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APRESENTAÇÃO

A engenharia de materiais, se tornou um dos grandes pilares da revolução 
técnica industrial, devido a necessidade de desenvolvimento de novos materiais, 
que apresentem melhores características e propriedades físico-químicas. Grandes 
empresas e centros de pesquisa investem maciçamente em setores de P&D a fim de 
tornarem seus produtos e suas tecnologias mais competitivas.

Destaca-se que a área de material compreende três grandes grupos, a dos 
metais, das cerâmicas e dos polímeros, sendo que cada um deles tem sua importância 
na geração de tecnologia e no desenvolvimento dos produtos. Aliar os conhecimentos 
pré-existentes com novas tecnologias é um dos grandes desafios da nova engenharia.

Neste livro são explorados trabalhos teóricos e práticos, relacionados as áreas 
de materiais, dando um panorama dos assuntos em pesquisa atualmente. Apresenta 
capítulos relacionados ao desenvolvimento de novos materiais, com aplicações nos 
mais diversos ramos da ciência, bem como assuntos relacionados a melhoria em 
processos e produtos já existentes, buscando uma melhoria e a redução dos custos.

De abordagem objetiva, a obra se mostra de grande relevância para graduandos, 
alunos de pós-graduação, docentes e profissionais, apresentando temáticas e 
metodologias diversificadas, em situações reais.

Boa leitura!

Henrique Ajuz Holzmann
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RESUMO: Os meniscos são estruturas 
fibrocartilaginosas intra-articulares, que 
possuem matriz extracelular (MEC) altamente 
especializada e desempenham um papel 
essencial na função do joelho. Contudo, 
apresentam baixa capacidade regenerativa. 
Infelizmente lesões nos meniscos são muito 
comuns e opções de tratamentos disponíveis 
tem mostrado resultados controversos.  Por 
consequência, estratégias dentro da engenharia 
de tecidos têm sido investigadas com o objetivo 
de desenvolver potenciais tratamentos para as 

lesões meniscais. O sucesso desta abordagem 
está intimamente ligado ao desenvolvimento de 
scaffolds capazes de mimetizar a arquitetura da 
MEC do menisco nativo. Nesse contexto, tem 
havido um crescente interesse na produção de 
complexos scaffolds tridimensionais, produzidos 
a partir de nanofibras alinhadas. No entanto, 
até o momento, nenhum método permitiu 
recriar integralmente a complexa organização 
da MEC dos meniscos. Neste estudo, nós 
projetamos um novo sistema de eletrofiação, 
no qual consistiu na modificação do coletor 
alvo, utilizando dois dispositivos metálicos: uma 
peça oca cilíndrica externa com um pino central 
e um cilindro oco interno móvel; com o objetivo 
de fabricar scaffolds biomiméticos para a 
engenharia de tecidos dos meniscos do joelho.  
As orientações das fibras produzidas foram 
analisadas quantitativamente pelo método 
de Transformada Rápida de Fourier (FFT) e 
pela ferramenta OrientationJ. Ainda, o scaffold 
fabricado foi caracterizado por Microscopia 
Eletrônica de Varredura (MEV). Os resultados 
demonstraram ser uma abordagem viável para 
fabricação de scaffolds composto de fibras 
alinhadas circunferencialmente e radialmente. 
Em resumo, esta investigação demonstrou 
um grande potencial para a aplicação destes 
scaffolds na engenharia de tecido do menisco, 
uma vez que eles são capazes de reproduzir 
a orientação das principais fibras de colágeno 
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presentes na MEC do menisco do joelho.
PALAVRAS-CHAVE: eletrofiação, engenharia tecidual, meniscos, biomateriais

PRODUCING BIOMIMETIC NANOMATERIALS FROM A NEW ELECTROSPINNING 
SETUP FOR KNEE MENISCUS TISSUE ENGINEERING

ABSTRACT: The meniscus are intra-articular fibrocartilaginous structures, with a 
highly specialized extracellular matrix and play an essential role in knee function. 
Nevertheless, it present limited regenerative capacity. Unfortunately, meniscal injuries 
are very common and the treatments options have shown controversial results. 
Therefore, tissue engineering strategies have been reported in order to provide potential 
treatments for meniscal lesions. The success of these strategies are directly linked to 
the creation of scaffolds that are able to mimic the extracellular matrix architecture of 
the native meniscus. In this context, there has been a growing interest in the design of 
complex 3D scaffolds, produced from aligned nanofiber. However, to date, no method 
was able to recreate the complex extracellular matrix organization of the meniscus. 
Herein, we proposed the design of a novel electrospinning setup, which consisted using 
two metallic devices as collector: an external cylindrical hollow piece with a central pin 
and a mobile internal hollow cylinder; in order to fabricate biomimetic scaffolds for 
tissue engineering of the knee meniscus. The fibers orientations were quantitatively 
analyzed by Fast Fourier Transform (FFT) method and software OrientationJ. Moreover, 
the scaffold was characterized by Scanning Electron Microscopy (SEM). The results 
presented herein demonstrated a feasible approach for fabricant scaffolds constituted 
of both circumferentially and radially aligned fibers. In summary, this investigation 
demonstrated great potential for the application of these scaffolds towards meniscus 
tissue engineering, once they are able to reproduce the orientation of the main collagen 
fibers present in the extracellular matrix of the knee meniscus.
KEYWORDS: Electrospinning, tissue engineering, meniscus, biomaterials

1 |  INTRODUÇÃO

Os meniscos do joelho são estruturas intra-articulares fibrocartilaginosas, que 
desempenham um papel essencial no funcionamento normal da articulação do joelho 
(FOX et al., 2015). Devido à sua complexa estrutura, reparação intrínseca e capacidade 
regenerativa limitadas, lesões nos meniscos comumente apresentam prognóstico ruim 
(FOX et al., 2015; MAKRIS; HADIDI; ATHANASIOU, 2011; SHIMOMURA et al., 2018)i 
Ainda, quando não tratadas corretamente, lesões meniscais levam à degeneração da 
cartilagem subjacente e ao início precoce da osteoartrite, limitando a função articular 
(ANDREWS et al., 2017).

Infelizmente, lesões nos meniscos são muito comuns e as opções terapêuticas 
disponíveis atualmente na prática clínica apresentam resultados controversos. Esses 
tratamentos falham, principalmente, em proteger a cartilagem articular à longo prazo e 
prevenir o surgimento da osteoartrite precocemente (HA et al., 2016; MOULTON et al., 
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2016; VAN DER STRAETEN et al., 2016).
A engenharia de tecidos tem emergido como um potencial tratamento para lesões 

meniscais (DORAL et al., 2018; TRZECIAK et al., 2016). No entanto, o sucesso desta 
abordagem está intimamente ligado ao desenvolvimento de scaffolds de biomateriais 
adequados. Um scaffold ideal deve ser capaz de mimetizar a arquitetura da matriz 
extracelular (MEC) original, especialmente no caso dos tecidos, como os meniscos do 
joelho, que possuem propriedades mecânicas altamente anisotrópicas (MCDERMOTT; 
MASOUROS; AMIS, 2008; RONGEN et al., 2014; WANG; DING; LI, 2013).

Uma tendência na engenharia de tecidos é a aplicação de nanotecnologia a fim 
de produzir scaffolds em nanoescala (DANIE KINGSLEY et al., 2013). Os scaffolds 
composto de nanofibras possuem elevada porosidade, alta relação superfície/
volume, promovem uma melhor adesão e proliferação celular e facilitam o transporte 
de nutrientes e oxigênio durante a regeneração (KUMBAR et al., 2008; RENEKER; 
YARIN, 2008).  Além disso, as nanofibras estão na mesma escala de tamanho dos 
componentes da MEC, permitindo simular o ambiente original e possibilitando que as 
células se comportem semelhantemente as células do tecido nativo (MAKRIS; HADIDI; 
ATHANASIOU, 2011). 

O electrospinning, comumente traduzido como eletrofiação tem se demonstrado 
uma poderosa ferramenta para a fabricação de nanofibras para a engenharia de tecidos, 
uma vez que é um método simples, de baixo custo, versátil e capaz de formar scaffolds 
organizados de tal forma a mimetizar os componentes da MEC (KHORSHIDI et al., 
2016). Consequentemente, vários autores desenvolveram métodos para controlar o 
alinhamento das nanofibras eletrofiadas (FISHER et al., 2013; LIU; THOMOPOULOS; 
XIA, 2012; PARK et al., 2016; WANG; DING; LI, 2013; XIE et al., 2010). No entanto, criar 
um sistema de eletrofiação capaz de construir scaffolds que mimetizem a complexa 
organização da MEC dos meniscos do joelho permanece um desafio.

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho foi projetar e desenvolver um novo 
sistema de eletrofiação capaz de fabricar scaffolds tridimensionais compostos por 
nanofibras alinhadas circunferencialmente e radialmente, dessa forma, reproduzindo 
a organização e arquitetura dos principais componentes estruturais da MEC, as fibras 
de colágeno, do menisco do joelho.  

2 |  MATERIAIS E MÉTODOS

A sistema de eletrofiação desenvolvido para este trabalho é composto por 
uma seringa de vidro com agulha metálica, uma fonte elétrica de alta tensão (230-
30R, Bertan) uma bomba de infusão (KDS100, KD Scientific) e um coletor metálico 
modificado acoplado à um motor trifásico (W22, WEG), comandado por um inversor 
de frequência (CFW080016B2024PSZ, WEG).

O projeto do coletor inclui dois dispositivos metálicos (alumínio): uma peça 
cilíndrica, oca, formando um anel externo, com um pino central; e um dispositivo 
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interno móvel, composto de um cilindro com furo no centro. 
As peças foram projetadas de forma que a área útil de coleta de fi bras forme 

um anel completo com 60 mm de diâmetro externo e 12 mm de espessura, a fi m 
de produzir um scaffold compatível com as dimensões do menisco medial humano 
(MICKIEWICZ et al., 2015).

Para a produção de nanofi bras foram preparadas soluções poliméricas utilizando 
Policaprolactona (PCL, massa molecular média de 80 kDa, Sigma-Aldrich), com 0,12 
g mL-1, dissolvido em Clorofórmio (Sigma-Aldrich) e Dimetilformamida (DMF, Sigma-
Aldrich). A razão entre os solventes, Clorofórmio e DMF, foi de 75/ 25 (v/v).

Inicialmente o PCL misturado ao Clorofórmio foi deixado sob agitação em 
sistema fechado até que o polímero fi casse visivelmente dissolvido (aproximadamente 
2 horas). Imediatamente após, foi adicionado a proporção de DMF à mistura, que 
fi nalmente fi cou mantida sob agitação magnética por 24 horas, a fi m de garantir 
completa homogeneidade da solução.   

Salientamos que, tanto a concentração do polímero, quanto a escolha e a razão 
dos solventes, foram determinados baseados em resultados de estudos que nós 
realizamos previamente.

Inicialmente, a solução foi colocada na seringa de vidro de 3 ml equipada com 
agulha metálica (19G, Inbras) e acoplada à bomba de infusão. A agulha metálica foi 
então ligada a fonte de alta tensão e os dispositivos do coletor metálico aterrados. A 
seringa e a agulha são confi guradas de forma que os jatos eletrofi ados sejam guiados 
para sua base do cilindro metálico.  

As etapas de produção do scaffold biomimético estão ilustradas nos diagramas 
esquemáticos da Figura 1.

Primeiramente, foi utilizado o coletor de forma estacionária, sem a participação do 
dispositivo interno (recuado), de tal forma a criar uma estrutura com um anel externo e 
um pino central (Figura 1A). Essa confi guração nos permite produzir Fibras Alinhadas 
Radialmente (FARad). 

Figura 1. Diagrama esquemático mostrando uma simulação da produção de fi bras radialmente 
alinhadas. Fabricação de nanofi bras alinhadas radialmente (A) e a fabricação de nanofi bras 
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alinhadas circunferencialmente (B) 
Fonte: Autor.

Na segunda etapa, o dispositivo interno é trazido para frente formando um cilindro 
sólido que, através do acionamento do motor, passa a mover-se em rotação, criando 
Fibras Alinhadas Circunferencialmente (FACirc) sobre as fi bras radialmente alinhadas 
(Figura 1B).

Finalmente, na terceira etapa, o material produzido foi dividido em duas partes 
iguais com o propósito de gerar scaffolds com as mesmas dimensões do menisco 
medial humano (MICKIEWICZ et al., 2015).

A Figura 2 ilustra o resultado fi nal de cada etapa da construção do scaffold.

Figura 2. Ilustração do produto fi nal obtido em cada etapa da fabricação do scaffold
biomimético.
Fonte: Autor

Os parâmetros do processo de eletrofi ação, foram previamente estabelecidos e 
estão apresentados na Tabela 1.

Parâmetros Produção de 
FARad

Produção 
de FACirc

Distância entre a agulha e coletor (cm) 10 14
Vazão da solução (ml.h-1) 0,4 0,8

Tensão (kV) 23 20
Velocidade do coletor (rpm) 0 3000

Tabela 1. Parâmetros do processo de eletrofi ação

Ainda, tanto para produção de FARad como FACirc, a temperatura foi controlada 
entre 20-25 °C, e umidade relativa do ar entre 30-35%.

A morfologia e a distribuição espacial das fi bras produzidas foram analisadas por 
meio de micrografi as obtidas pelo Microscópio Eletrônico de Varredura (EVO-MA10, 
Zeiss). Para tanto, amostras do scaffold produzido foram cortadas e fi xadas sobre um 
suporte de alumínio padrão para amostras (stub) com o auxílio de fi ta adesiva dupla 
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face e posteriormente submetidas ao processo de metalização por ouro (Metalizadora 
modelo KV550, EmiTech). 

Para determinação do diâmetro médio das fibras, as micrografias foram analisadas 
usando o software ImageJ (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij). Um total de 100 fibras foram 
medidas de cada tipo de alinhamento: FARad como FACirc. 

As diferenças entre os valores de diâmetro médio encontrados entre os grupos 
foram analisadas estatisticamente pelo teste t de Student. Valores de p < 0,05 foram 
considerados estatisticamente significativos.

A análise por transformada rápida de Fourier (FFT) foi utilizada para avaliar 
quantitativamente o alinhamento das fibras produzidas, tal como descrito por (AYRES 
et al., 2006, 2008). 

A função FFT utiliza um algoritmo para converter as informações de domínio 
espacial presentes na imagem original para um domínio de frequência definido 
matematicamente. O domínio de frequência mapeia a taxa na qual a intensidade de 
pixels da imagem varia no domínio espacial.  A imagem resultante contém pixels em 
escala de cinza distribuídos em um padrão que reflete o grau de alinhamento das fibras 
presentes na imagem original.   Quando utilizado FFT em uma imagem com fibras 
aleatórias, a imagem produzida gerada contém pixels distribuídos de forma simétrica 
(circular). Em contraste, a FFT em uma imagem contendo fibras alinhadas resulta em 
uma imagem com pixels distribuídos preferencialmente em uma orientação específica.

Posteriormente, para quantificar alinhamento, um gráfico de distribuição de 
frequência FFT pode ser construído adicionando uma projeção circular sobre a imagem 
processada e somando a intensidade de pixels em cada ângulo ao longo da direção 
radial (entre 0° e 360°). A posição dos picos no eixo horizontal do gráfico indica o 
principal ângulo de orientação das fibras analisadas.

Para nossa análise, FARad e FACirc foram coletadas separadamente em lâminas 
de vidro e visualizadas pelo microscópio óptico (DM2700M, Leica). Imagens digitalizadas 
foram então obtidas de 5 regiões diferentes de cada tipo de orientação (Figura 3), à 
uma distância 24 mm do centro. Em seguida as imagens foram processadas utilizando 
o software ImageJ (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij) suportado pelo plug-in Oval Profile (de 
autoria de William O’Connell). Os dados de FFT foram normalizados e representados 
em unidades arbitrárias, permitindo a comparação direta entre as diferentes amostras. 
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Figura 3. Desenho esquemático mostrando a localização das amostras retiradas para a análise 
por FFT

 Fonte: Autor

Para as mesmas amostras citadas acima, adicionalmente, também foi avaliada a 
qualidade do alinhamento das fi bras.

Para essa análise utilizamos o plug-in OrientationJ (Biomedical Image Group) 
para o software ImageJ (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij) (REZAKHANIHA et al., 2012). 
Essa ferramenta foi recentemente validada para análise de orientação de nanofi bras 
(HOTALING et al., 2015). 

Os resultados são expressos em um coefi ciente de coerência, que varia de 
0 a 1. Um coefi ciente de Coerência próximo de 1, representa uma orientação das 
fi bras altamente coerente, enquanto um coefi ciente de coerência próximo de 0, indica 
nenhuma orientação preferencial.

3 |  RESULTADOS E DISCUSSÃO

Modifi cações no design do coletor têm sido uma abordagem frequente para 
produção de fi bras alinhadas. Diversos autores têm mostrado êxito na fabricação 
de scaffolds com fi bras alinhadas em orientações específi cas modifi cando as 
confi gurações do coletor alvo (FISHER et al., 2013; MI et al., 2015; PARK; YANG, 
2011; WU; QIN, 2013; XIE et al., 2010). Entretanto, nosso trabalho foi o primeiro a 
propor o desenvolvimento de um dispositivo coletor capaz de produzir fi bras alinhadas 
radialmente e circunferencialmente, tal como as principais fi bras de colágeno que 
compõem a MEC do menisco dos joelhos. 

Como pode ser visto na imagem, a seringa e a agulha foram posicionadas de 
tal forma que os jatos eletrofi ados pudessem ser direcionados para a base do cilindro 
metálico (coletor alvo aterrado).   

Os fenômenos envolvidos na produção de nanofi bras radialmente alinhadas 
foram descritos por Xie et al. (2010). 

Ao contrário de um sistema de eletrofi ação confi gurado com coletor convencional, 
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os vetores do campo elétrico são divididos em duas frações quando se aproximam do 
coletor alvo, apontando tanto para o pino central como para o anel periférico, alinhando 
as fi bras por força eletrostática. Por outro lado, as fi bras alinhadas circunferencialmente 
são produzidas por forças mecânicas originadas do contato das fi bras eletrofi adas 
com o coletor alvo em rotação (FISHER et al., 2013).

O material produzido ao fi nal de cada uma das 3 etapas descritas anteriormente, 
pode ser visualizado na Figura 4.

Figura 4. Fotografi a das fi bras depositadas sobre o coletor alvo ao fi nal da etapa 1 (A) e etapa 2 
(B)

Fonte: Autor

É possível observar a formação de fi bras orientadas radialmente no fi nal da etapa 
1. No entanto, devido a maior densidade de fi bras, nenhuma orientação preferencial 
pode ser visualizada macroscopicamente ao fi nal da etapa 2. 

A fotografi a do material fi nal produzido, mostra que o scaffold possui formato e 
dimensões compatíveis com o tamanho médio menisco medial humano. No entanto, é 
necessário observar que existem variações anatômicas nos meniscos do joelho entre 
diferentes faixas etárias, etnias e condições patológicas (BLOECKER et al., 2012)and 
in-plane resolution: 0.37 × 0.70 mm.

Portanto, pode-se concluir que houve a eliminação total do solvente durante o 
processo de eletrofi ação e que o material não contém contaminantes. 

Na Figura 5A é mostrada uma micrografi a obtida por MEV do scaffold produzido 
pelo sistema de eletrofi ação desenvolvido. 
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Figura 5. Micrografi a do scaffold produzido obtidas por MEV
Fonte: Autor

Em geral, podemos observar uma diferença morfológica entre as fi bras mais 
superfi ciais (FARad) e mais profundas (FACirc). O diâmetro médio de FARad e FACirc 
foram 239 ± 32 nm e 485 ± 122 nm, respectivamente. Tais diferenças podem ser 
atribuídas a maior tensão e menor vazão da solução utilizados na produção de NARad. 

A morfologia das fi bras pode ser controlada por simples modifi cações nos 
parâmetros do processo de eletrofi ação, tais como: tensão aplicada, vazão, e distância 
da agulha metálica ao coletor (BEACHLEY; WEN, 2009; PILLAY et al., 2013).

Vale destacar que essa morfologia diferente entre os tipos de orientações das 
fi bras produzidas neste trabalho, foi propositalmente estabelecida, uma vez que no 
tecido meniscal nativo, as fi bras de colágeno orientadas radialmente são mais fi nas 
que as fi bras de colágeno orientadas circunferencialmente (PETERSEN; TILLMANN, 
1998).

A distribuição espacial das fi bras no scaffold pode ser melhor visualizada pela 
micrografi a mais ampla, mostrada na Figura 5B.

Este arranjo é consistente com os dois principais componentes estruturais da 
MEC dos meniscos do joelho: as fi bras de colágeno orientadas circunferencialmente 
e radialmente.

A análise do alinhamento das fi bras por FFT é mostrada na Figura 6. Podemos 
destacar como principal resultado, que o sistema de eletrofi ação desenvolvido foi 
capaz de produzir fi bras alinhadas radialmente e circunferencialmente com sucesso. 
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Figura 6. Análise do alinhamento das FARad e FACirc por FFT em cada região: Imagem original 
(à esquerda) e gráfi co plotado utilizando a imagem de domínio de frequência gerada após 

aplicação de FFT (à direita). Barra de escala: 10 μm.
Fonte: Autor

O elevado grau de alinhamento também foi confi rmado pelos altos valores dos 
coefi cientes de coerência mostrados na tabela 2.

Região Coefi ciente de coerência
FARad FACirc

1 0.872 0.885
2 0.914 0.890
3 0.885 0.852
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4 0.917 0.886
5 0.882 0.879

Tabela 2. Análise da coerência do alinhamento das fibras produzidas.

Um scaffold constituído de nanofibras alinhadas proporciona um microambiente 
capaz de mimetizar a organização da MEC nativa, guiando a proliferação celular e a 
regeneração tecidual (WANG; DING; LI, 2013). A organização adequada do neotecido 
formado é fundamental para que tecidos com propriedades anisotrópicas, tais como 
os meniscos do joelho, possam desempenhar suas funções. 

Scaffolds de nanofibras alinhadas têm mostrado propriedades superiores, não 
apenas nas propriedades mecânicas, mas também na capacidade de modelar a 
morfologia celular, em guiar a migração das células, além de afetar positivamente a 
diferenciação celular (ABBASI et al., 2016; BAKER; MAUCK, 2007; HAN et al., 2016; 
LIU; THOMOPOULOS; XIA, 2012; XIE et al., 2010). 

Fisher et al. (2013) propuseram um método de eletrofiação para construir scaffolds 
que pudessem mimetizar a arquitetura microscópica e macroscópica dos meniscos do 
joelho. No entanto, fabricaram scaffolds compostos de fibras alinhadas em apenas 
uma orientação, circunferencialmente. 

Recentemente, Fisher et al. (2015) fabricaram scaffolds multicamadas compostos 
de fibras alinhadas em diferentes orientações, para aplicação na regeneração de lesões 
meniscais.  Entretanto, as fibras orientadas radialmente novamente foram ausentes. 

Dessa forma, nosso trabalho foi o primeiro a propor a construção de scaffolds 
compostos de fibras alinhadas circunferencialmente e radialmente, com o objetivo de 
reproduzir integralmente os principais componentes estruturais da MEC dos meniscos 
do joelho.

4 |  CONCLUSÕES

Em resumo, nós projetamos e construímos um novo sistema de eletrofiação 
que permitiu a produção de scaffolds tridimensionais constituídos de fibras alinhadas 
circunferencialmente e radialmente, com dimensões compatíveis com o menisco 
medial humano. Os resultados aqui apresentados demonstraram grande potencial 
para a aplicação destes scaffolds na engenharia de tecido do menisco do joelho, uma 
vez que eles são capazes de reproduzir a orientação das principais fibras de colágeno 
presentes na MEC do tecido original.

Baseado nos resultados obtidos, em estudos futuros pretende-se fabricar 
scaffolds bioreabsorvíveis, que além de mimetizar a MEC original, também possuam 
propriedades mecânicas similares ao menisco nativo. Ainda, pretende-se avaliar o 
comportamento in vitro de células meniscais e células-tronco mesenquimais quando 
cultivadas sobre o scaffold, bem como caracterizar a qualidade e conteúdo do novo 
tecido formado.
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