofiacdo apresenta valores baixos comparada a outras
técnicas. A Fiacdo por jato rotativo por sua vez, uma técnica de fiacdo de
nanofibras poliméricas baseada em altas rota¢des e no principio fisico de tensao
superficial tem apresentado resultados de producdo promissores. Apesar de
recente no cenario da engenharia de tecidos, a técnica de RJS (Rotary Jet

Spinning) vem ganhando espaco e possui alto potencial para a fabricacdo de
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scaffolds porosos (Rogalski et al., 2017). Os materiais aplicaveis a producao de
scaffolds devem ter propriedades que o0s tornem biocompativeis em suas

aplicacdes adequadas.

O acetato de celulose (AC) é um importante polimero biocompativel que tem sido
utilizado em um amplo campo de aplicacdes. A aplicacao biotecnolégica desses
polimeros estid totalmente associada a sua biodegradabilidade,
processabilidade, solubilidade e aplicabilidade. De acordo com o seu
processamento, o AC pode ser utilizado para diversas aplicagées, como fibras,
filmes, membranas, entre outras aplicacdes (N. Bifari et al., 2016). Uma forma
interessante de melhorar a funcionalidade dos scaffolds é a incorporacédo de

substancias bioativas naturais.

O urucum (Bixa orellana L.) € um corante natural nativo da América do Sul (Van
Chuyen et al., 2012). As sementes de Bixa orellana contém varios carotenoides,
em que mais de 80% em peso é bixina (C25H3004), um acido carboxilico
contendo uma cadeia de isopreno e um éster metilico, responséavel pela intensa
cor laranja-avermelhada das sementes de urucum e seu extrato (Lloyd, 1980).
Pequenas quantidades de norbixina (C24H2804), taninos, flavondides,
terpendides, saponinas, esteroides, tocotriendis (T3), um isdmero menos
proeminente da vitamina E, também s&o encontradas nas sementes de Bixa

orellana.(dos Santos et al., 2021)

Diante deste cenario, este trabalho tem como objetivo geral o desenvolvimento
de um scaffold composto por nanofibras de acetato de celulose puro e
carregadas com extrato de Bixa orellana, avaliando seu potencial de aplicagc&o
no ramo da carne cultivada. Como objetivo secundario temos a fabricacdo de um
equipamento inspirado na técnica de Fiacdo por jato rotativo (Rotary jet

spinning), capaz de produzir nanofibras poliméricas em altas taxas de producéao.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolvimento de nanofibras de acetato de celulose contendo extrato de Bixa
orellana e avaliar a sua potencial aplicacdo na Engenharia de Tecidos da carne

cultivada.

2.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Produzir nanofibras de acetato de celulose através da técnica de
eletrofiacdo com e sem a adicdo de 1%wt de extrato de Bixa orellana;

e Construir um equipamento para a producdo de nanofibras utilizando o
método de fiacdo por jato rotativo (Rotary jet spinning);

e Produzir nanofibras de acetato de celulose através da técnica de fiacédo
por jato rotativo com e sem a adi¢cdo de 1%wt de extrato de Bixa orellana;

e Caracterizar as propriedades fisico quimicas, morfoldégicas e mecanicas
das nanofibras;

e Avaliar a biocompatilidade in vitro das nanofibras;

e Comparar as propriedades das nanofibras produzidas pelas duas técnicas

de producéo empregadas.
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3 FUNDAMENTOS TEORICOS E REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 CARNE CULTIVADA
3.1.1 CONTEXTO HISTORICO E MOTIVACAO

Até 2050, o consumo mundial de carne aumentara 73%, de acordo com um
relatério de 2011 da Organizacdo das Nacbes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo (FAO). Esse aumento é impulsionado pela crescimento da
populacdo mundial e pelo aumento do consumo de carne dos paises em
desenvolvimento. O setor pecuério jA consome cerca de 70% das terras
agricolas globais, divididas entre pastagem e alimentacdo animal. Assim, no
atual sistema de producado animal, ndo havera terra suficiente para satisfazer a
crescente demanda por carne, e a carne se tornara um item de luxo escasso e
caro.(McLeod & United, 2011) A Figura 1 apresenta a comparacdo de
informacdes referentes a utilizacdo de energia, terreno, dgua e a emissao de
gases de efeito estufa relacionados a producédo de carne através da pecuaria e

através de técnicas de producéo de carne cultivada.

Figura 1 - Comparacgao de impacto de setores da producao de carne bovina.

B Camne Carne baseada em células
100%
80%
60%
40%
20%
Uso de Uso de Uso de agua Emissdo de
energia terreno gases de efeito
estufa

Fonte: Adaptado de Environmental Science & Technology, 2011.
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Nota-se que a utilizacdo de energia é muito similar para ambos os campos de
producdo, todavia, para os demais quisitos, a producao de carne baseada em
células apresenta valores muito inferiores quando comparado a pecuaria
tradicional, fato que impulsiona o0 investimento para a pesquisa do
aprimoramento e desenvolvimento de insumos e materiais empregados no
campo de producédo de carne cultivada. (Environmental Science & Technology,
2011)

Os produtos alimentares de origem animal sédo considerados ineficientes, pois
0s animais consomem grandes quantidades de alimentos ao longo da vida, dos
quais até 97% das calorias sdo perdidas em processos de manutencéo do corpo
e na producdo de tecidos ndo comestiveis. Quando comparados a outras
indastrias, os produtos de origem animal tém um cunho ambiental maior em
comparacao aos produtos de origem vegetal em termos de demanda de solo e
agua e emissdo de gases de efeito estufa, tendo a industria de carne bovina
como aquela com maior impacto ambiental em escala planetaria. (Ben-Arye &
Levenberg, 2019)

Uma das solugdes seria substituir a carne da dieta dos humanos por proteina a
base de plantas e insetos. No entanto, a carne se tornou parte do consumo diario
de alimentos da sociedade. Portanto, muitas pessoas desejam carne e acham
dificil seguir dietas vegetarianas. Alimentos vegetarianos que imitam carne (por
exemplo, hambuargueres vegetarianos e alméndegas) foram introduzidos, mas
até agora esses produtos ndo conseguiram replicar exatamente o sabor
complexo e os perfis de textura que tornam da carne um alimento tdo desejado.
Embora muitos desafios ainda precisem ser superados, a carne cultivada pode
ser uma solucéo para a iminente escassez mundial de proteinas que permite as

pessoas manterem suas preferéncias alimentares. (Post & van der Weele, 2013)

A agricultura intensiva em fabricas e as mas condi¢des de bem-estar dos animais
séo causas comuns de doengas transmitidas por alimentos, como a gripe suina
e aviaria. Eles também contribuem para a disseminacgéo de E. coli e Salmonela,
gue podem ser encontradas na carne. A producdo de carne em um ambiente
estéril e controlado pode evitar esses problemas e melhorar a seguranca dos
alimentos. Além disso, 70-80% dos antibidticos usados nos Estados Unidos séo

administrados a animais de criacdo. O que pode propriciar, por negligéncia
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humana, o surgimento de bactérias resistentes de dificil controle sanitério.
(Anomaly, 2015)

Até agora, as manifestacdes publicas de carne cultivada consistiram em carne
moida, salsichas e pepitas. Carnes estruturadas, como bifes e peitos de frango,
exigirdo inovacdes em scaffolds, vascularizacdo e outros aspectos da
engenharia de tecidos. A carne cultivada provavelmente chegara ao mercado em
fases, primeiramente no formato hibrido, de carne cultivada com carne a base
de plantas, em seguida como produtos de carne moida, como pepitas e
hamburgueres e finalmente carnes estruturadas, como bifes e peitos de frango.
(Specht & Lagally, 2017)

Muitas startups estédo surgindo e crescendo nos ultimos anos, muito devido ao
fato do alto investimento que esta acontecendo por parte de pessoas com alto
poder de influéncia, como Bill Gates (fundador da Microsoft), de startups
relacionadas com o desenvolvimento sustentavel e universidade vinculadas ao
assunto, investindo bilhdes de dolares em um setor em ascensao. (Ben-Arye &
Levenberg, 2019) A figura 2 identifica algumas destas startups que se

destacaram nos ultimos tempos.

Figura 2 - Startups de destaque com pesquisa no ramo da carne cultivada.

Integriculture avan t m MEMPHIS
JAPAO HONG KONG ESTADOS UNIDOS
2. mosameat 73 ALEPHFARMS +} Shiok Meats
ve* AN ME# v Seafood, reinvented
HOLANDA ISRAEL SINGAPURA
Tech. Hs
Food S. Higher Steaks
ESPANHA REINO UNIDO FRANCA

Fonte: Adaptado. Referéncia: The Good Food Institute (GFI) 2019.
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Com o avanco da pesquisa e aquecimento de mercado, diversas startups estao
surgindo por todo o globo. O Brasil também estda acompanhando este ritmo, onde
ja nota-se o aumento da quantitade de publicacdes cientificas na area por parte
das universidades e a ascensédo de empresas e startups no mercado, que se
preparam para tornar da carne cultivada um produto de consumo bésico na

sociedade moderna. (Ben-Arye & Levenberg, 2019)
3.1.2 PRODU(;AO DE CARNE POR CULTURA CELULAR

A carne cultivada, produzida a partir de culturas celulares, € uma alternativa
importante para a carne tradicional, derivada de animais vivos. Essa abordagem
ganhou atencdo crescente na opinido publica, da midia popular, organizactes
de bem-estar animal, comunidade cientifica e entre investidores, particularmente
apo0s a producdo do primeiro prototipo de carne cultivada. (Ben-Arye &
Levenberg, 2019)

De uma biépsia de uma vaca, células musculares e adiposas sdo cultivadas
separadamente em laboratorio. Scaffolds séo utilizados para adeséo e promocéo
da manutencdo da vida das células. A cultura € realizada em meio de
crescimento e as células proliferam-se e se diferenciam. Ao fim do processo de
cultura celular, os dois tipos celulares sdo misturados nas propor¢des corretas.
A carne picada, um hamburguer, por exemplo, sera construido a partir de uma
mistura de musculos e tecido adiposo. (Post & van der Weele, 2013) A figura 3

esquematiza o processo completo.
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Figura 3 - Engenharia de tecido aplicada na cultura de carne cultivada.

Fonte: (Post & van der Weele, 2013)

A metodologia do cultivo celular por suspenséo tem sido a mais explorada, por
sua simplicidade e eficiéncia. Tudo comeca a com a biopsia do animal do qual a
proteina deseja-se cultivar, uma pequena quantidade é retirada, geralmente do
tecido muscular esquelético. Este tecido contém uma certa variedade de células,
mas as mais empregadas sdo aquelas denominadas células satélites (CS),
células-tronco adultas que se proliferam a uma taxa adequada para o método,
estas CS possuem a capacidade de diferenciar-se apenas em células

musculares esqueléticas. (Ferreira & Santos, 2019)

As CS séo isoladas e conduzidas até um tanque de agitacdo, designado
biorreator, este equipamento contém o meio de cultura, essencial para o cultivo
das células, uma vez que contém 0s nutrientes necessarios para a manutengao
da vida das células, tais como sais e fatores de crescimento. Este ambiente é
criado de forma a simular as condic¢des fisiolégicas do animal, um ambiente
dindmico, que permite a troca de nutrientes e de gases, mantendo a temperatura

do ambiente controlada. (Ferreira & Santos, 2019)

Assim como as células dentro de um organismo, as células em cultura precisam
de nutrientes para manutencgdo de vida. O meio de cultura celular € uma solugéo
nutritiva contendo sais, tampdes de pH e os blocos de construcdo de estruturas
celulares, como proteinas e gorduras. Ele também contém moléculas chamadas
fatores de crescimento, que sdo moléculas sinalizadoras que direcionam as

células a se comportarem de determinadas maneiras. Por exemplo, fatores
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especificos de diferenciacdo orientam as células a se tornarem células
musculares, adiposas ou sanguineas. Tradicionalmente, esses fatores eram
obtidos do soro animal, mas o soro ja foi largamente eliminado da terapéutica
celular e da medicina regenerativa. Ja existem centenas de formulagfes sem
soro. No entanto, atualmente sdo muito caros para a producao de carne cultivada
comercialmente viavel. As formulacdes personalizadas isentas de soro deveréo
ser otimizadas para linhas celulares relevantes para a carne, com 0 custo como

parametro chave. (Specht & Lagally, 2017)
3.1.3 BIOMATERIAIS E SCAFFOLDS

Na engenharia de tecidos, as caracteristicas fisicas, quimicas e biol6gicas do
tecido a ser cultivado sédo imitadas, de forma que o tecido formado exiba
propriedades semelhantes aquele que foi tracado como objetivo. Células e
biomateriais sé&o integrados sob condi¢cdes de cultura adequadas para formar
tecidos maduros. Mais especificamente, na engenharia de tecido muscular
esquelético, uma grande variedade de tipos celular pode ser co-cultivados em
um scaffold 3D para gerar fibras musculares, vasos sanguineos e uma matriz

densa extracelular. (Ben-Arye & Levenberg, 2019)

A engenharia de tecidos € a responsavel por lidar com a producéo de scaffolds
porosos, capazes de receber as células a serem cultivadas, além de possibilitar
sua proliferacdo e migracdo, dessa forma, realizando a funcdo estrutural de
suporte para que um tecido arquitetado e funcional possa ser gerado. Esta
ciéncia lida com a manipulacdo de uma alta pluralidade de materiais para
confeccdo dos scaffolds, com diferentes tipos de células, biomoléculas e

biorreatores. (Specht & Lagally, 2017)

A engenharia de materiais € uma das escolas que lidam com a producgéo dos
scaffolds empregados na engenharia de tecidos, onde o0s polimeros
biodegradaveis sdo amplamente utilizados para o desempenho da funcéo de
scaffold, que se degrada a medida que as células se proliferam e sintetizam sua
propria matriz extra-celular. O alcance sinérgico entre a taxa de degradacdo do
scaffold e a taxa de proliferacéo de sintese de matriz celular por parte das células
€ um dos grandes desafios a serem alcancados pelos pesquisadores da area de

engenharia de tecidos. Modelos matematicos estdo sendo desenvolvidos para
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gue estas taxas sejam otimizadas de forma que se obtenha um conjunto final
gue possibilite a formacéo de um tecido completo livre de resquicios do material

aplicado na construcdo do scaffold. (Akalp et al., 2017)

As propriedades mecanicas de um scaffold desempenham um papel importante
no controle da diferenciacdo, proliferacdo e fenotipo de diferentes tipos de
células. Especificamente, tecidos naturais com preferéncia as orientacdes,
incluindo tend&o, ligamento e musculo, exibiram comportamentos mecanicos
anisotropicos, com propriedades elasticas aumentadas ao longo da orientagcao
da fibra tecidual. De varios tecidos moles, as células musculares sdo
particularmente dependentes da ancoragem devido ao comportamento contratil
do tecido natural, o que requer um substrato compativel para uma miogénese

eficaz. (Cooper et al., 2010)

Fatores de crescimento, polimeros biodegradaveis, enzimas, dentre outros
materiais, sdo amplamente utilizados para cultura de células e engenharia de
tecidos. Para a producdo de carne cultivada, essas moléculas devem ser

derivadas de fontes baratas e livres de animais. (J. Xu et al., 2016)
3.2 NANOFIBRAS POLIMERICAS

O nanomaterial pode ser definido como um material natural, incidental ou
fabricado que contém particulas, em um estado ndo ligado ou como um
agregado ou como um aglomerado e em que, para 50% ou mais das particulas
na distribuicdo de tamanho numérico, uma ou mais dimensdes externas estao

na faixa de tamanho 1 nm - 100 nm. (Rauscher et al., 2015)

A ciéncia que envolve o desenvolvimento e estudos dos nanomateriais
compreende uma ampla variedade de materiais interessantes, com excelentes
propriedades e caracteristicas fisicas e quimicas. Esses materiais incluem
nanoparticulas, nanofios unidimensionais, nanofibras, nanotubos e
nanoparticulas bidimensionais. Considerados nanomateriais com grande
potencial de aplicagdo, as nanofibras destacam-se entre os demais. Uma das
caracteristicas mais marcantes das nanofibras é a sua excepcional relacédo
area/volume de superficie e sua alta porosidade, tornando-as candidatas

robustas e atraentes para muitas aplicacées avancadas.(Kenry & Lim, 2017)
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Nanofibras vem sendo produzidas a partir de uma grande variedade de
materiais, como polimeros naturais, polimeros sintéticos, nanomateriais a base
de carbono, nanomateriais compostos e nanomateriais semicondutores. O
rapido avanco em tecnologias de sintese e caracterizacdo de nanofibras nos
altimos anos tornaram delas um material amplamente aplicado em setores de
alta tecnologia. Enormes esforcos foram concentrados em explorar as possiveis
aplicacoes funcionais das nanofibras, incluindo geracdo e armazenamento de
energia, cuidados de salde, engenharia de tecidos e tratamento de agua. (Kenry
& Lim, 2017)

Os scaffolds produzidos utilizando-se nanofibras como matéria base servem
como uma excelente estrutura para adeséo, proliferacdo e diferenciagéo celular.
Portanto, as nanofibras, independentemente de seu método de sintese, tém sido
usadas como scaffolds para a engenharia de tecidos musculoesqueléticos
(incluindo ossos, cartilagens, ligamentos e musculos esqueléticos), engenharia
de tecidos vasculares, engenharia de tecidos da pele, engenharia de tecidos
neurais e como dispositivo de entrega controlada de drogas. (Vasita & Katti,
2006)

O desenvolvimento e a pesquisa de técnicas capazes de produzir nanofibras
poliméricas aprimorou o escopo para a fabricacdo de scaffolds porosos que
possam imitar a arquitetura do tecido humano natural na escala nanométrica. A
alta area de superficie em relacdo ao volume das nanofibras combinada com sua
estrutura microporosa favorece sua aplicagdo como suporte mecanico durante a
cultura celular. (Vasita & Katti, 2006)

3.2.1 ACETATO DE CELULOSE

O acetato de celulose (AC) é um importante polimero biocompativel que tem sido
utilizado em um amplo campo de aplicagfes. A aplicacéo biotecnologica desses
polimeros estd completamente associada a sua biodegradabilidade,
processabilidade, solubilidade e aplicabilidade. De acordo com seu
processamento, o AC pode ser usado para diversas aplicagbes, como fibras,

filmes, membranas, dentre outras aplicacdes. (N. Bifari et al., 2016)

A variacdo acetilada da celulose, acetato de celulose é considerado um bom

candidato para aplicagbes biomédicas devido ao seu baixo custo, hidrofilicidade,
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ndo toxicidade, boa processabilidade e propriedades biodegradaveis e
renovaveis. A existéncia de grupos como grupos hidroxila, carboxila e éter na
cadeia principal do acetato de celulose fornece as caracteristicas ibnicas e, como
resultado, torna-se um excelente candidato a matéria-prima para a confec¢ao de
scaffolds. A figura 4 exibe a molécula de acetato de celulose. (Konwarh et al.,
2013)

Figura 4 - Molécula de acetato de celulose.
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Fonte: Dominio publico.

A solubilidade do acetato de celulose depende, entre outras coisas, do grau de
substituicdo, AC com grau de substituicdo de 2-2,5 é soluvel em acetona,
dioxano e acetato de metila. Tipos acetilados com elevados valores de grau de
substituicdo s&o soluveis em diclorometano. O acido acético é geralmente um

bom solvente para acetatos de celulose. (Fischer et al., 2008)

Poucos trabalhos discutem a influéncia dos parametros de eletrofiagdo na
natureza das fibras de AC produzidas. Verificou-se que o diametro médio das
nanofibras AC eletrofiadas aumenta com o aumento da umidade. Por outro lado,
a temperatura determina a taxa de evaporacéo do solvente e a viscosidade da
solucdo polimérica. Verificou-se que esses dois parametros influenciam

profundamente o diametro da fibra do AC eletrofiada. (Konwarh et al., 2013)

A celulose € um material hidrofilico, mas insolivel em agua devido a extensa
rede de ligacdo de hidrogénio. Quando degradada por hidrdlise, a celulose forma
glicose, tornando os produtos de degradacgéo bioabsorviveis. Para expandir as
opc¢Oes de processamento, derivados de celulose como acetato de celulose
podem ser transformados em celulose por regeneragcéo em alcalis sem afetar a

estrutura da fibra. (Rodriguez et al., 2014)
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Experimentos identificaram que o principal mecanismo de degradacéo para o
acetato de celulose deve comecar com uma etapa inicial de desacetilacéo por
hidrolise quimica e acetilesterases, permitindo assim a degradacéo da estrutura
da celulose com a celulase. Estudos comprovaram a evidéncia de que os
mecanismos de biodegradacdo devam ser diferentes para os polimeros de
celulose em contra-partida aos polimeros a base de acetato de celulose. (Puls
et al., 2011)

A celulose é facilmente biodegradada por organismos que utilizam enzimas
celulase, mas devido aos grupos acetil adicionais, o acetato de celulose requer
a presenca de esterases na primeira etapa da biodegradacdo. Uma vez que a
desacetilagéo parcial foi realizada por enzimas ou por hidrolise quimica parcial,
a cadeia polimérica de celulose do polimero € facilmente biodegradada.(Puls et
al., 2011)

Estudos conduzidos por Barud et al (2008) mostram que a caracterizacdo de
amostras de acetato de celulose acetiladas em menor tempo mostrou a formacéo
de uma estrutura heterogénea e, paralelamente, foi produzida uma estrutura
mais homogénea para amostras preparadas com um tempo de acetilagdo mais
longo. Esta diferenca estrutural altera o comportamento térmico das amostras da
AC. Os resultados de caracterizacdo térmica revelaram que amostras
submetidas a um tempo de acetilacdo mais longo exibem maior cristalinidade e
consequente maior estabilidade térmica do que amostras submetidas a um

tempo de acetilacdo mais curto. (Barud et al., 2008)

Segundo Bifari et al, varios estudos tém sido orientados ndo apenas para
melhorar as diferentes propriedades do AC tradicional, mas também para
promover o desenvolvimento do nanocompdsitos de acetato de celulose. O
acetato de celulose provou ser biocompativel e ndo téxico, sendo recomendado
na utilizacdo na forma de nanocompodsitos e dispositivos biomédicos.
Recentemente, um numero significativo de estudos foram publicados em
nanocompositos de AC, no qual observaram que os nanocompostos de AC
apresentam propriedades superiores em ensaios bioldgicos in vitro em

comparagdo com AC puro.
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3.3 EXTRATO DE BIXA ORELLANA

A Bixa orellana é um arbusto nativo da regido do norte da América do sul, um
corante natural pode ser obtido das camadas externas das sementes de sua
planta. Suas sementes e seus extratos sdo designados coletivamente como
E160b e sdo permitidos como aditivos alimentares na Unido Europeia e em
outros lugares, e tém amplo uso na industria de alimentos para a coloracédo de
muitos produtos, incluindo farinha e acgucar, produtos de confeitaria, produtos
lacteos e salgados, refrigerantes e peixe. Os principais componentes da semente
de Bixa orellana sdo os carotenoides bixina (Figura 5) e norbixina (Figura 6).
Embora sejam quimicamente muito semelhantes, as diferencas em suas
propriedades quimicas apresentam varios desafios ao quimico analitico em
relacdo a estereoquimica, solubilidade, comportamento cromatografico e
estabilidade. (Scotter, 2009)

Figura 5 - Molécula de Bixina.
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Em geral, bixina, acidos fendlicos, tocotriendis (isbmero menos proeminente da
vitamina E), ligninas e flavonoides sdo os principais compostos bioativos que
compde o extrato de Bixa orellana. O extrato das sementes de Bixa orellana
contém principalmente bixina e compostos de polifendis responsaveis pelas
atividades antioxidantes e antimicrobianas. Particularmente, a bixina € uma
molécula altamente conjugada e os compostos de polifendis apresentam grupos
hidroxila em sua estrutura, capazes de capturar elétrons, extinguindo o oxigénio,
desativando o estado excitado de sensibilizadores, que geralmente estéo
associados a fotos sensibilizacdo e aos radicais livres radicais durante seus

estados de transig&o. (Quintero Quiroz et al., 2019)

Estudos realizados por Khor et al demostraram que a vitamina E possui
influéncia sob a diferenciacdo de mioblastos, na qual mioblastos senescentes

mostraram uma morfologia celular que se assemelhava a de células jovens, onde
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mais ceélulas fusiformes estavam presentes, sugerindo melhora na fisiologia

celular por ambos os tratamentos com vitamina E.

Figura 6 - Molécula de norbixina.
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As sementes da Bixa orellana esta entre varias especiarias cujas capacidades
antioxidantes foram comparadas por Tomé et al com o0s antioxidantes
alimentares permitidos na peroxidacéao lipidica. A semente de Bixa orellana foi
relatada como tendo uma maior capacidade antioxidante do que o hidroxilanisol
butilado (BHA) ou o hidroxitolueno butilado (BHT) na prevencédo de danos a
desoxirribose por radicais hidroxila. (Martinez-Tomé et al., 2001)

Uma ampla gama de atividades biolédgicas foi descrita na literatura a respeito da
utilizacdo do extrato de Bixa orellana, incluindo propriedades antioxidantes e de
eliminacao de radicais livres, atividades antibacterianas e antifungicas, atividade
anti-inflamatéria, atividade anticancerigena, motilidade gastrointestinal
aprimorada e atividades neuro farmacolégicas e anticonvulsivantes através de

observacédo detalhada com respeito a seus usos. (Shahid-ul-Islam et al., 2016)

Embora estudos realizados com a Bixa orellana tenham confirmado sua ampla
gama de atividades biologicas, sdo necessarias pesquisas mais rigorosas para
explorar os constituintes quimicos individuais e seus mecanismos de acao, a fim
de introduzir esta planta na industria da engenharia de tecidos e no ramo da
carne cultivada. A maioria dos estudos demonstram que 0s extratos de Bixa
orellana possuem atividades biolégicas potentes em comparacdo a
medicamentos utilizados geralmente, o que incentiva ainda mais sua exploragao.
(Shahid-ul-Islam et al., 2016)
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3.4 ELETROFIACAO
3.4.1 CONTEXTO HISTORICO E PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

Na literatura, varias técnicas sao relatadas para a fabricacdo de nanomateriais.
Desde o final do século 20, a eletrofiagdo vem ganhando cada vez mais atencao
na comunidade cientifica e na industria e é considerada um empreendimento
cientifico e comercial vital com beneficios econémicos globais. Isso inclui sintese
assistida por modelos, técnicas de processamento de desenhos,
automontagem, separacao de fases, fundicdo de solventes e eletrofiacdo. Com
0 crescente conhecimento sobre nanotecnologia, especialmente relacionado a
nanoestruturas, nanoparticulas e, mais especificamente, a preparacdo de
scaffolds, a eletrofiagdo tornou-se a técnica mais adotada com frequéncia para

a producédo destas estruturas. (Haider et al., 2018a)

A criacdo de fibras, eletrificando um fluido, remonta aos ultimos anos dos anos
1800. Maquinas eletrostaticas que geravam potenciais de centenas de quilovolts
estavam entdo disponiveis em muitos laboratérios. O efeito dos campos elétricos
nos materiais era de interesse contemporaneo. Efeitos piezoelétricos foram

descobertos e caracterizados. (Reneker & Hao, 2006)

A eletrofiacdo é um processo interessante para a fabricacdo de fibras com
didmetros médios na faixa de micrometros a nandémetros. Neste processo, uma
cadeia continua de um liquido de polimero (isto €, solucéo ou fuséo) é puxada
através de um fiandeiro por altas forcas eletrostaticas para se depositar
aleatoriamente em um coletor aterrado como uma esteira nao tecida. Essas
fibras tém varias caracteristicas interessantes, por exemplo, elevada area
superficial, um pequeno tamanho de poro interfioroso com alta porosidade,
vastas possibilidades de funcionaliza¢do da superficie. (Tungprapa et al., 2007)
A Figura 7 esquematiza a producdo de nanofibras através da técnica de

eletrofiagéo.
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Figura 7 - Representacao esquematica da técnica de eletrofiacdo e do

fendmeno elétrico do cone de Taylor
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Fonte: Adaptada de Haider 2018.

O processo inicia quando cargas elétricas se movem para a solucao de polimero
através da agulha metalica. Isso causa instabilidade na solucdo de polimero
como resultado da inducao de cargas na gota de polimero. Ao mesmo tempo, a
repulsao reciproca de cargas produz uma forca que se opde a tensdo superficial
e, finalmente, a solugéo de polimero flui na dire¢do do campo elétrico (Figura
07b). Um aumento somatoério ao campo elétrico faz com que a gota esférica se
deforme e assuma uma forma cénica. Neste estagio, as nanofibras sao geradas
a partir da gota conica de polimero (cone de Taylor), que é coletada no coletor
metalico, mantido a uma distancia otimizada. Um jato de carga estavel pode ser
formado apenas quando a solucdo de polimero possui for¢a coesiva suficiente.
Durante o processo, as forcas de carga interna e externa causam o chicote do
jato de liquido na direcéo do coletor. Esse movimento de chicote permite que as
cadeias poliméricas da solucdo se estendam e deslizem entre si, 0 que resulta
na criacao de fibras com didmetros pequenos o suficiente para serem chamados

de nanofibras. (Haider et al., 2018a)

A eletrofiacdo € uma complexa técnica de producao de nanofibras poliméricas,

na qual existem diversos fatores que influenciam nos aspectos fisicos, quimicos
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e formologicos finais que a nanofibra produzida apresenta. Parametros de
processo como a tenséo aplicada, tipo do coletor empregado, distancia entre o
bocal e o coletor, condutividade e viscosidade da solucdo, temperatura e
umidade do ambiente devem ser otimizados a fim de controlar os apectos da
nanofibra. (Tungprapa et al., 2007)

3.4.2 COLETOR

As propriedades fisicas das fibras obtidas pela técnica de eletrofiacdo (como
morfologia do cristal e orientacdo molecular) sdo afetadas pela natureza dos
coletores. O coletor mais comumente utilizado é o coletor de tambor rotativo, que
€ mostrado na Figura 8. Com este coletor (devido a velocidade do tambor), o
diametro da fibra pode ser controlado. O disco rotativo € usado para criar fibras

alinhadas uniaxiais. (Mirjalili & Zohoori, 2016)

Figura 8 - Diferenga entre os coletores utilizados na eletrofiagéo.

Fonte: (Mirjalili & Zohoori, 2016)

A velocidade do coletor pode melhorar a orientacao do cristal das fibras devido
ao alinhamento das cadeias moleculares do polimero na direcéo do eixo da fibra,
que é obtido devido a forca da velocidade de rotagcdo do coletor. Deve-se
mencionar que o uso do coletor rotacional de alta velocidade pode causar o efeito
da evaporacdo do solvente, acarretando modificagbes nos aspectos da
nanofibra. (Mirjalili & Zohoori, 2016)

3.4.3 TENSAO APLICADA

Geralmente, € um fato conhecido que o fluxo de corrente de uma fonte de

alimentacdo de alta tensdo para uma solucdo através de uma agulha metalica
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fard com que uma gota esférica se deforme em um cone de Taylor e forme
nanofibras a uma tensao critica (Fig. 9 a-c). Este valor critico da tenséo aplicada
varia de polimero para polimero. A formacao de nanofibras de menor diametro
com um aumento na tensdo aplicada € atribuida ao alongamento da solugéo
polimérica em correlagdo com a repulsdo de carga no jato polimérico.

(Laudenslager e Sigmund 2012)

Figura 9 - Efeito da tensdo sobre a formacao do cone de Taylor
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Fonte: Laudenslager e Sigmund, 2012

A aplicacdo de alta tensdo a solucdo de polimero mantida por sua tenséo
superficial cria uma carga na superficie do liquido, como indicado na Figura 9 d-
f. A repulsdo de carga reciproca e a contracdo das cargas de superficie no
contra-eletrodo causam uma forga diretamente oposta a tenséo de superficie. A
medida que a intensidade do campo elétrico aumenta, a gota hemisférica
formada na ponta da agulha é transformada em formato cénico. (Laudenslager
e Sigmund 2012)

Um aumento na tenséo aplicada além do valor critico resultard na formacao de
esferas ou nanofibras com beads. O aumento no diametro e na formacao de

gotas ou nanofibras com beads com um aumento na tensdo aplicada séo
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atribuidos a diminuicdo no tamanho do cone de Taylor e ao aumento na

velocidade do jato para a mesma vazao. (Haider et al., 2018a)

A intensidade critica do campo elétrico para nanofibras de eletrofiagdo é

proposta como:

E = Y4ypg/e? (1)

Onde p é a densidade da massa liquida, g € a aceleracdo da gravidade, y € a

tensdo superficial da solucao, € € a permissividade. (Sun et al., 2014)
3.4.4 DISTANCIA ENTRE BOCAL E COLETOR

O outro parametro que afeta a estrutura, morfologia, propriedades fisicas e
qguimicas das fibras eletro-fiadas é a distancia entre o bocal da agulha e o coletor.
Tem efeito direto nas propriedades finais da fibra, com base na taxa de
evaporacao, tempo de deposicdo e intervalo de inconsisténcia. Os estudos
mostram que, ao diminuir a distancia entre o bico e o coletor, temos a fibra eletro-
fiada Umida, com estrutura frisada. Por outro lado, o estudo mostra que, para
dispersdo aquosa de polimero, € necessaria mais distancia para secar a fibra.
(Mirjalili & Zohoori, 2016)

3.4.5 TAXA DE VAZAO DA SOLUCAO

A taxa de vazao da solucao polimérica através da ponta da agulha metalica tem
grande influéncia sobre a morfologia das nanofibras eletrofiadas. Nanofibras
eletro-fiadas uniformes sem beads podem ser preparadas através de uma taxa
de fluxo critica para uma solucdo polimérica. Este valor critico varia com o
sistema de polimero, a proporgéo polimero/solvente determina a viscosidade do
sistema polimérico. Aumentar a taxa de fluxo acima do valor critico pode levar a
formacao de gotas. Em um estudo realizado por Megelski em 2002, no caso de
poliestireno, quando a taxa de fluxo foi aumentada para 0,10 mL/min, foi
observada a formacdo de esferas. No entanto, quando a taxa de fluxo foi
reduzida para 0,07 mL/min, formaram-se nanofibras sem granulos. Aumentar a
vazao além de um valor critico ndo apenas leva ao aumento do tamanho dos
poros e do didmetro da fibra, mas também a formacdo de gotas (devido a
secagem incompleta do jato de nanofibra durante o véo entre a ponta da agulha

e o coletor metalico) (Megelski et al., 2002)
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3.4.6 CONDUTIVIDADE DA SOLUCAO

Resultados encontrados por Angammana em 2011 mostraram que a corrente
média do jato inicialmente aumenta com o0 aumento da condutividade da solu¢do
e, posteriormente, diminui ligeiramente. Por outro lado, o diametro médio da fibra
diminui com o0 aumento da condutividade da solucéo, refletindo em uma relacéo
de lei de energia. Esses comportamentos podem ser totalmente explicados pela
distribuicdo da carga da superficie em torno do jato da eletrofiagdo e pela
variacao no campo elétrico tangencial ao longo da superficie do fluido. Solu¢bes
de polimeros com condutividade muito baixa ndo conseguem eletrofiar porque
nao ha carga superficial na superficie da gota de fluido para formar um cone de
Taylor. Da mesma forma, solu¢gdes com condutividade muito alta também néo
formardo um cone de Taylor por causa do campo elétrico tangencial
enfraquecido ao longo da superficie da gota de fluido. Os outros efeitos que
podem ser observados quando a condutividade da solucdo de polimero é
aumentada sdo a formacgédo de multi-jatos na gota de fluido e as saliéncias na
fibra. (Angammana, 2011)

3.4.7 CONCENTRACAO E VISCOSIDADE DA SOLUCAO POLIMERICA

O processo de eletrofiacdo depende do fenbmeno do alongamento uniaxial de
um jato polimérico carregado eletricamente. O alongamento do jato carregado €
significativamente afetado pela alteracdo da concentragdo da solugéo
polimérica. Por exemplo, quando a concentracdo da solucdo polimérica é baixa,
o0 campo elétrico aplicado e a tensdo superficial fazem com que as cadeias
emaranhadas de polimeros se quebrem em fragmentos antes de atingir o coletor.
Esses fragmentos causam a formagéo de esferas ou nanofibras com beads.
Aumentar a concentracdo da solucdo polimérica levara a um aumento na
viscosidade, o0 que aumenta o emaranhamento da cadeia entre as cadeias
poliméricas. Esses emaranhados de cadeia superam a tensao superficial e,
finalmente, resultam em nanofibras elétricas uniformes sem beads. (Haider et
al., 2018a) A figura 10 esquematiza o efeito do aumento da viscosidade pela
presenca de beads na estrutura da nanofibra.

Figura 10 - Efeito do aumento da viscosidade sobre a morfologia da fibra.
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Fonte: Adaptada de (Haider et al., 2018b)

Além disso, aumentar a concentragcdo além de um valor critico (a concentracao
na qual sdo formadas nanofibras uniformes sem beads) dificulta o fluxo da
solucédo através da ponta da agulha (a solucdo polimérica seca na ponta da
agulha e precipita em estado solido, bloqueando a passagem de solu¢éo, o que
pode acarretar a interrupcdo da técnica), o que em Uultima andlise, resulta em

nanofibras defeituosas ou com beads. (Haider et al., 2018a)
3.4.8 TEMPERATURA E UMIDADE

Além dos parametros de eletrofiacdo e solucéo, recentemente foi relatado que
fatores ambientais como a umidade relativa e a temperatura durante e realizacao
da técnica também afetam o diametro e a morfologia das nanofibras. A umidade
causa alteracbes no didmetro das nanofibras, controlando o processo de
solidificacdo do jato carregado. Este fendmeno é, no entanto, dependente da
natureza quimica do polimero. A temperatura causa dois efeitos que
proporcionam a alteracéo do diametro médio das nanofibras: primeiro, aumenta
a taxa de evaporacao do solvente e segundo, diminui a viscosidade da solugéo.
O aumento na evaporagéao do solvente e a diminuigéo da viscosidade da solucdo
funcionam por dois mecanismos adequados, no entanto, ambos levam a

diminuicado do diametro médio da fibra. (Huan et al., 2015)
3.5 FIACAO POR JATO ROTATIVO (ROTARY JET SPINNING)
3.5.1 CONTEXTO HISTORICO E PRINCIPIO DE FUNCIONAMENTO

A automontagem, a separacao de fases e a eletrofiagdo sdo comumente usadas

para gerar scaffolds nanofibrosos. Entre esses, a eletrofiacdo é a estratégia mais
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popular, produzindo fibras ultrafinas ao carregar eletricamente uma gota de
liquido polimérico. Apesar da versatilidade e popularidade dos campos elétricos
de alta tensao, a técnica de eletrofiagdo possui um controle impreciso sobre a
orientagdo das fibras, sensibilidade a variabilidade na condutividade da solucéo,
baixa taxa de producgéo, e a dificuldade em fabricar estruturas tridimensionais
(3D) limitam sua aplicacdo. Existem poucas estratégias para expandir a
versatilidade da eletrofiacdo. No entanto, a necessidade de métodos confiaveis
para gerar fibras poliméricas de micro a nanoescala bem caracterizadas e

alinhadas persiste. (Badrossamay et al., 2010)

A fiacéo por jato rotativo (RJS) é conhecido por alguns nomes na comunidade
de pesquisa, no entanto, o titulo do RJS resume o processo melhor do que a
maioria dos casos. O RJS também é conhecido como centrifugacéo, rotacdo do
rotor e Forcespinning™. As patentes iniciais foram registradas por Lozano e

Sarkar da Universade do Texas. (Rogalski et al., 2017)

O maior numero de registros de patentes vem da China e dos Estados Unidos
(Tabela 01). A guantidade de patentes seguiu uma tendéncia de crescimento
com o passar do tempo, demonstrando interesse pela tecnologia por diversos
institutos de pesquisa, universidades e startups de diversas nacionalidades,
indicando um interesse continuo na tecnologia, com 2016 sendo o maior nUmero

até o momento.

Tabela 1 — Lista de paises com a maior quantidade de patentes relacionadas a
equipamentos capazes de produzir fibras a partir de dispositivos rotativos de
2000 até 2016

Pais Total
China 126
Estados Unidos 88
Coréia do sul 56
Organizacao mundial da propriedade intelectual 50
Japéo 39
Escritorio de patentes europeias 35
Alemanha 16

Espanha 13
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Austria 10
Canada 9
Austrélia 7

Fonte: Préprio autor, referéncia: (Rogalski et al., 2017)

Enquanto que a eletrofiacdo € a técnica mais comumente usada para producéo
de nanofibras seja para pesquisa, ou para a comercializagéo, a fiacdo por jato
rotativo surgiu como uma técnica alternativa para fabricar fibras de diametro sub-
micrométrico. Usando forcas inerciais rotacionais para extrusdo de jatos de
polimero viscoso, as nanofibras sédo fiadas a taxas de producdo elevadas e
apresentam alta taxa de alinhamento. O trabalho desenvolvido por Mellado e sua
equipe (2011) consiste em um reservatério perfurado contendo solucbes de
polimeros ligadas a um motor. Quando o reservatorio é rotacionado em torno de
seu eixo de simetria a uma taxa maior que um limite determinado pelo equilibrio
entre as forgas capilar e centrifuga, um jato viscoso é ejetado de um pequeno
orificio. Este jato € jogado para fora ao longo de uma trajetéria espiral como
evaporador de solvente, devido a sua area superficial relativamente alta.
Enquanto em movimento, ele é estendido por forcas centrifugas e o solvente
evapora. O jato viaja até atingir as paredes do coletor cilindrico estacionario.
Uma vez |4, o solvente restante evapora, as fibras solidificam e podem ser
coletadas. (Mellado et al., 2011) A figura 11 apresenta uma representacéo

esquematica da técnica de RJS.

Figura 11 - Representacdo esquematica da técnica de fiacao por jato rotativo
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Fonte: Adaptada de Badrossamay, 2010.
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O processo de producéo de fibra € composto por iniciacédo por jato para induzir
o fluxo da solucdo de polimero através do orificio, extensdo por jato para
aumentar a area superficial da fibra produzida e evaporacéo de solvente para
solidificar e encolher o jato de polimero. Durante a primeira etapa (Figura 11-i),
uma combinacdo de pressdo hidrostatica e pressdo centrifuga na extremidade
do capilar excede as forcas capilares resistentes ao fluxo e impulsiona a solucéo
do polimero através do capilar do bico como um jato. A forca centrifuga radial
externa estica o jato de polimero & medida que € projetado em direcéo a parede
do coletor (Figura 11-ii), mas o jato viaja em uma trajetéria ondulada devido a
inércia dependente de rotacdo. O alongamento do jato de polimero extrudado é
fundamental para reduzir o diametro do jato ao longo da distancia do bico ao
coletor. Simultaneamente, o solvente na solugcdo de polimero evapora,
solidificando e contraindo o jato (Figura 11-iii). A taxa de evaporacéo do solvente
depende de sua volatilidade. Se o solvente € altamente volatil, os jatos formam
fibras mais espessas, pois 0 solvente que evapora rapidamente potencializa a

solidificacdo rapida, dificultando a extenséo do jato. (Badrossamay et al., 2010)
3.5.2 COMPARACAO COM OUTRAS TECNICAS

Muitas técnicas além do RJS podem ser usadas para criar nanofibras
poliméricas, mas nenhuma com capacidade tdo alta para aplicacées industriais
usando um baixo consumo de energia. Outros métodos de producdo de
nanofibras incluem sintese por template, separacdo de fases, automontagem,
eletrofiacéo, e fiacdo por fusdo. Cada um desses processos possui vantagens e
desvantagens distintas, especificado por Nayak et al (2012) em seu artigo de
revisdo a respeito das técnicas de producdo de nanofibras poliméricas. Embora
0 RJS as vezes seja rotulado como amigo do meio ambiente termos amigaveis,
0 processo s6 pode ser creditado como tal se o solvente for reciclado ou néo for
usado, como o RJS fundido. No entanto, métodos alternativos usados para
produzir fibras a partir do fundido podem usar significativamente mais energia,
tornando-o0s menos ecoldgicos. Em todas essas técnicas de processamento por
fusdo, a degradacéo térmica € uma possibilidade, mas pode ser superada
usando estabilizadores térmicos. (Nayak et al., 2012)
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3.5.3 PARAMETROS DO PROCESSO

Durante a producdo de nanofibras, os parametros de fiagdo influenciam
significativamente a morfologia e o diametro das fibras, como velocidade de
rotacdo, viscoelasticidade do polimero, taxa de evaporacdo (para solucdes),
temperatura (para derretimento) e distancia de coleta. Investigacdes
sistematicas sobre o impacto e a interagdo dos parametros nas propriedades das
fibras foram estudadas nos ultimos anos. No caso da fiacdo da solugéo, a
concentracdo da solucdo e a velocidade de rotacdo foram consideradas os

principais fatores entre os parametros mencionados.(H. Xu et al., 2014)

Na fiac&o do jato rotativo, existem varias varidveis que podem ser ajustadas para
definir as propriedades finais da fibra produzida, mas nem todas elas influenciam
o diametro da fibra ou a formacdo da manta. Os parametros de processamento
gue demonstraram afetar o diametro da fibra sdo a concentracdo da solucao de
polimero e o tamanho do bocal. (Rogalski et al., 2018)

3.5.4 FORCA CENTRIFUGA E TENSAO SUPERFICIAL

Com base em seus estudos, Badrossamay e sua equipe concluiram que o
mecanismo de formacao das nanofibras pela técnica de RJS é a otimizacéo das
forcas centrifugas concorrentes e da tensdo superficial do jato. A tenséo
superficial causa instabilidade do jato e formacdo de beads, enquanto a forca
centrifuga acelera um fluxo delgado de liquido, onde a evaporacao do solvente
e o0 alongamento da cadeia do polimero ocorrem simultaneamente. Assim, uma
forca centrifuga mais alta induz maior extensao e impulso do jato de polimero, o

que resulta em diametros de fibra mais finos. (Badrossamay et al., 2010)
3.5.5 VELOCIDADE DE ROTACAO

Uma hipoétese foi criada por Badrossamay a respeito do efeito em que a rotacao
aplicada no processo de RJS causa sobre a morfologia final das nanofibras
produzidas. Para testar essa hipotese, primeiro a velocidade de rotacgéo,
mantendo uma concentracdo constante da solucdo de PLA. A forca centrifuga
por volume da solugcdo aumenta significativamente com a velocidade de rotacao,
engquanto a tenséo superficial permanece a mesma. A distribuicdo do diametro

da fibra € muito maior em velocidade de rotacdo mais baixa e a probabilidade de
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formacao de esferas é maior. (Badrossamay et al., 2010) A figura 12 esboca 0s
resultados obtidos em sua pesquisa. Identifica-se que para a rotacdo de 12000
RPM, tanto o tamanho médio de fibra obtido, quanto a distribuicdo de tamanho

foram menores em relagéo as rotagcées menores.

Figura 12 - Variacdo do diametro de fibras de PLA em funcéo da velocidade de

rotacdo em RJS.
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Fonte: Adaptado de Badrossamay et al, 2010

A velocidade de rotacao € 0 que promove 0 processo, e aumentar esta variavel
trard uma forca centrifuga maior, aumentando a forca com a qual o polimero é
expelido do orificio do equipamento. Essa premissa basica do RJS € utilizada
por Mellado et al. em sua equacao derivada para determinar o limiar critico de
velocidade de rotag&o, conforme indicado abaixo. (Mellado et al., 2011)

Wip G (2)
- \a?pSy

A equacdo significa que, para um dado polimero que vir4 a ser processado, cada
limiar sera diferente com base nas medi¢gdes de tensdo (o), densidade (p),
didmetro do orificio (a) e distancia da linha central a abertura do orificio (So) Com
essas medidas obtidas previamente, a teoria prevé que uma velocidade
rotacional critica deve ser selecionada para uma fiagdo via fusdo ou solugéo
(Rogalski et al., 2017)

3.5.6 CONCENTRACAO DA SOLUCAO POLIMERICA

Experimentos realizados por Badrossamay utilizando PLA como material de

estudo, foram esclarecedores quanto a questao da influéncia da concentracao
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da solugcdo em um processo de fiagcao por jato rotativo. Sua hipétese foi de que
a tensédo superficial da solucdo de polimero e sua tendéncia a induzir beads
pudessem ser compensadas variando a concentracdo de polimero. A uma
velocidade de rotagdo constante, em baixas concentragdes de polimero (4% em
peso), o RJS resultou fiboras com beads. A medida que se aumentou a
concentracdo de polimero (10% em peso), a concentracdo aumentada de
polimero e a viscosidade da solucéo estabilizaram o jato, resultando na formacéao
de fibras (Figura 13).

Figura 13 - Variacdo do diametro de fibras de PLA em func&o da concentracdo

da solucdo em RJS.
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Fonte: Adaptado de Badrossamay et al, 2010.

Esses dados demonstram que a formacdo de fibras é uma funcdo da
concentracdo de polimero, onde uma faixa ideal de concentracdes aumenta a
probabilidade de emaranhamento da cadeia de polimeros, resistindo ao rebordo
e resultando em fibras finas. Além dessa faixa ideal (10% em peso e superior),
a viscosidade mais alta da solucéo limita a evaporacao e a estriccdo do solvente,

resultando em fibras mais espessas. (Badrossamay et al., 2010)
3.5.7 TAXA DE EVAPORACAO DO SOLVENTE

A hipétese principal consiste em que a evaporacao mais rapida do solvente leva
ao aumento da viscosidade do jato e, portanto, a diametros de fibra maiores.
Para provar tal hipotese Glolecki et al testaram empiricamente esta influéncia em
experimentos com solu¢cdes de PLA com cloroférmio e DMF, modificando as

proporcdes de solvente, de forma a alterar a taxa de evaporacéo. O cloroférmio
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(presséao parcial de vapor P = 21,2 kPa) € um solvente organico mais volétil que
o DMF (presséo parcial de vapor P = 0,36 kPa) (Golecki et al., 2014) A figura 14
esboca a infuéncia da taxa de evaporacdo do solvente em relacdo ao diametro

das fibras produdizas pela técnica RJS.

Figura 14 - Influéncia da taxa evaporacao do solvente sobre o diametro das

fibras produzidas por RJS
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Fonte: Adaptado de Golecki et al, 2014.

Os resultados representados sugerem que um solvente mais volatil leva a uma
evaporacdo mais rapida do solvente, o0 que aumenta a concentracdo e a
viscosidade do polimero durante a secagem, resultando em diametros de fibra
maiores. Esses resultados sugerem que o diametro da fibra pode variar
independentemente da viscosidade da solucdo e velocidade de rotacdo

especificamente. (Golecki et al., 2014)



4.1.2

4.1.3

44

MATERIAIS E METODOS
4.1 MATERIAIS UTILIZADOS
PRODUCAO E CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS

Acetato de celulose em p6 SIGMA-ALDRICH - Mn 30000 por GPC,
densidade 1,3g/mL;

Acetona Synth - 99,5% de pureza - PM: 58,08;

Dimetilformamida Dinamica Quimica Contemporanea Ltda - 99,8% de
pureza - PM: 73,09;

Extrato de Bixa orellana — Amazon Forest Trading

Dulbecco’s Modified Eagle’s medium (DMEM) Gibco-Invitrogen;

Soro fetal bovino (SBF) Gibco-Invitrogen;

Solucéo de penicilina-estreptomicina Gibco-Invitrogen;

Brometo de 3(4,5-dimetiltiazolil-2)-2,5-difenilterazélio (MTT) Gibco-

Invitrogen.
CONSTRUQAO DO EQUIPAMENTO RJS

Motor elétrico Philco 1400W;
Seringa de polipropileno 20mL,;
Massa epOxi Loctite;

Agulha hipodérmica 0,55x20mm BD PrecisionGlide.
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4.1.4 FLUXOGRAMA GERAL DO PROJETO

A figura 15 expbe a metodologia empregada no desenvolvimento deste projeto,
identificando todas suas etapas.

Figura 15 — Fluxograma geral da metodologia do trabalho.
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A principio, a ideia geral do projeto foi a de producédo de um scaffold a partir de

nanofibras de acetato de celulose contento extrato de Bixa orellana por meio das
técnicas de eletrofiacdo e rotacdo por jato rotativo, de forma a comparar os
resultados de caracterizagdo de natureza quimica, fisica, visual e morfoldgica,
mecanica e testes in vitro. Todavia, o protétipo desenvolvido para o processo de
fiac&o por jato rotativo acabou ndo sendo concebido devido a falhas de projeto
e ao inicio da pandemia e paralisacdo das atividades na instituicdo, que
impossibilitou o avanco da pesquisa. Portanto, o scaffold foi produzido apenas
via eletrofiacdo e caracterizado para analise de aplicabilidade.
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4.2 ELETROFIACAO
4.2.1 PREPARO DA SOLUCAO

A solucdo de acetato de celulose foi produzida pela mistura, via agitador
magnético com aquecimento IKA HS 7, de acetato de celulose, extrato de Bixa
orellana, acetona e dimetilformamida. Durante esta etapa, a mistura foi realizada
em béquer, devidamente vedado com filme plastico a fim de evitar a evaporagéo
dos solventes durante o tempo de agitacdo. Para o preparo da solucéo, foram
utilizados: 9mL de acetona, 3mL de dimetilformamida, 1,44g de acetato de
celulose e 1(%wt) de extrato de Bixa orellana. Vale ressaltar, que para as
producbes contendo extrato, esse foi adicionado apdés a mistura dos outros
componentes, de maneira a amenizar a degradacao dos componentes contidos

no extrato, sendo feita uma agitacdo manual.
4.2.2 PRODUQAO DAS NANOFIBRAS VIA ELETROFIAQAO

O processo de eletrofiacdo utilizado neste trabalho foi do tipo por gravidade, no
qual uma seringa contendo a solucgéo polimérica, exposta a pressao atmosférica,
promove a vazao durante o processo. O equipamento utilizado foi o EN1

Nanobond modificado, como mostra a Figura 16.

Figura 16 - Equipamento EN1 Nanobond modificado.

= ‘.\»>

Fonte: Prério autor
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A modificagcdo consistiu da construcao de uma caixa de acrilico, na qual foram
inseridos o coletor e a seringa. O objetivo principal da modificacéo, foi a obtencao
de um sistema constituido de paredes com isolamento elétrico (acrilico)

direcionando a deposicdo das nanofibras para o coletor metélico.
4.2.3 PARAMETROS UTILIZADOS

Os parametros utilizados para a eletrofiacdo estédo descritos na Tabela 2. A
condicao de eletrofiacéo foi escolhida apds uma sequéncia de producdes testes,
realizadas com o objetivo de determinar os parametros para obter uma taxa de
produgéo otimizada, bem como de maneira a evitar a formagéo de beads durante

0 processo. O processo de producao encontra-se representado na figura 17.

Tabela 2 — Parametros de eletrofiacédo testados.

Condicao Tensdo Agulha Distancia Velocidade
(kV) (mm) agulha- derotacéo

coletor do coletor

(cm) (rpm)
1 120  0.30
2 140 055 14 400
3 160 0,80

Fonte: Préprio autor.

Figura 16 - Representacéo geral do processo de eletrofiacao.
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Fonte: Proprio autor
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As amostras de nanofibras de acetato de celulose e nanofibra de acetato de

celulose contento extrato de Bixa orellana foram nomeadas como AC e AC@U.
4.3 FIACAO POR JATO ROTATIVO (RJS)

Neste trabalho foi fabricado um equipamento de fiac&o por jato rotativo. A figura

18 esboca a montagem e identifica os componentes que compde o dispositivo.

Figura 18 - Representacdo esquematica do equipamento de fiagdo por jato

rotativo de barril fechado.

Coletor
estacionario
cilindrico

14cm

m
a solugao

MOTOR 1400w

Fonte: Proprio autor

Este equipamento foi fabricado utilizando um motor elétrico rotativo Philco de
1400W de poténcia. Uma seringa de polipropileno com capacidade volumétrica
de 20mL desempenha a func&o de barril do dispositivo, componente que recebe
a solucado polimérica de acetato de celulose. O acoplamento desta seringa ao
eixo principal do motor foi promovido aplicando-se uma massa epéxi, em torno
do corpo da seringa juntamente ao eixo do motor. O coletor escolhido foi do tipo
estacionario de formato cilindrico e foi posicionado a uma distancia do coletor de
14 centimetros inicialmente, este valor podera vir a ser alterado durante o
projeto. Tal equipamento foi construido baseado em trabalhos publicados por
Parker et.al (2010), todavia, diversas modificacbes foram implementadas de

acordo com a disponibilidade de ferramentas e materiais para a fabricacdo do
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dispositivo. A distancia coletor/bocal € um parametro essencial para a morfologia
da nanofibra fabricada, pois esta relacionado diretamente a taxa de evaporacéo
da solucao.(Rogalski et al., 2017). Este equipamento modificado possui a grande
vantagem em relacdo ao utilizado pelo trabalho tomado como exemplo, pois a
possibilidade de modificacdo do diametro de bocal aplicado durante o
procedimento de fiacdo torna-se possivel, pois diferentes agulhas poderdo ser
utilizadas durante o procedimento de fiacdo. Dessa forma, durantes as
producdes testes a serem realizadas, a agulha que apresentar os melhores
resultados em relacdo a morfologia da nanofibra de acetato de celulose
produzida, sera adotada para o processo. O motor vem de fabrica com 11
rotacdes pré-definidas, todavia, um inversor de alta frequéncia podera ser
aplicado de forma a controlar com maior precisdo e optar por rotacdes
especificas de trabalho. Para este projeto, serdo utilizadas rotacées de 15000,
20000 e 25000 RPM.

4.4 CARACTERIZACAO DAS NANOFIBRAS
4.4.1 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura foram obtidas utilizando o
microscopio de marca Shimadzu e modelo SSX-550. O equipamento Quick
Coater SC-701 foi utilizado para promocdo da metalizacdo das amostras via
deposicao de ouro, aplicando-se amperagem de 1,5A. O diametro médio e a
distribuicdo de tamanho das nanofibras foram obtidos por meio da anélise das
imagens utilizando o software Image J, sendo realizadas 200 medi¢des de

diametro por imagem.
4.4.2 ANGULO DE CONTATO

O angulo de contato das amostras foi obtido utilizando o equipamento da marca
KRUSS modelo DAS 100. As amostras com dimensfes 20 cm x 20 cm foram
depositadas na superficie de uma lamina de vidro para a obtencdo das medidas.
A inclinacdo da mesa adotada foi de 2° e 0 volume de 4gua destilada depositada
sobre a superficie foi de 5 microlitros. O tempo de ensaio foi fixado em 30

segundos.
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4.4.3 ENSAIO DE DEGRADACAO

As amostras foram inseridas em recipientes contendo agua deionizada e
deixadas em repouso por 1, 7 , 14 e 21 dias a 37°C. Ao fim do periodo de
exposicao a agua, as amostras foram secas em estufa por 24 horas e pesadas.

O ensaio foi realizado em triplicata.
4.4.4 ESPECTROSCOPIA UV/VISIVEL

A andlise por espectroscopia UV-visivel foi realizada em espectrébmetro Perkin
Elmer Lambda 1050, na faixa de 350nm a 800nm. As amostras foram diluidas
em acetona e dispostas em cubetas de quartzo.

4.4.5 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Foi realizada a espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
para amostras na faixa de de 400-4000 cm. Os espectros foram obtidos através
da técnica ATR (Reflexdo Total Atenuada). O equipamento utilizado foi o da
marca Shimadzu modelo IR Prestige 21.

446 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

A calorimetria diferencial de varredura foi realizada em atmosfera de nitrogénio
(50mL/min), com faixa de aquecimento de 30°C a 300°C, aplicando-se taxa de
aguecimento de 10°C/min. O equipamento utilizado foi da marca TA Instruments,
modelo Q2000.

4.4.7 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA-DTA)

A andlise termogravimétrica foi realizada da temperatura de 25°C até 900°C, com
taxa de aquecimento de 10°C/mim, em atmosfera controlada de N2. O

equipamento aplicado ao ensaio foi o0 da marca TA instruments, modelo Q50.
4.4.8 ANALISE MECANICA DINAMICA NANOMETRICA

Os testes de andlise mecanica dinAmica em nanoescala (Nano-DMA) foram
realizados a temperatura ambiente usando um dispositivo Hysitron TI950
Tribolndenter (Bruker Corporation, Billerica, EUA) equipado com uma ponta
Berkovich. As amostras foram coladas a um suporte de epOxi para garantir a
estabilidade durante a medicdo. Uma grade com 100 pontos de medicao foi
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criada para medi¢Oes oscilatorias para obter simultaneamente as respostas
linear e visco-elastica da amostra. Os espécimes foram carregados com uma
funcdo tempo-forca senoidal e uma carga maxima de 75uN oscilando em oito
frequéncias diferentes (10, 31, 25, 115, 136, 157, 178 e 201 Hz). A perda (E") e
0 modulo de armazenamento (E") foram calculados a partir dos loops de
histerese de deslocamento de for¢ca medidos usando o software fornecido com

0 nanoindentador Bruker.
45 TESTES DE BIOCOMPATIBILIDADE IN VITRO
45.1 CULTURA CELULAR

Mioblastos de camundongos imortalizados (C2C12) foram semeados utilizando-
se os scaffolds de nanofibras de acetato de celulose (AC) e os scaffolds de
nanofibras de acetato de celulose contendo o extrato de Bixa orellana (AC@U)
e na monocamada (controle). Antes da semeadura das células, os scaffolds
foram esterilizados usando irradiacdo gama. Os materiais foram irradiados a
temperatura ambiente com dose padrdo de 10 kGy. Foi utilizada uma fonte de
raios gama %°Co. A esterilizacdo por radiacdo gama foi realizada no Laboratério
de Irradiagdo Gama instalado no Centro de Desenvolvimento de Tecnologia
Nuclear (CDTN), Belo Horizonte. Antes do plagueamento das células, os
scaffolds foram equilibrados com 200 ul de meio de crescimento (meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM), alta glicose (Gibco), suplementada com 10%
de soro fetal bovino (Gibco) por 24 horas. As células C2C12 foram plagueadas
na 42 passagem em triplicado, na densidade de 8x10* células/poco em placas
de 24 pocos. Apoés 2 horas de incubacédo a 37 °C e ambiente de 5% de COz2, o
volume foi completo para 500 ul/pogo. As células foram mantidas a 37 ° C e 5%
de CO2 por 1, 2,7, 14, 21 e 28 dias para realizacdo dos ensaios.

4.5.2 VIABILIDADE CELLULAR (MTT)

A viabilidade celular das amostras foi testada utilizando-se o método MTT (3-
(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyl tetrazolium bromide), de acordo as
instrucbes do fornecedor (Invitrogen). As células viaveis contém enzimas que
reduzem o reagente MTT, formando-se um produto cristalino insolivel com uma

cor purpura caracteristica. Tais cristais foram dissolvidos e um ensaio de
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densidade Optica foi conduzido em um espectrofotdmetro a 595nm. O célculo

de células viaveis foi realizado com a seguinte equacao:

absamostra - absbranco

%células viaveis = ( )x 100 3)

abscontrole - absbranco

4.5.3 CONTAGEM DE CELULAS

As células foram depositadas sob os scaffolds fabricados na densidade de 8x104
células/poco. Apos 24 horas, 0 sobrenadante foi coletado. O meio foi transferido
para um novo tubo (um tubo por poco) e o poco foi lavado com PBS, em seguida
o PBS foi depositado no mesmo tubo com o meio sobrenadante coletado
anteriormente. Os tubos contendo meio e PBS de cada poco individual foram
ressuspensos em 50 pL e as células foram contadas em uma camara de
Neubauer. Dessa forma, as células que ndo se aderiram ao substrato foram
coletadas e contabilizadas. As seguintes equacdes foram utilizadas para a

aguisicao dos resultados.

células  (ny +ny+ng) x d x 10*

N1 d 4
umero de— 2 (4)
células
células N°de ——7— x 500 pL
Células nao aderentes — aderentes = (5)
pogo 1000 pl

4.5.4 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (g-PCR)

As células foram semeadas nas amostras de nanofibras de acetato de celulose
(AC) e nas nanofibras de acetato de celulose contendo o extrato de Bixa orellana
(AC@U) em triplicada. Foram realizadas culturas celulares em meio de
crescimento por 14 dias e culturas de 14 dias, sendo os ultimos 7 dias em meio
de diferenciacao (glicose alta de Dulbecco Modified Eagle's Medium (DMEM),
suplementada com soro de cavalo a 2% (Gibco). O meio foi substituido por meio
fresco a cada dois dias. Todas as células da triplicada foram entéo reunidas em

1 mL de TriReagent (Sigma-Aldrich) e o RNA total foi isolado seguindo as
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instrugdes do fabricante. O RNA foi entdo convertido em cDNA seguindo as
instrucdes do kit de sintese de cDNA da primeira classe RevertAid. A qPCR foi
realizada usando a maquina Corbett 3000 (Qiagen), usando 0,4-0,8 uM de cada
primer, 1 ul (diluido 1:10) de cada cDNA e 5 uL de iTaq Universal SYBR Green
Supermix (Bio-Rad), em uma final volume de 10uL. As reacdes foram realizadas
da seguinte forma: 50 ° C por 2 min, 95 ° C por 2 min, seguido por 45 ciclos de
94 ° C por 15 segundos; 60-62 ° C por 15 segundos e 72 ° C por 20 segundos.
GAPDH foi usado como gene de referéncia. A expressao relativa do gene foi
determinada usando o software REST2009. Os fatores reguladores miogénicos
avaliados foram MyoD, Myf5 e Myog. A expressao relativa de cada gene foi
comparada entre as culturas expostas acima e uma cultura controle de 7 dias

em meio de crescimento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
51 ELETROFIACAO

As imagens de microscopia eletrénica por varredura obtidas para as amostras
produzidas nas condicdes 1 — 3 (tabela 2) sdo exibidas na Figura 19.

Figura 19 — Micrografia Microscopia eletronica de varredura das amostras de

nanofibras de acetato de celulose

TM3000_1161 2019/03/20 09:52 H D4,8 x2,0k 30 um
CEFET-MG - DET

TM3000_1207
CEFET-MG - DET

2019/03/20 1111 H D50 x2,0k  30um
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TM3000_1179 2019/03/20 10:30 H D53 x2,0k  30um
CEFET-MG - DET

A- Condigéo 1: Agulha 0,3mm; B — Condicao 2: Agulha 0,55mm; C- Condi¢éo 3: Agulha
0,8mm. Tensao: 16kV.

Nota-se que para a condicdo 1 (Figura 19-a), ocorreu a formagcdo de muitos
beads e gotas durante o processo, identificadas em toda extensao da Figura 18-
a. Essas estruturas ndo foram observadas nas amostras produzidas utilizando-
se as condicOes 2 e 3 (Figura 19-b e Figural9-c, respectivamente). Comparando-
se as condic¢des 2 e 3 ndo foram observadas diferencas quanto a morfologia da
nanofibra produzida. Entretanto, a condicdo 3 forneceu uma maior taxa de
producéo fiacdo em relacdo as demais e promove a producéo de uma nanofibra
continua e sem a presenca de beads. De acordo com estes resultados, optou-se
pela ado¢éo da condicdo 3, ou seja, 0 uso da agulha com diametro de 0,8mm.
Na figura 20 estdo representadas as imagens de MEV para amostras fiadas
utilizando a condigdo 3 com diferentes tensoes.
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Figura 20 - Microscopia eletronica de varredura das amostras de nanofibras de

AC variando-se a tensao.

TM3000_1238 2019/03/22 1049 H D53 x2,0k  30um
CEFET-MG - DET

TM3000_1214 2019/03/22 1003 H D54 x20k  30um
CEFET-MG - DET
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TM3000_1226 2019/03/22 1026 H D52 x2,0k  30um
CEFET-MG - DET

A- Condicéo 3a: 12kV; B- Condicao 3b: 14kV; C- Condicdo 3c: 16kV.

Analisando-se as imagens adquiridas (Figura 20), constata-se que para a
condicdo 3a (12kV) ocorrem a formagdo de gotas durante o processo,
identificadas pelas manchas esbranquicadas presentes em toda a extensdo da
nanofibra, setas indicam estas areas na figura 20-a. A condicdo 3b exibiu o
mesmo comportamento em menor intensidade, sendo observada a presenca de
gotas em determinados pontos da nanofibra produzida. Para estes casos, a
tensdo possui valor insuficiente para a formacdo de um cone de Taylor estavel,
tornando o jato inconsistente e incapaz de promover a fiagdo de forma efetiva
(Haider et al., 2018a). Para o valor testado de 16kV (Figura 20-c) nota-se a
inexisténcia das manchas observadas para os casos anteriores, comprovando
que foi atingido o valor critico de tenséo, no qual o cone de Taylor formado possui
geometria e estabilidade capazes de promover a fiacdo de nanofibras continuas.
(Laudenslager e Sigmund 2012). Dessa forma, a tensdo de 16kV foi a escolhida

como parametro definitivo para a técnica de eletrofiagéo deste projeto.

Analisando-se a eletrofiacdo como uma técnica de producdo de nanofibras
poliméricas, esta mostrou-se uma alternativa viavel para a producao de
nanofibras de acetato de celulose, sendo possivel o controle da morfologia das

fiboras através da alteracdo de alguns paréametros de producdo. Todavia,
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tratando-se uma técnica que envolve a dependéncia de uma diferenca de
potencial para a continuidade do processo, as mantas produzidas neste trabalho
possuem um limite de espessura, pois a medida que as nanofibras sao
depositadas sobre o coletor, uma camada isolante é formada, chegando a um
momento critico, no qual o processo € interrompido por falta de atragéo entre a
solucédo e o coletor. Para comprovarar a hipotese de que, por efeito Joule, a
agulha poderia estar sofrente um aumento de temperatura localizado, uma
imagem termografica (Figura 21), utilizando-se a camera FLIR Ex series, foi
realizada.

Figura 21 - Imagem termografica do equipamento de eletrofiacao.

Fonte: Préprio autor

A imagem atestou a inexisténcia de aumento de temperatura para a agulha. A
taxa de producdo desta técnica € uma de suas grandes desvantagens, apés 3
horas de producédo (tempo limite visto o fato da camada isolante) apenas uma
fina camada de nanofibras de AC (100x200mm), com espessura inferior a
0,25mm, foi formada, a figura 22 identifica a aparéncia das nanofibras

produzidas.
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Figura 2 - Aspecto das mantas de nanofibras produzidas.

Fonte: Préprio autor

A Figura 22 exibe duas folhas de nanofibras produzidas, nanofibras de AC puro,
localizada mais a esquerda da imagem, com coloracdo esbranquicada e as
nanofibras de AC@U, mais a direita da imagem, de coloracdo amarela, vista a
adicao do extrato de Bixa orellana, que possui uma coloracédo avermelhada tipica
de seus componentes corantes. Tendo em vista a aplicacdo destas nanofibras
para o setor da carne cultivada in vitro, a eletrofiacdo mostra-se uma técnica
viavel apenas para aplicacdes de pesquisa. Sendo necesséria a escolha de outra
técnica para a producdo com o intuito de abastecer as necessidades da

producéo de carne in vitro iminentes.
5.2 DISTRIBUICAO DE TAMANHO

A distribuicdo de tamanho das nanofibras produzidas foi realizada através das
imagens adquiridas da microscopia eletrbnica de varredura e do software

ImageJ. As figuras 23-24 exibem os resultados.
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Figura 23 - Distribuicdo de tamanho das nanofibras de AC.
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As nanofibras de acetato de celulose exibiram diametro médio de 143 + 35nm,
os diametros minimo e maximo apresentaram valores de 77nm e 263nm,

respectivamente.

Figura 24 - Distribuicdo de tamanho das nanofibras de AC@U.
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As nanofibras de acetato de celulose contendo o extrato de Bixa orellana
exibiram diametro médio de 149 = 39nm, os diametros minimo e maximo
apresentaram valores de 78nm e 295nm, respectivamente. A adi¢cdo do extrato
de Bixa orellana ndo proporcionou alteragéo relevante em relagéo ao diametro

médio das nanofibras produzidas e a magnitude da distribuicdo de tamanho.
5.3 ESPECTROSCOPIA UV-VISIVEL

A espectroscopia ultravioleta visivel foi realizada com o intuito de identificar a
presenca do extrato de Bixa orellana na estrutura das nanofibras de acetato de
celulose produzidas. Os espectros na regido do UV-visivel obtidos para o extrato
de Bixa orellana (U) e as amostras de nanofibras de acetato de celulose (AC) e
acetato de celulose contendo extrato de Bixa orellana 1%wt (AC@U) sé&o

exibidos nas Figuras 25 e 26, respectivamente.

Figura 25 - Espectro da regido do UV-visivel para o extrato de Bixa orellana.
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O extrato de Bixa orellana exibe uma banda larga e intensa entre 560 — 330 nm
com seu valor maximo de absorbancia referente ao comprimento de onda igual

a 410 nm. Os principais componentes corantes da Bixa orellana sédo a bixina
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(C2sH3004) e a norbixina. (Scotter, 2009). Devido a uma transicdo dipolo
eletrbnico orientada ao longo do eixo da molécula, a bixina e a norbixina exibem
fortes bandas de absorcdo acima de 400 nm. (Calogero et al., 2015) Dessa
forma, demonstrou-se de maneira qualitativa que o extrato utilizado neste

trabalho contém os componentes bixina e norbixina em sua composigao.

As amostras de nanofibras AC e AC@U também foram caracterizadas utilizando

a técnica de UV-visivel e os espectros estao representados na Figura 26.

Figura 26 - Espectro da regido do UV-visivel para as amostras AC e AC@U.

—=—AC
—o— AC@U

o
[N
]

Absorbancia (a.u.)

0,0

. .
400 500 600
Comprimento de onda (nm)

A amostra AC apresentou absorcao na faixa de 440-320nm, com valor maximo
de absorbancia referente ao comprimento de onda de 346 nm, valor que condiz
com o esperado para nanofibras de acetato de celulose (Shuiping et al., 2010).
A amostra AC@U exibiu absorc¢do na faixa de 550-330 nm, apresentando dois
picos caracteristicos, com valores de absorbancia maximos referente aos
comprimentos de onda de 414 nm e 346 nm, que podem ser atribuidos aos
componentes do extrato de Bixa orellana e ao acetato de celulose,

respectivamente.
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5.4 ENSAIO DE DEGRADACAO

Os resultados obtidos no ensaio de degradacao realizado em 4gua deionizada a
temperatura fisiolégica estdo apresentados na figura 27.

Figura 27 - Ensaio de degradacéo realizado no periodo de 21 dias.
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Os dados apresentados indicam que nao houve degradacédo ao longo do periodo
de teste para as duas amostras. Resultado que condiz com o estudo realizado
por Puls et al a cerca das propriedades degradativas do acetato de celulose, no
qual foi comprovada a necessidade da etapa de desacetilacdo por meio de
enzimas acetil esterases ou por hidrolise quimica, para posterior degradacao da

cadeia de celulose. (Puls et al., 2011)

Logo, posteriores ensaios de degradacdo, implementando-se enzimas de
natureza acetil esterase, sao pertinentes de serem realizados para uma melhor
compreensao do comportamento degradativo das nanofibras de acetato de

celulose.
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5.5 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE VARREDURA (DSC)

As curvas de calorimetria diferencial de varredura obtidas para as amostras AC
e AC@U séao exibidas na Figura 28.

Figura 28 - Curvas de calorimetria diferencial de varredura das amostras AC e

AC@U.
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Tabela 3: Temperaturas obtidas do ensaio de DSC.
Nanofibras de AC Nanofibras de AC@QU
Temperatura de evaporacdo: 76,1 °C Temperatura de evaporacdo: 75,2 °C
Cristalizagdo: 132,1 °C Cristalizagdo 108,3 °C
Transigdo vitrea: 189,2 °C Transigdo vitrea: 193,4 °C
Temperatura de fusdo: 223-275 °C Temperatura de fusdo: 229,8 °C

As duas curvas observadas tém em comum a presenca de um amplo evento
endotérmico presente na faixa de 25 °C - 100 °C. Este evento pode ser atribuido
a dessorcdo de agua da estrutura polimérica. (Barud et al.,, 2008) As
temperaturas de cristalizacdo obtidas para as nanofibras AC e AC@U sao 132,1
°C e 108,3 °C, respectivamente, identificadas por um pico exotérmico atribuido

ao processo de cristalizacdo da porcdo amorfa do acetato de celulose durante a
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varredura. (Candido et al., 2017). O ponto de inflex@o identificado proximo a 190
°C para ambas as nanofibras indica a temperatura de transicdo vitrea (Tg). O
pico endotérmico observado proximo ao valor de 230 °C para a amostra AC@U
esta relacionado a sua temperatura de fusdo. Para a amostra de AC, 0 pico
associado a fusdo ndo p6de ser identificado com precisdo e esta presente na
faixa de 223-275 °C. Dessa maneira, € possivel inferir que a presenca do extrato
de Bixa orellana, de certa forma, provocou um aumento da estabilidade da
estrutura do acetato de celulose, pois a amostra AC@U exibiu um pico
caracteristico e de facil identificacdo da temperatura de fusdo durante o ensaio

e a amostra AC exibiu apenas uma faixa de temperatura.
5.6 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA-DTA)

O resultado da andlise termogravimétrica das amostras de nanofibras de AC e
AC@U estao expostas nas Figuras 29, 30 e 31.

Figura 29 — Analise Termogavimétrica (DTA-TGA) da amostra de AC.
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Figura 30 - Andlise Termogavimétrica (DTA-TGA) da amostra de AC@U
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Para a amostra pura (AC), foi observada uma perda de massa (3,8%) antes de
100°C, evento que pode ser atribuido a um processo endotérmico de perda de
agua (Mandal et al., 2014). Neste caso, a agua é fisicamente adsorvida entre as
estruturas moleculares do acetato de celulose. Esta primeira perda de massa
também é atribuida aos restos de solventes que podem ter prevalecido entre as
nanofibras (dos Santos et al., 2021) (Santos et al., 2015) Para a amostra AC@U
foi observada uma maior perda de massa (5,3%) antes do valor de 100°C.
Provavelmente, a presenca do extrato aumentou a quantidade de agua entre as
moléculas do polimero, fato relacionado ao aumento de hidrofilicidade,
confirmado pela ensaio de angulo de contato. Uma segunda perda de massa foi
observada entre 245°C e 373°C para AC e entre 237°C e 383°C para amostras
AC@U. Esta segunda perda de massa esta relacionada com a degradacao
térmica do acetato de celulose (dos Santos et al., 2021), desacetilacdo e
decomposicao pirolitica das cadeias do polimero (entre 240 e 380 ° C) (Candido
et al., 2017). Outro evento térmico foi observado em torno de 533 °C para a
amostra de AC e 566 °C para a amostra AC@QU e pode ser atribuido a
carbonizacdo do polimero remanescente (dos Santos et al., 2021). O conteudo
residual a 900 °C foi em torno de 2,2%, para a amostra AC, e 3,9% para AC@QU.
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Figura 31 - Analise termogravimétrica (TGA) das amostras de AC e AC@QU.
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Os resultados da curva de TGA como indicados pela Figura 31 sugerem que o
AC apresentou estabilidade térmica durante o preparo da solucdo (25°C) e
durante a eletrofiacdo (25°C), mesmo quando 1%wt do extato esteve presente.
Até 275°C, um ligeiro aumento em termos de estabilidade térmica foi observado
para a amostra contendo o extrato. E possivel inferir que a presenca de
moléculas de bixina, presentes no extrato de Bixa orellana, dificulte as reacdes
envolvidas com a degradacao térmica do AC, proporcionando um aumento de
resisténcia térmica como indicado pelas curvas de TGA. A 368 °C ocorreu uma
inversao de comportamento “cross over” e acima deste valor de temperatura
obteve-se um comportamento invertido, onde a amostra de AC@U apresentou
menor taxa de perda de massa do que as amostras de AC puro. Esse
comportamento pode estar relacionado a degradacéo térmica das moléculas de
bixina, que ocorre entre 280 °C e 380 °C (Silva et al., 2005)

57 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DO INFRAVERMELHO COM
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

A Espectroscopia FTIR foi realizada para as amostras AC, AC@U e para o

extrato de Bixa orellana (U). As figura 32 e 33 exibem os resultados.
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Figura 32 - Espectroscopia da amostra de extrato de Bixa orellana.
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O espectro obtido exibe uma banda larga em 3284 cm, atribuida a vibracéo de
estiramento dos grupos OH, a banda 2855 cm™ esta associada as vibragées de
estiramento simétrico dos grupos CHz . As demais bandas de absorcéo, tipicas
de compostos carotenodides, em particular a bixina, sdo exibidas na tabela
4.(Yusa Marco et al., 2008) De acordo com Rahmalia et al foi postulada a
presenca de outros componentes carotenoides na composi¢cao das sementes da
Bixa orellana, tais como, [B-caroteno, criptoxantinam, luteina e zeaxantina,
todavia as bandas referentes a tais compostos ndao foram identificadas pela
analise. Sabe-se que o principal componente corante presente nas sementes da
Bixa orellana é confirmado como sendo a bixina, pois a diferenca entre os
espectros de bixina pura e o extrato da sementes da Bixa orellana nao é

significativa. (Rahmalia et al., 2015)
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Tabela 4: Bandas de absorc¢éao identificadas pelo ensaio de FTIR para o extrato

de Bixa orellana.

Nimero de onda (cm™)

Atribuicao

3284 Estiramento dos grupos OH

— Estiramento simétrico dos grupos
CH:2

1721 Estiramento dos grupos C=0

1415 Flexdo da ligacdo OH do grupo fenol

1376 Flexdo simétrica do grupo CHs

1149 Estiramento do grupo CO

962 Deformacéo do grupo OH

841 Deformacéao fora de plano CH

Figura 33 - Espectroscopia das amostras AC, AC@U e U.
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O espectro FTIR das amostras de AC e AC@U apresentaram bandas para o

grupo funcional carbonila (C=0) em 1740 cm, grupo C-O-C em 1640 cm™.A
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banda 1360 cm™ corresponde a vibragdo da ligacdo CH, presente na estrutura
do grupo acetil, a banda referente ao valor de 1220 cm™ esta relacionado a
vibracdo da ligacdo CO, responsavel pela ligacdo entre a celulose e o grupo
acetil, a ligacdo C-O simétrica é identificada pela banda 1050 cm. (Candido et
al., 2017) N&o foi obervada diferenca signifitiva entre as amostras de nanofibras
de acetato de celulose puro e das nanofibras de acetato de celulose contendo o
extrato, visto o fato de que o percentual em peso de apenas 1% do extrato
dificulta a identificacdo de um pico caracteristico dos componentes que compde
0 extrato de Bixa orellana.

58 ANGULO DE CONTATO

O ensaio de angulo de contato foi conduzido a fim de avaliar a influéncia da
presenca do extrato de Bixa orellana sob a hidrofilidade dos scaffolds. Logo, as

amostras de AC e AC@U foram submetidas ao ensaio (Figura 34).

Figura 34 - Ensaio de angulo de contato das amostras de nanofibras de AC (a)
e AC@U (b).

Os resultados mostram que ambas amostras apresentaram natureza hidrofilica,
com valores de angulos inferiores a 90°. As amostras de AC exibiram angulo de
77 + 3° e as amostras de AC@U 50 + 3°. Logo, a adicao em 1% p/p de extrato
de Bixa orellana aumentou a hidrofilidade do scaffold produzido (aumento de
aproximadamente 35%). Estudos dirigidos por Ali et al e Shuiping et al em seus
trabalhos com nanofibras de acetato de celulose eletrofiadas adquiriram valores
de angulo de contato iguais a 110 + 1° e 147,3°, respectivamente para suas
amostras (Ali et al., 2014) (Shuiping et al., 2010). De acordo com Menzies et al,a

hidrofilicidade de um material esta diretamente ligada a sua capacidade de
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adesdo celular, sendo que quanto mais hidrofilico € o material, maior esta
propriedade. Ja €& de conhecimento que uma molhabilidade aprimorada,
evidenciado por valores baixos de angulo de contato em ensaios com agua,
resultam em uma biocompatibilidade aprimorada pelo material analisado.
(Menzies & Jones, 2010) Dessa maneira, a adicdo do extrato de Bixa orellana
foi benéfica neste quisito, auxiliando na caracteristica de viabilizac&o celular das

nanofibras de acetato de celulose.
5.9 ANALISE MECANICA DINAMICA NANOMETRICA

Com o objetivo de avaliar a influéncia do extrato de Bixa orellana sobre o
comportamento de viscoelasticidade de nanofibras de AC foram realizados
ensaios mecanicos de Nano-DMA. As Figuras 35 e Figura 36 mostram o0s
moédulos de armazenamento E’'(®) e o0s mbédulos de perda (E’(w),

respectivamente.

Figura 35 — Modulo de armazenamento E’(w) das amostras AC e AC@U.
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Figura 36 — Modulo de perda E”(w) das amostras AC e AC@U.
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Pode-se perceber que a adicdo de extrato de Bixa orellana nas nanofibras de
acetato de celulose proporcionou uma redugcdo em ambos os valores de médulo,
E'(®) e E"(w). Tomando o valor de frequéncia de 10 Hz para motivos de
comparacdo de modulo, E'(w) foi 0,32277 GPa para a amostra AC e 0,21148
GPa para a amostra AC@U, uma reducéo de 34,48% em termos de modulos de
armazenamento foi alcancada pela adicdodo extrato. Em relagdo aos mdodulos
de perda, a 10 Hz E”(w) foi 0,00952 GPa para a amostra AC e 0,00826 GPa para
a amostra AC@U, ou seja, obteve-se uma reducao de 13,26%. Esse efeito €
geralmente encontrado quando plastificantes sdo adicionados a massa do
polimero (Vieira et al., 2011). Portanto, sugere-se que o extrato apresentou efeito
semelhante ao de um plastificante, reduzindo as intera¢des entre as moléculas,
portanto menos emaranhamentos e maior movimento molecular sdo esperados,

gerando maior deformag&o e menor médulo.
5.10 VIABILIDADE CELULAR - MTT

O ensaio de viabilidade celular das amostras de nanofibras de AC, AC@QU e da

a partir do método MTT encontra-se apresentado na Figura 37.
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Figura 37 - Proliferagéo celular de mioblastos C2C12 para as amostras de
nanofibras de AC, AC@U e controle.
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Os resultados indicam melhor proliferacdo celular do controle realizado em
laminulas de vidro em relacdo as nanofibras produzidas de AC e AC@U para a
condicao de 48 horas de cultura celular. Todavia, os resultados para a cultura de
7 dias esbocaram o comportamento contrério, as amostras de AC e AC@U
apresentaram maior taxa de proliferacdo celular em relacdo ao controle. Dessa
maneira, as nanofibras produzidas neste trabalho sdo mais recomendadas para
culturas celulares mais prolongadas. Com relacdo ao efeito da presenca do
extrato de Bixa orellana, foi avaliado que sua presencga proporcionou um
aumento da proliferacédo celular. Tal fenbmeno pode ser atribuido ao aumento
da hidrofilicidade dos scaffolds contendo o extrato, conforme demonstrado no
ensaio de angulo de contato. Outro fator que pode estar influenciando a
proliferacdo celular € a presenca de moléculas antioxidantes presentes no
extrato de Bixa orellana. De acordo com Quiroz et al, substancias antioxidades
podem promover um aumento da proliferagdo dos mioblastos C2C12 (Quintero
Quiroz et al., 2019).

5.11 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA — CULTURA
CELULAR

As imagens de microscopia eletrénica de varredura obtidas para as células
C2C12 cultivados durante 2 e 7 dias sao exibidas na Figura 38.
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Figura 38 - Imagens de MEV das células C2C12 ap6s dois dias de cultura.
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As imagens mostram que apo6s 2 dias de cultura as células estdo bem aderidas
a superficie das nanofibras e da lamina de vidro. E possivel observar a presenca
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de células isoladas e agrupadas nas imagens realizadas para as amostras de
AC e AC@U, sendo que para esta ultima, qualitativamente, é obeservada maior
presenca. Com relacdo a morfologia das células, existe uma predominancia do
formato estrela e fusiforme, caracteristicos de mioblastos indiferenciados. N&o
foi possivel observar diferengas significativas entre as células cultivadas nas

nanofibras e nas laminas de vidro.
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Figura 39 - Imagens de MEV das células C2C12 ap0s sete dias de cultura.

a,b- Controle (laminula de vidro); c,d- Nanofibras de AC; e,f- Nanofibras de AC@U.

ApOs 7 dias de cultura celular as células exibiram alto indice de confluéncia para
as amostras de AC e AC@U, sendo observado o recobrimento de quase toda

superficie dos materiais. Entretanto, as células cultivada no material controle
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exibiram formato esférico , indicando morte celular. As nanofibras AC@U
mostraram distribuicdo uniforme de células grandes e planas apés os 7 dias de
cultura, indicando alto indice de proliferacédo celular. Estes resultados estdo de
acordo com o ensaio MTT realizado, que revelou que a proliferagao celular para
as amostras de AC@U foi mais elevada, logo, a taxa com a qual as células se
reproduzem € maior em comparacao a taxa exibida pelas amostras AC puro,
tornando do extrato de Bixa orellana, um aditivo interessante para aumentar a

taxa de proliferacdo celular em scaffolds porosos.
5.12 CONTAGEM DE CELULAS - 24 HORAS

A contagem das células foi realizada ap6s 24 horas de cultura celular em meio
de crescimento, foram testadas as amostras de nanofibras de AC e AC@U. A
figura 40 apresenta a contagem das células ndo aderentes ao scaffolds

ensaiados.

Figura 40 - Contagem de células ndo aderentes para scaffolds de AC e AC@U.
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Para ambos os scaffolds, foram depositadas 80.000 células/pogo. Os resultados
mostraram que menos de 3000 células por po¢o ndo aderiram a nenhum
substrato. As taxas adesao celular observadas foram de 97,5% e 98% para
células cultivadas em scaffolds de AC e AC@U, respectivamente. Logo, néo

houve diferenca significativa entre o nivel de adeséo entre as amostras de
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nanofibras de AC e AC@U, onde ambas apresentaram resultados excelentes

guanto a propriedade de adeséo celular.

5.13 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA (g-
PCR)

Os resultados obtidos pelo ensaio de g-PCR para a cultura celular das células
C2C12 em periodo de 14 dias estao expostas pelas Figuras 41-44.

+ Condicédo 1 - Comparacéao de expressao relativa dos primers MyoD, Myf5
e Myog entre cultura celular de 14 dias em meio de crescimento e cultura

celular de 7 dias em meio de crescimento (controle).

+ Condicédo 2 — Comparacédo de expressao relativa dos primers MyoD, Myf5
e Myog entre cultura celular de 14 dias em meio de crescimento, sendo
os ultimos 7 dias em meio de diferenciacao e cultura celular de 7 dias em

meio de crescimento (controle).

Figura 41 - Ensaio de PCR para as amostras de AC seguindo a condig&o 1.

Expressao Relativa

Grau de expressao

Resultados de PCR que exibem grau de expressdo superior a 1, indicam a
ocorréncia de maior expressao génica relativa, ou seja, representa que as
células expressaram mais 0 gene sob andlise em relacdo ao controle de 7 dias
de cultura celular em meio de crescimento. Logo, analisando-se a Figura 40,
nota-se que para os primers MyoD e Myog, a condi¢ao 1 exibiu maior expresséo
relativa, enquanto que o gene Myf5 ndo houve aumento observado. De acordo

com Chal et al, os primers MyoD, Myf5 e Myog estéo diretamente ligados a etapa
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de diferenciagdo celular do fendbmeno de miogénese, na qual as células
assumem uma forma mais alongada, onde o primer MyoD e Myf5 aparecem
primeiro, estando relacionado mais a proliferacéo das células, ja o primer MyoG
encontra-se mais expresso na etapa de fusao celular, etapa de formacéao de
células multinucleadas denominadas miotubos. Dessa forma, € possivel dizer
gue para as amostras de AC, o fendbmeno de diferenciacéo celular das células
C2C12 foi favorecido, tornando o acetato de celulose um material indicado para

o cultivo e desenvolvimento de tecido muscular in vitro. (Chal & Pourquié, 2017)

Figura 42 - Ensaio de PCR para as amostras de AC seguindo a condicéo 2.

Expressao Relativa

L8]

-

Grau de expressao

L T —————————— T i A B L . L il .

Nota-se que para os 3 primers analisados, a expressao relativa foi superior ao
controle (Figura 42). A presenca do meio de diferenciacdo auxiliou na ocorréncia
do fenbmeno de miogénese em comparacao a condicdo 1 ensaiada (Figura 40),
sendo que, para esta condicdo, o primer Myf5 apresentou maior grau de
expressdo, indicando que as células chegaram a atingir uma etapa de
diferenciacdo mais avancada. Havendo grau de expressao superior a 1 para 0s

3 genes, conclui-se que o processo de diferenciagéo celular foi favorecido.
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Figura 43 - Ensaio de PCR para as amostras de AC@U seguindo a condigéo 1.
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Resultados de grau de expressao com valores abaixo de 1 indicam que a
expressao génica relativa foi inferior ao controle de cultura celular de 7 dias em
meio de crescimento. Logo, para a amostra de AC@U ensaiadas para condicéo
1, os genes MyoD e Myf5 esbocaram grau de expresséao inferiores em relacao
ao controle, enquanto que o gene Myog apresentou expressao superior. Myog
estéa relacionado ao processo de diferenciacdo da etapa de alongamento e fuséo
celular, dessa maneira, as células aprensentaram certo comportamento de
diferenciacdo. Todavia, a baixa expressao do gene MyoD indica que 0 processo
de diferenciacdo ndo ocorreu com a mesma intensidade das amostras de AC

gue ndo continham o extrato de Bixa orellana.
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Figura 44 - Ensaio de PCR para as amostras de AC@U seguindo a condigéo 2.
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Os resultados indicados pela Figura 43 indicam que para os primers MyoD e
Myf5, a expressao relativa foi inferior comparando-se ao controle, o primer Myog
nao esbogou comportamento de influéncia para a comparagao. Analisando-se
todas os resultados de PCR como um todo, € possivel inferir que as amostras
de AC favoreceram mais o fenbmeno de miogénese em comparacao as
amostras de AC@U, tornando do extrato de Bixa orellana um aditivo que néo
realiza par sinérgico com o fenétipo de diferenciacdo celular para as células
C2C12. No entanto, os resultados do ensaio MTT sugeriram que o0 extrato de
Bixa orellana pode contribuir com a viabilidade e proliferacao das células C2C12,
indicando que este aditivo natural é Gtil quando a proliferacdo do progenitor €
necessaria. Uma hipo6tese plausivel para o efeito negativo do extrato na
miogénese é que ele pode emparelhar sinergicamente com outros tipos de
células, o que é confirmado pela pesquisa de Capella et al., que descobriram
que o extrato de Bixa orellana auxiliou no processo de cicatrizagcédo de feridas

abertas quando o tecido conjuntivo foi analisado.(Capella et al., 2016)
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CONCLUSAO

A eletrofiacdo demonstrou-se uma técnica apropriada para pesquisa e
estudo da producéo de nanofibras de acetato de celulose. Sendo possivel
o controle da morfologia das nanofibras através do ajuste de parametos
do processo;

Os parametros de processo ideias para producdo das nanofibras de
acetato de celulose puro e contendo o extrato de Bixa orellana via
eletrofiagdo foram: tensdo: 16kV; diametro da agulha: 0,8mm; distancia
agulha-coletor: 14cm; rotagao: 400rpm;

O ensaio de UV-vis atestou a presenca de componentes do extrato de
Bixa orellana na estrutura das nanofibras de acetato de celulose, logo,
comprovando sua incorporacéo durante o processo de eletrofiacéo;

O extrato de Bixa orellana provou ser capaz de aprimorar certas
caracteristicas fisicas do acetato de celulose, como sua estabilidade e
resisténcia térmica, comprovados pelos ensaios de DSC e TGA-DTA.
Também demonstrou-se um adititivo ideal para aumento da proliferacédo
celular em scaffolds de nanofibras. O ensaio de angulo de contato
identificou aumento de molhabilidade devido a presenca do extrato,
caracteristica que auxilia na adeséao celular em ensaios de cultura in vitro;
O ensaio de degradacdo em agua deionizada (21 dias) ndo registrou
degradacéo aparente por parte das nanofibras de acetato de celulose;

O ensaio mecéanico de Nano-DMA atestou que o extrato de Bixa orellana
atuou como plastificante, diminuindo os modulos de armazendo e perda
das amostras ensaiadas;

Os ensaios de MTT e contagem de células atestaram que o acetato de
celulose provou ser biocompativel e ndo toxico, sendo recomendado
como matéria-prima no desenvolvimento de scaffolds porosos para
aplicacao na engenharia de tecidos;

O ensaio de g-PCR atestou que a diferenciagéo celular foi desfavorecida
pela adicdo do extrato de Bixa orellana, tornando deste, um aditivo
interessante para otimizar a etapa de proliferacdo celular dentro do

processo de cultivo de carne in vitro se, adicionado um sinal posterior que
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conduza as células ao caminho da diferenciacdo e desenvolvimento do
tecido muscular;

O desenvolvimento de um equipamento baseado no trabalho utilizando-
se altas velocidades de rotacdo provou-se desafiador, sendo necessaria
um estudo mais aprofundado e desenvolvimento de ajustes técnicos e
operacionais, de forma a minimizar as vibracdes e contornar as

dificuldades inerentes ao processo.
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SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Produzir nanofibras de acetato de celulose com a adicdo de diferentes
guantidades do extrato de Bixa orellana, afim de averiguar o efeito de sua
influéncia;

Estudar a degradacéao das nanofibras em ambiente que simule de forma
mais precisa e controlada o pH e temperatura do sangue animal;
Caracterizar de forma quantitativa a presenca do extrato de Bixa orellana
na estrutura das nanofibras apés a fiacéo;

Realizar a cultura celular utilizando-se diferentes linhagens de células;
Investigar e projetar um protétipo de equipamento de Fiacdo por Jato
Rotativo levando em consideracdo o balanco de massa e vibragOes

inerentes a sua utilizagao.
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9 ANEXO 1 - EQUIPAMENTO DE FIACAO POR JATO ROTATIVO
(ROTARY JET SPINNING)

O equipamento de RJS foi construido de acordo com o procedimento proposto
por Parker et. al. A figura 45 esquematiza a formatacao utilizada neste trabalho,
na qual uma seringa de polipropileno foi acoplada via massa epOxi no eixo de
um motor rotativo de 1400W Philco.

Figura 45 - Vista superior do equipamento RJS.

Fonte: Préprio autor

A seringa foi posicionada sob o eixo do motor de forma que todo seu volume
interno de trabalho estivesse posicionado na direcdo do jato polimérico a ser
formado. Caso a seringa estivesse posicionada sob a eixo na posi¢ao central da
seringa, turbuléncias poderiam ocasionar um jato polimérico inconsistente e de
dificil controle. A massa epoxi foi depositada de forma a envolver todo o didametro
da seringa juntamente ao eixo do motor, sendo formada uma protecdo em seu
entorno. Foi observado que massa ep6xi demonstrou-se resistente quanto as
rotacOes testadas e continuara a ser aplicada em futuros testes.

Foram conduzidos 3 testes experimentais utilizando-se este equipamento em

sua menor rotacdo de trabalho (~12000RPM; velocidade de rotacdo medida via
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tacOmetro). Todos exibiram falhas durante o funcionamento do mesmo. As falhas

observadas foram:

e Vibracdes do equipamento;

e Contato da parte inferior da seringa com o suporte de polietileno;

A figura 46 exibe a consequéncia de uma falha de trabalho ocorrida durante um
dos testes do prot6tipo, ocorrendo o contato da seringa com a parte superior do
suporte utilizado. Devido a alta rotacdo aplicada, o contato aqueceu a regido

inferior da seringa devido ao atrito, e um orificio foi aberto na regido do contato.

Figura 46 - Falha identificada apds conducao de teste experimental.

Orificio

Fonte: Proprio autor

Uma hipétese do possivel motivo da ocorréncia desta falha foi a da auséncia de
um balanco de massa equilibrado. Objetos submetidos a altas rotacdes, como
no caso, estdo sujeitos a grandes forcas de natureza centripeta e centrifuga,
logo, o posicionamento correto dos componentes que irdo ser submetidos a
rotacdo € de suma importancia. Da maneira como a seringa foi posicionada, é
possivel dizer que um desbalanco de massa tenha ocasionado uma tendéncia
de projeta-la para baixo, proporcionando seu contato com o suporte. Todavia, tal
falha é passivel de solucdo, em tese, basta posicionar a seringa a uma distancia
de seguranca superior a utilizada, de maneira a evitar este contato indesejado,

ou modificar a seringa de forma que existam duas saidas para o jato, de forma
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gue o abastecimento seja feito por um canaleto posicionado na parte superior do
conjunto. Uma segunda hipotese referente a falha seria a da vibracdo do
equipamento. A vibracdo pode ter sido responsavel pela oscilacdo da seringa
durante o funcionamento do equipamento, promovendo o contato da seringa
com o suporte, sendo necesséaria uma melhor fixagdo do equipamento sob a

mesa de trabalho.



