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Resumo

A interacdo entre células e nanoestruturas poliméricas vem sendo considerado um importante tema para a
biotecnologia. As fibras eletrofiadas apresentam estruturas porosas na ordem de submicrons com caracteristicas que
mimetizam os componentes fibrilares da matriz extracelular natural, favorecendo a atuacdo local efetiva de sistemas
bioativos. A complexagdo de acidos nucleicos com essas fibras e sua utilizacdo em terapias de recuperagdo funcional
e regeneracdo tecidual podem ser alternativas ao transplante celular e aos sistemas de entrega de proteinas indutivas.
Na customizacdo do perfil de interacdo entre essas matrizes e o material genético, ¢ relevante manter a disponibilidade
de seus tipos moleculares em concentragdes efetivas no microambiente, com maior expressdo génica e maior tempo
de acdo terapéutica. Ao se buscar equilibrio entre eficiéncia de transfeccdo e a viabilidade celular, diferentes
estratégias sdo seguidas, como a incorporagdo de polinucleotideos em solucBes poliméricas ou em emulsdes antes do
processo de eletrofiagdo, ou mesmo a funcionaliza¢do de nanofibras pela modificacdo de sua superficie. Diante disso,
esta revisdo tem por finalidade apresentar os diferentes métodos de producdo de nanofibras eletrofiadas
funcionalizadas com &cidos nucleicos e suas aplica¢des na rea da salde.

Palavras-chave: Nanofibras; Polinucleotideos; Funcionalizacéo.

Abstract

The interaction between cells and polymeric nanostructures has been considered an important topic for biotechnology.
The electrospun fibers present porous structures in the order of submicron with characteristics that mimic the fibrillar
components of the natural extracellular matrix, favoring the effective local action of bioactive systems. Complexation
of nucleic acids with these fibers and their use in functional recovery and tissue regeneration therapies have been
considered alternatives to cell transplantation and inductive protein delivery systems. In customizing the interaction
profile between these matrices and the genetic material, it is relevant to maintain the availability of their molecular
types in effective concentrations in the microenvironment, with greater gene expression and longer time for
therapeutic action. The development of an adequate balance between transfection efficiency and cell viability,
different strategies are followed, such as the incorporation of polynucleotides in polymeric solutions or emulsions
before the electrospinning process, or even the functionalization of nanofibers by modifying their surface. Because of
this, this review aims to present the different methods of producing electrophilic nanofibers functionalized with
nucleic acids and their applications in the health area.

Keywords: Nanofibers; Polynucleotides; Functionalization.

Resumen

La interaccion entre células y nanoestructuras poliméricas se ha considerado un tema importante para la
biotecnologia. Las fibras electrofilizadas tienen estructuras porosas del orden submicrénico con caracteristicas que
imitan a los componentes fibrilares de la matriz extracelular natural, favoreciendo la accion local efectiva de los
sistemas bioactivos. La complejacion de acidos nucleicos con estas fibras y su uso en terapias de recuperacion
funcional y regeneracion de tejidos pueden ser alternativas al trasplante celular y los sistemas de liberacion de
proteinas inductivas. Al personalizar el perfil de interaccion entre estas matrices y el material genético, es relevante
mantener la disponibilidad de sus tipos moleculares en concentraciones efectivas en el microambiente, con mayor
expresion génica y mayor tiempo de accidn terapéutica. Cuando se busca un equilibrio entre la eficiencia de
transfeccion y la viabilidad celular, se siguen diferentes estrategias, como la incorporacion de polinucleétidos en
soluciones o emulsiones poliméricas antes del proceso de electrohilado, o incluso la funcionalizacion de nanofibras
modificando su superficie. Por tanto, esta revision tiene como objetivo presentar los diferentes métodos de produccion
de nanofibras electrofilizadas funcionalizadas con &cidos nucleicos y sus aplicaciones en el area de la salud.

Palabras clave: Nanofibras; Polinucledtidos; Funcionalizacion.
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1. Introducéo

Nanofibras sdo materiais em escala submicrométrica e nanométrica que apresentam pequenos poros conectados as
camadas de fibras aleatoriamente depositadas (Brown et al., 2011). Sua produgdo faz uso de técnicas aplicadas em larga escala
como a fiacdo conjugada (Pike, 1999), fibrilacdo de pelicula fundida (Perez et al., 2000) e a fiagdo por sopro em solucdo (Perez
et al., 2000). Atendendo a diversas especificidades de sintese e as propriedades do material (viscoelasticidade, condutividade,
temperatura de transicdo vitrea e de degradacdo térmica) em associacdo as caracteristicas desejadas para as fibras (diametro,
comprimento, conformacdo sélida ou tubular, alinhamento e regularidade das fibras), outras técnicas também sdo utilizadas:
automontagem (Sun et al., 2017), molde estrutural (Tao & Desai, 2007), separacdo de fases (J. F. Kim et al., 2016; Zheng et
al., 2020), polimerizacéo interfacial (El-Basaty et al., 2020), fiagdo por sopro em solucéo (Song et al., 2020) e a eletrofiacéo.
Entre todos os métodos, a eletrofiagdo demonstra ser uma das mais simples e das mais reportadas na literatura (Deshawar et al.,
2020). As fibras eletrofiadas apresentam caracteristicas importantes que podem ser facilmente controlada, atendendo a
requisitos de aplicacGes especificas em sensores, catalise e compositos (Cheng et al., 2017; Villarreal-Gomez et al., 2016). As
fibras eletrofiadas apresentam elevada razéo entre area superficial e volume, poros altamente interconectados e com tamanhos
controlaveis pelas condices de preparagdo, possibilidades de funcionalizacdo, morfologia de superficie ajustaveis e
similaridade topografica com a matriz extracelular (Li & Xia, 2004; Sell et al., 2010).

As caracteristicas das fibras eletrofiadas tém sido especialmente Gteis em aplica¢fes como filtracdo (Yin et al., 2020),
catélise (Joshi et al., 2020; Liu, et al., 2020), curativos (Sandri et al., 2020), liberacdo de farmacos (Hou et al., 2020; Thakkar
& Misra, 2017), sistemas de conversdo e armazenamento de energia (Chen et al., 2020; Yar et al., 2020), catalise (Yang et al.,
2019), transportadores de enzimas (Chen et al., 2020), roupas de prote¢do UV (Zhu et al., 2015), sensores (Hui et al., 2017),
semicondutores (Wu et al., 2017), microencapsulacdo (Akbar et al., 2018), adsorvedores (Barbosa et al., 2019) e etc. Na
literatura, observa-se que a entrega de genes tem oferecido resultados promissores na introdugdo do agente terapéutico através
de sua complexagdo com fibras eletrofiadas, oferecendo recuperagdo funcional ou regeneracdo em niveis celular e histologico
(Malek-Khatabi et al., 2020). Em particular, na engenharia de tecidos, um dos mais importantes desafios é favorecer a
adequada vascularizacdo da regido afetada visto que tecidos com espessura de poucos milimetros podem ndo favorecer a
difuséo de nutrientes e produtos do metabolismo (Phelps & Garcia, 2009).

Um dos principais esforgos se refere & utilizacdo de fatores de estimulantes da angiogénese, como o fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) e suas isoformas. Esses peptideos sdo importantes na fase proliferativa e de maturacao
de processos de regeneracdo tecidual ao promoverem a estimulagdo de células endoteliais, a migracdo celular, além de
mediarem a permeabilidade microvascular (Distler et al., 2002; Okonkwo & DiPietro, 2017). Contudo, sua meia vida curta
para aplicacdes in vivo e multiplos sitios de ligagdo sdo incompativeis com a manutengdo de niveis terapéuticos (Rieux et al.,
2011). Diante disso, esforcos devem se voltar para entrega de fatores angiogénicos ao tecido isquémico de maneira que
atendam aos requisitos espacial e temporal de dosagem, evitando assim efeitos indesejados da administracdo sistémica desses
fatores (Phelps & Garcia, 2009).

Shea et al.,, (1999) mencionam a abordagem baseada no transplante de células para matrizes poliméricas
biodegradaveis, que orientam a formagdo de um novo tecido em determinada regido anatdmica antes de se degradarem. As
limitagOes incluem a necessidade de isolamento e expansdo de células in vitro, além do baixo indice de sobrevivéncia de
muitos tipos de células apds o transplante. Os autores citam também a utilizacéo de proteinas indutivas como, por exemplo, as
proteinas morfogenéticas 0sseas (BMP) e fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), cuja estabilidade pode ser

reduzida pelos sistemas de entrega.
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Enquanto alguns estudos utilizam DNA puro para transferéncia local, outros utilizam carreadores coloidais de genes
que empregam polimeros catiénicos para compactar DNA e melhorar a sua assimilacdo pela célula (Kim & Yoo, 2010). A
transferéncia de genes por transportadores ndo virais introduz alguns desafios que incluem a sua degradacdo no plasma, sua
assimilacdo pelo sistema mononuclear fagocitario e degradacdo lisossomal (Pouton & Seymour, 2001). Além disso, foi
observado por Shea et al., (1999) que a injecdo de plasmideo nao afeta significativamente a formacéo de tecido devido aos
baixos niveis de transferéncia génica e expressdo celular. Eles concluiram que a utilizagdo de matrizes de poli(acido latico-co-
acido glictlico) (PLGA) com DNA plasmideo (pDNA) permite sua liberagcdo controlada in vivo, levando a produgdo
terapéutica de proteinas indutivas, o que melhora o desenvolvimento tecidual.

A literatura aborda também a utilizacdo de nanofibras como alternativa aos tratamentos oncoldgicos convencionais,
que sdo administrados de forma sistémica. Uma estratégia é sua funcionalizacdo com RNAI para inibir a traducdo do mRNA,
suprimindo localmente a expressdo oncogénica ou induzindo a apoptose celular (Monaghan & Pandit, 2011). Experimentos
com esse objetivo foram conduzidos por Achille et al. (2012), que produziram nanofibras de policaprolactona (PCL) com
plasmideos codificadores de pequenos grampos de RNA (short hairpin RNA, shRNA). Esses grampos foram capazes de
silenciar o gene-alvo Cdk2, reduzindo a proliferagdo e viabilidade de células tumorais MCF-7 de neoplasia de mama. A
respeito da via de interferéncia por RNAI para controle de expressdo génica, o principal desafio é manter a disponibilidade de
seus tipos moleculares nas aplicacBes de longo prazo (Raemdonck et al., 2008).

Nos experimentos que envolvem transfeccdo de genes, é importante considerar a sua liberagdo controlada com o
objetivo de atingir concentracdes efetivas no microambiente que circunda a célula. Nie et al. (2009) observaram que baixas
concentracdes de DNA resultam em menor eficiéncia de transfeccdo. Isso também pode ser atribuido a abundéancia de
complexos de genes ap6s sua rapida liberacdo pela matriz, podendo perder sua funcionalidade quando ndo séo incorporados ao
genoma celular no devido tempo (Nie & Wang, 2007).

Diante disso, a incorporacdo de DNA, fatores de crescimento e enzimas conjugadas a fibras tem sido utilizada para
preservar sua bioatividade e funcionalidade. Esses nanomateriais tém sido promissores na medicina regenerativa por serem
biodegradaveis e biocompativeis, apresentarem interconectividade controlada com estrutura porosa para cultura celular e
possuirem propriedades mecanicas que podem mimetizar os componentes fibrilares da matriz extracelular natural (Roether et
al., 2018). As nanofibras melhoram a adsorcao de moléculas de adesdo celular, induzem interacdes entre a célula e a matriz
extracelular, suportam a diferenciacdo de células estaminais e ativam vias de sinalizacao celular (Li; Shanti & Tuan, 2007).

Para isso, as matrizes eletrofiadas incluem topografias da ordem de centenas de nanometros que permitem a utilizagéo
de nanofibras como substrato para cultura celular com dimensdes comparaveis as da matriz celular nativa, tendo atuac&o local
efetiva de sinais bioativos (Baek et al., 2020; Chew et al., 2006). Dvir et al. (2011), contudo, salientam que os didmetros das
fibras eletrofiadas estdo usualmente no limite superior da faixa de 50 a 500 nm observada nessa matriz. Em geral, para
porosidade de 20%, a largura média dos poros é o dobro do didmetro médio das fibras; para 80%, essa média é 20 vezes maior
(Greiner & Wendorff, 2007). Assim, biomoléculas, cuja dimensdo é da ordem de uns poucos nanémetros, podem facilmente se
difundir no meio.

Por outro lado, nanofibras de peptideos produzidas por automontagem possuem didmetros da ordem de 10 nm
formando poros que variam de 10 a 200 nm, o que permite envolver as células de maneira similar a matriz extracelular natural.
Esses sistemas de cultura tem a vantagem de incluirem estruturas secundarias funcionais que promovem aderéncia,

diferenciacdo e maturacdo (Gelain et al., 2006).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i5.14953

Research, Society and Development, v. 10, n. 5, €19210514953, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i5.14953

2. Metodologia

Esta revisdo tem carater analitico, qualitativo e integrativo, uma vez que que busca reunir o conhecimento referente ao
estado da arte em encapsulagdo de acidos nucléicos por fibras poliméricas eletrofiadas. Com a quantidade cada vez maior de
procedimentos de encapsulacdo de material genético em complexos poliméricos, resolvemos estender este olhar integrativo
sobre diferentes metodologias que contemplam deste procedimento. A coleta de dados foi realizada no periodo de janeiro/2020
a dezembro/2020 utilizando-se do Web of Science e Scientific Eletronic Library Online (SCIELO).

3. Resultados e Discussao

A eletrofiacdo é uma técnica eletrohidrodindmica que utiliza forcas eletrostaticas para producdo de fibras com
diametros na ordem de submicrons a partir de um fluxo de fluido carregado eletricamente (Huang et al., 2014). Em geral, a
eletrofiacdo é conduzida a partir de uma solugdo polimeérica dopada com aditivos de interesse.

A técnica de eletrofiagdo de solucdo polimérica inclui o processamento de polimeros termicamente instaveis e é feita
mediante evaporagdo de solventes organicos (Persano et al., 2013; Wang & Nakane, 2020). Esse processo pode ocorrer em
banho de coagulacdo contendo um solvente miscivel no solvente do polimero, o que auxilia na sua solidificagdo. Uma variante
desse processo € o eletrofiagdo em imerséo desenvolvido por Shepherd et al. (2017) e Divvela et al. (2018), que produziram
fibras em nanoescala pela coagulagdo do polimero ejetado em um meio dielétrico liquido composto por cloroférmio e dleo
mineral (Ko$t’akova et al., 2014). A eletrofiacdo Umida costuma ser mais lenta que a técnica convencional, que requer a
evaporacao do solvente a partir do filamento (Brown et al., 2016).

A técnica de eletrofiacdo por fusdo (MES), por outro lado, é capaz de produzir fibras a partir da extrusdo de uma
disperséo sélida de polimeros (Balogh et al., 2015). Na biologia celular sdo comumente utilizados polimeros biodegradaveis,
como PCL e poli(L-lactideo) (PLA). Além desses polimeros organicos sintéticos, biopolimeros naturais como DNA, fibroina
de seda, fibrinogénio bovino e humano, dextranos, colageno ou mesmo virus tem sido utilizados com sucesso na eletrofiacdo
(Li & Xia, 2004).

A configuracdo convencional para o sistema de eletrofiacdo consiste em trés componentes principais: uma fonte de
alta tensdo, uma agulha e coletor eletricamente aterrado. Na eletrofiacdo coaxial, em particular, solugdes poliméricas diferentes
sdo ejetadas de forma independente através de capilares concéntricos, permitindo a formacdo de um compdsito com morfologia
secundaria do tipo nucleo-casca (Li et al., 2020). O coletor, por sua vez, pode assumir diferentes configuracdes: a de uma
superficie plana ou de um eixo rotativo, dispostos verticalmente ou horizontalmente (Chen et al., 2017).

Na saida do capilar, o campo elétrico resulta em uma forca repulsiva no fluido, afilando-o na forma de Cone de
Taylor, em um angulo de 49,3° (Taylor, 1969). Quando a tensdo superficial é vencida, o fluido é impulsionado em dire¢do ao
coletor sobre o qual ocorre deposicdo de malha de ndo-tecido. Isso se deve as instabilidades adquiridas durante o alongamento
do fluido e a seu movimento de instabilidade aerodindmica conduzido por forcas fletoras ndo axissimétricas (Deshawar &
Chokshi, 2018). A literatura apresenta alguns motivos que explicariam essa instabilidade, como resultado das interages de
repulsdo no jato (Yarin et al., 2001), do aumento da densidade de carga durante o alongamento do jato, aumentando a repulsao
radial o que pode levar a separacdo do jato (Doshi & Reneker, 1995) e da instabilidade aerodindmica (Montinaro et al., 2015).

A fibra resultante possui diametro que varia de 100 nm a dezenas de micrometros, além de elevada area superficial
por unidade de massa, da ordem de 10% m2.g* naquelas fibras com menor didmetro (Chronakis, 2015). Um maior controle
sobre essa deposicao é operar na regido estavel proximo ao capilar, reduzindo sua distancia em relagdo ao coletor, o que pode
limitar a capacidade de remocdo de solvente por evaporagdo durante a eletrofiagcdo convencional (Han et al., 2007). Contudo, é

possivel imergir a fibra em banho ultrassénico seguida de secagem para remocao do solvente residual (Nabzdyk et al., 2014).
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Diante disso, é importante considerar a técnica eletrofiacdo Umida quando o acimulo e a toxicidade do solvente sdo
um problema na eletrofiacdo convencional. A temperatura de transicdo vitrea e de degradacdo térmica devem ser observadas
nesse processo, ndo sendo indicados polimeros termofixos e termicamente instaveis além de proteinas (Xue et al., 2019).
Durante o processo, pode ocorrer degradacdo térmica induzida por temperaturas elevadas durante a fusdo do material (Balogh
et al., 2014; Xue et al., 2017).

Devido a menor condutividade elétrica e maior viscosidade do polimero fundido comparadas a solugdo polimérica, o
didmetro das fibras produzidas por eletrofiagdo imida sdo tipicamente maiores (Liu et al., 2020). Isso se deve a necessidade de
forcas perturbadoras crescentes para superar a tensdo superficial do polimero fundido, que pode ser extraido a uma distancia
maior, mantendo sua trajetoria linear como resultado do aumento da regido de estabilidade entre o capilar e o coletor (Li et al.,
2020; Zhou et al. 2006). Por esse motivo, a técnica tem sido amplamente aplicada na producéo de malhas de fibras ordenadas.

Durante o processo de eletrofiacdo, fatores extrinsecos e intrinsecos modulam a morfologia estrutural das nanofibras,
devendo ser considerados na customizacdo do perfil de interacdo com &cidos nucleicos. Além disso, a cinética de liberagdo
dessas moléculas dependem invariavelmente da morfologia (Zandi et al., 2020). Os fatores extrinsecos envolvem umidade e
temperatura do ambiente e 0s intrinsecos estao relacionados ao processo e a solucdo polimérica, de modo que a abundéncia de
estruturas fibrosas é explicada pela contribuicdo relativa desses pardmetros bem como de sua dependéncia em relacdo a
natureza do polimero utilizado (Doshi & Reneker, 1995; Li & Tuan, 2009).

3.1 Importéancia dos fatores de producéo de fibras eletrofiadas

A tensdo elétrica e a taxa de injecdo da solucdo sdo menos efetivas em controlar a morfologia das fibras quando
comparadas aos parametros de solucdo (Chronakis, 2015). A tensdo aplicada apresenta menor efeito sobre a formacéo de gotas
e diametro da fibra do que a concentragdo da solugdo e o solvente utilizado (Jacobs et al., 2010). Contudo, a correlacdo entre
espessura da fibra e a tensdo utilizada é ambigua. Em geral, a intensidade do campo elétrico em uma pequena distancia entre a
ponta do capilar e o substrato permite reduzir substancialmente a tensdo aplicada (Huang et al., 2013). Fibras de maior
espessura, em geral, sdo resultado também de maiores taxas de infusdo, com as quais maior volume de solucdo € levado para a
ponta do capilar (Ziabari et al., 2010).

A elasticidade do fluido, determinada pela massa molecular do polimero, e sua concentracdo sdo fatores a serem
considerados na reducéo de imperfei¢cdes na rede resultante (Huan et al., 2015; Yu et al., 2006). Uma dispersao deve apresentar
um polimero de massa molecular elevada o suficiente para que ocorra o emaranhamento de cadeia (Luo et al., 2012). Quando
ndo ha atracdo coesiva suficiente para estabilizar o jato carregado, a solugdo é aspergida em direcdo ao coletor ou pode ainda
formar fibras com defeitos do tipo pérolas, como resultado de instabilidades observadas também em processos como a
atomizacdo eletrostética (Gafan-Calvo, 1997).

Como a maioria das fibras eletrofiadas sdo produzidas a partir de solugdes poliméricas, o diametro das fibras pode
variar com a sua concentracdo. Em geral, maiores concentra¢cdes do polimero normalmente resultam em fibras de maior
diametro; quando muito elevadas, produzem grande resisténcia a formagdo do jato (Kara et al., 2020). Liu e Reneker (2019)
salientam que mudancas no didmetro do jato inicial e a inclinacdo observada na transi¢cdo da gota para jato podem invalidar
essa correlacdo. As interacBes entre polimero e solvente sdo favorecidas pela elevada solubilidade, o que permite com que as
cadeias se expandam e maximizem essas interacdes. O uso de solventes de menor solubilidade aumenta a interagdo entre essas
cadeias (Luo et al., 2012).
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3.2 Interac¢des com &cidos nucleicos

Interacdes de matrizes eletrofiadas com polinucleotideos podem ser feitas por diferentes técnicas que incluem a
encapsulacdo dessas moléculas a partir da eletrofiacdo de emulsbes, solugBes ou suspensdes, podendo constituir fases
concéntricas, como na eletrofiacdo coaxial. As fibras também podem ser funcionalizadas ap6s a eletrofiacdo. Esses processos
envolvem a selecdo de materiais e condi¢fes de processamento para preservacdo da bioatividade dos agentes terapéuticos
(Zamani et al., 2013).

3.2.1 Encapsulacgéo

A encapsulacdo é o método mais simples no qual o &cido nucleico é disperso em solugdo polimérica para subsequente
fabricacdo de uma matriz hibrida com uma fase. A interacdo entre moléculas influencia na eficiéncia de encapsulacgdo, a partir
de sua distribuicdo no interior da fibra, bem como sua cinética de liberagdo. Assim, é importante considerar a combinacéao de
polimeros hidrofilicos e hidrofébicos para melhorar a encapsulagdo de polinucleotideos e controlar sua liberagdo (Cao et al.,
2010). A utilizagdo de polimero hidrofilico como o polietilenoimina (PEI), por exemplo, acelera a liberacdo de pDNA ao passo
em que a encapsulacéo de poliplexos de oligonucleotideos no interior da fibra pode retarda-la apds o pico inicial de liberacéo
(Yang et al., 2011).

A Tabela 1 apresenta aplicacbes para a encapsulacdo de acidos nucléicos previamente incorporados a solucéo
polimérica. Percebe-se que o método predominantemente utilizado é a eletrofiagdo convencional com capilar simples ou
coaxial. A utilizacdo desses capilares resulta em diferentes cinéticas de liberagdo dos oligonucleotideos.

Em geral, biomoléculas tendem a se acumular na superficie da fibra durante a eletrofiacdo, sendo inicialmente
liberadas em grandes quantidades, o que vem a afetar a sua biodisponibilidade no periodo de tratamento (Liu et al., 2020). A
liberacdo pode ser controlada por meio da degradagdo do componente biodegradavel da matriz. Dessa forma, a incorporacao de
polimeros como polietilenoglicol (PEG) pode aumentar a disponibilidade de oligonucleotideos ao sofrerem dissolugcdo em
contato com 0 meio, 0 que aumenta a area de contato da matriz eletrofiada e acelera sua degradacdo (Yang et al., 2012).

Por outro lado, a eficiéncia de transfeccdo de material genético € melhorada quando utilizadas nanoparticulas, técnicas
de eletrofiagdo coaxial ou modificagdo de superficie (Kim & Yoo, 2010; Liao et al., 2009; Nie & Wang, 2007). A utilizacdo de
polilactideo para formacdo de estruturas micelares com pDNA condensado foi eficaz em proteger o material genético durante a
eletrofiacdo e permitir sua transfec¢do (Liang et al., 2005). A configuragdo nucleo-casca, por sua vez, tem resultado em
melhores perfis de liberacdo, além de melhor biocompatibilidade e propriedades mecénicas em aplicagdes da engenharia de

tecidos quando comparadas as fibras produzidas por capilar simples (Nagiah et al., 2015).
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Tabela 1: Encapsulacdo acidos nucleicos pelo método de eletrofiacéo.

Polimeros! Solventes? Acido nucleico® Aplicagéo Capilar Referéncia
- Etanol e 4gua Na-DNA Entrega génica Simples (Fang & Reneker, 1997)
PLGA, PLA-PEG DMF pDNA Entrega génica Simples (Luu et al., 2003)
PLGA, LEL DMF pDNA-LEL Entrega génica Simples (Liang et al., 2005)
PEO Agua Na-DNA - Simples (Liu et al., 2007)
PCL, PEI-HA Metanol e pDNA Engenharia de Coaxial (Saraf et al., 2010)
PEG cloroférmio, tecidos
NaCl(aq)
PCL, PEG TFE SiRNA Entrega génica Simples (Cao et al., 2010)
PCLEEP TFE SiRNA Entrega génica Simples (Rujitanaroj et al., 2011)
siRNA-TKO
PCL DMF e THF pDNA Silenciamento de  Simples (Achille et al., 2012)
gene
PLGA Casca: HFIP pDNA Engenharia de Coaxial (Xie et al., 2016)
PEI Niicleo: 4gua tecidos

1. PLGA (poli(acido latico-co-acido glicdlico)), PLA-PEG (poli(D,L-lactideo)-poli(etileno glicol)), LEL (copolimero tribloco de acido
polilatico-b-polietilenoglicol-b-4cido polilatico), PEO (poli(6xido de etileno)), PCL (policaprolactona), PEI-HA (polietilenimina-acido
hialurénico), PCLEEP (caprolactona-co-fosfato de etileno etilico).

2. DMF (N,N-dimetilformamida), TFE (2,2,2-trifluoroetanol), THF (tetraidrofurano), HFIP (1,1,1,3,3,3 hexafluoro2-propanol).

3. pDNA (DNA plasmideo), siRNA (RNA de interferéncia curto), siRNA-TKO (RNA de interferéncia curto com agente de transfeccéo
TKO).

Fonte: Os autores (2021).

O primeiro estudo sobre eletrofiacdo de polinucleotideos foi desenvolvido por Fang e Reneker (1997), que utilizaram
Na-DNA de timo de bezerro como polimero em solugdes aquosas contendo diferentes concentracfes de etanol. Outro estudo
similar, utilizando DNA de testiculo de salméo, foi conduzido por Takahashi et al. (2005).

A primeira entrega de genes utilizando encapsulacdo de DNA por eletrofiacdo foi reportada por Luu et al. (2003).
Eles conseguiram controlar a liberagdo do pDNA pela mudanca na composicdo polimérica da fibra de PLGA com diferentes
concentragoes do copolimero em bloco PLA-PEG. Eles observaram que a liberagdo do DNA é mais lenta e menos eficiente a
medida que a relacdo superficie-volume diminui. A modulagdo da cinética de liberagdo bem como as propriedades de
transfeccdo génica foram demonstrados por Saraf et al. (2010) por meio dos pardmetros de processamento das matrizes
estudados.

Nanofibras de PLGA também foram produzidas por Liang et al. (2005) que utilizaram micelas de pDNA inicialmente

dispersos em N,N-dimetilformamida (DMT). O pDNA condensado foi encapsulado em copolimero tribloco de &cido
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polilatico-b-polietilenoglicol-b-acido polilatico (LEL). Os autores observaram que sua presenca protegeu 0 nicleo de
degradacdo mantendo sua bioatividade apés a eletrofiacdo sem, no entanto, ter efeito significativo sobre morfologia das
matrizes. A eficiéncia de transfeccdo foi maior quando as células foram colocadas nas fibras ao invés do meio de cultura
celular, o que os autores atribuiram a maior concentragdo local de DNA e a maior adesdo das células as fibras. Quanto ao
solvente, é sabido que essas moléculas poderiam permanecer intactas em DMF, sendo o tamanho do DNA um dos principais
pardmetros na determinacéo do seu grau de desnaturacéo (Ke et al., 2010).

Outra estratégia de protecdo do agente bioativo é sua encapsulagdo no ndcleo da fibra através da eletrofiacdo coaxial,
tendo a casca como uma barreira fisica (Chou et al., 2015). Saraf et al. (2010), por exemplo, avaliaram diversos parametros de
processamento em experimentos fatoriais fracionados na qual produziram fibras por eletrofiacdo coaxial com casca de PEI-HA
e PCL e com seu nucleo constituido de PEG e pDNA.

O pDNA em sua forma condensada, como resultado da presenca de NaCl e PEG de maior peso molecular, pode
potencialmente sofrer menos retengdo no interior da fibra coaxial, aumentando sua liberacdo e subsequente transfec¢do. A
complexagdo do pDNA com o r-PEI-HA, por outro lado, influencia na cinética de liberacéo pelo diferencial de condensagéo do
material genético no interior da fibra coaxial. O método de eletrofiacdo coaxial minimiza a interagdo do plasmideo com
solventes orgénicos, além de permitir a integracdo do pDNA sem a necessidade de processamento prévio para diminuir sua
bioatividade (Saraf et al., 2010).

Neste ponto, é importante ressaltar que o0 DNA apresenta elevada densidade de carga e sua estrutura helicoidal garante
sua rigidez termodindmica. Em solucdo com baixa concentragdo de NaCl, a molécula de DNA apresenta uma conformacao
aleatdria, menos flexivel que moléculas policatidnicas. Nessas condigdes, a viscosidade intrinseca do DNA, que é proporcional
ao seu volume molecular, é bastante elevada. Em 0,1 M de NaCl, por exemplo, a viscosidade intrinseca do DNA é cerca de
170 vezes maior que a do PAA; a mesma condicao é observada na presenca de outros polications (Kasyanenko et al., 2007).

Em contraste com os experimentos que utilizam pDNA para expressdo de proteinas especificas, a entrega de siRNA
resulta da repressdo uma expressao proteica especifica. Cao et al. (2010), por exemplo, produziram fibras eletrofiadas de PCL
com diferentes concentragdes de PEG aplicado no controle da taxa de liberacdo de siRNA. A matriz serviu de reservatorio de
siRNA com acéo terapéutica de longo prazo, com melhor silenciamento génico como resultado da auséncia de mudancas
significativas nesse efeito ao longo do tempo, sugerindo que o processo de encapsulagdo pode oferecer melhor protegdo a
molécula em condigdes fisiologicas. Rujitanaroj et al. (2011), por sua vez, utilizaram fibras eletrofiadas de um copolimero de
caprolactona e etil etileno fosfato (PCLEEP). O siRNA permaneceu encapsulado e em libera¢do continua por 28 dias, 0 mesmo
tempo observado por Cao et al. (2010).

No estudo conduzido por Achille et al. (2012) o pDNA incorporado as fibras de PCL permaneceram bioativas, com
capacidade de realizar transfeccdo para células MCF-7, transcricdo e traducdo, além do silenciamento do gene-alvo, com
reducdo de 50% dos niveis de Cdk2 mRNA. Eles observaram ainda que uma supressdo de 40% no nivel de proliferacao
celular, o que é comparavel a reducdo de 37% atribuida a transfeccao direta com plasmideo codificador de Cdk2 shRNA.

Os experimentos mostraram a viabilidade na utilizacdo de nanofibras no fornecimento de sinais topograficos e
bioquimicos sinérgicos para regulacdo do comportamento celular por meio da liberagéo controlada de RNA de interferéncia.
Essa molécula pode atuar em nivel transcricional, alterando a formacdo de heterocromatina, e em nivel pds-transcricional,
inibindo a traducdo de mRNA alvo ou entdo controlando sua através do complexo de silenciamento (Monaghan & Pandit,
2011).
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3.2.2 Emulséo
A Tabela 2 apresenta aplicacdes da encapsulacdo de &cidos nucléicos envolvendo a formacdo de emulsfes
homogéneas a partir das fases organica e aquosa. Nessa abordagem, o oligonucleotideo é emulsificado em uma solucéao
polimérica antes do processo de eletrofiacdo.
No entanto, as forcas de cisalhamento e interfaciais que podem atuar entre duas fases podem danificar a
macromolécula. Por isso, He et al. (2012) e Yang et al. (2011) recomendam condensar o0 DNA para evitar sua desnaturagao
durante o processo de eletrofiacdo. Sua interacdo com grupos amina de polimeros catidnicos pode reduzir o tamanho do

acido nucleico da ordem de micrémetros para ordem de centenas de nandmetros (Smedt et al., 2000).

Tabela 2: Encapsulacdo de DNA pelo método de eletrofiacdo por emulséo.

Polimeros! Solventes? Acido nucleico Aplicacao Capilar Referéncia

PLGA/HAp DCM e 4gua DNA/quitosana Entrega génica Simples (Nie & Wang, 2007)

PLGA DCM e 4gua DNA/quitosana Engenharia de tecidos  Simples (Nie et al., 2009)

PELA e PEG Cloroférmio e &gua pDNA Entrega génica Coaxial (Yangetal., 2011)
pDNA/PEI

PELA e PEG Cloroférmio e PBS pDNA/PEI Engenharia de tecidos Coaxial (Yang et al., 2012)

PELA e PEG Agua e cloroférmio pDNA/PEI Entrega génica Coaxial (He et al., 2012)

1. PLGA/HAp (poli(acido latico-co-acido glicdlico)/hidroxiapatita), PLGA ((poli(acido latico-co-&cido glicolico)), PEI (polietilenimina),
PELA (poli(etileno glicol)-poli(D,L-lactideo)), PEG (polietilenoglicol).

2. DCM (diclorometano), PBS (tampéo fosfato-salino).

Fonte: Os autores (2021).

Nie e Wang (2009) encapsularam complexos de pDNA e quitosana em compositos de PLGA com diferentes
concentragdes de HAp. Nos tratamentos em que nanoparticulas de pDNA/quitosana foram incorporadas as nanofibras, houve
significativo aumento nas concentracfes de sérum de plasmideo apds quatro semanas, havendo expressdo duradoura. Nas
fibras que sofreram modificagdo de superficie com as nanoparticulas e com DNA puro, esse aumento ocorreu nas duas
primeiras semanas. Yang et al. (2011), por sua vez, produziram emulsdes que foram eletrofiadas em fibras com nucleo
constituido de pDNA ou poliplexos de pPDNA-PEI. A adicdo de PEG na matriz teve efeito significativo no controle do perfil de
liberagdo desses poliplexos entre 6 e 25 dias, aumentando a eficiéncia de transfeccéo e a viabilidade celular. Testes in vivo em
ratos diabéticos apresentaram liberagdo gradual de pDNA seguida da expressdo significativa de fatores de crescimento, o que
resultou na rapida recuperacdo de ferimentos, com completa reepitelizacdo e regeneracdo dos apéndices da pele (Yang et al.,
2012).

A importancia da utilizacdo desses poliplexos de pDNA encapsulados na expressao genética foi observada por He et al.
(2012). Eles observaram a liberagdo continuada de pDNA a partir das fibras eletrofiadas, além da transfeccdo celular e
expressdo proteica. Em condigoes in vivo, eles observaram uma deplecdo mais intensa dos polications, o que provocou uma

condensacéo parcial do plasmideo liberado.
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3.2.3 Modificacéo superficial

Na modificacdo de superficie, polinucleotideos sdo ligados ou conjugados a superficie das fibras para acrescentar-lhe
biofuncionalidade, ndo sendo expostos ao processo de eletrofiagdo. Como se pode observar na Tabela 3, a funcionalizacéo
pode ocorrer pela adsorcdo direta dos polinucleotideos (Nie & Wang, 2007) ou alternadamente das espécies multivalentes
complementares (Sakai et al., 2009), pela incorporagdo de pDNA previamente encapsulado com nanoparticulas (Nie & Wang,

2007) ou ainda pela utilizagdo de ligantes clivaveis para bioconjugacéo (Kim & Yoo, 2010, 2013).

Tabela 3: Nanofibras modificadas com &cidos nucleicos na superficie.

Polimeros! Solventes? Incorporagéo Acido nucleico®  Aplicag&o Capilar Referéncia
PLGA DCM e agua Adsorcdo fisica DNA Entrega génica  Simples (Nie & Wang, 2007)
DNA/quitosana
PLGA DCM e agua Adsorgdo fisica DNA Engenhariade  Simples (Nie et al., 2009)
DNA/quitosana  tecidos
PLLA Cloroférmio Camada a camada DNA/PEI Entrega génica  Simples (Sakai et al., 2009)
PCL-PEG Metanol e Bioconjugacéo pDNA Entrega génica  Simples (Kim & Yoo, 2010)
cloroférmio
PCL, PEl e Cloroférmio, DMF  Adsorgéo fisica pDNA Entrega génica  Simples (Zhang et al., 2011)
PEI-PEG
PCL-PEG Metanol e Bioconjugacéo SiRNA Entrega génica  Simples (Kim & Yoo, 2013)
cloroférmio
PET HFIP Adsorgéo fisica SiRNA/PEI Entrega génica  Simples (Nabzdyk et al., 2014)
PLGA THF, DMF Camada a camada pDNA Entrega génica  Simples (Ramalingam et al., 2016)
NBR, PEGDM  Cloroférmio Adsorgdo fisica ssSDNA Sensor Simples (Kerr-Phillips et al., 2018)
PCL HFIP Bioconjugacéo DNA Engenhariade  Simples (Malek-Khatabi et al., 2020)

DNA/quitosana

tecidos

1. PLGA ((poli(acido latico-co-acido glicdlico)), PEI (polietilenimina), PELA (poli(etileno glicol)-poli(D,L-lactideo)), PLLA (poli(acido L-
latico)), PCL (policaprolactona), PEG (polietilenoglicol), PET (politereftalato de etileno), NBR (borracha de acrilonitrilo butadieno),
PEGDM (dimetacrilato de polietilenglicol).

2. DCM (diclorometano), HFIP (1,1,1,3,3,3 hexafluoro2-propanol), THF (tetraidrofurano), DMF (N,N-dimetilformamida).

3. pDNA (plasmideo), siRNA (RNA interferente curto), ssDNA (DNA de fita simples).

Fonte: Os autores (2021).

Os sistemas com nanofibras de PLGA/HAp produzidas por Nie e Wang (2007) tiverem diferentes perfis de liberacéo

de pDNA. As matrizes com complexos de pDNA/quitosana foram capazes de manter a liberacdo por até 60 dias, sendo a
técnica de encapsulacdo a que resultou em maior tempo e maior eficiéncia de transfeccdo em comparacao a imobilizagdo na
superficie. Em testes in vivo para tratamento de defeito na tibia de camundongos, as matrizes com pDNA nu em sua superficie
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apresentaram melhores resultados em duas semanas, ao passo que naquelas com oligonucleotideos encapsulados, ap6s quatro
semanas (Nie et al., 2009). No entanto, é necessario haver um equilibrio entre a eficiéncia de transfeccdo e a viabilidade
celular. A liberacdo inicial consideravel dessas nanoparticulas leva a uma elevada citotoxicidade e menor expressdo génica a
longo prazo.

Por outro lado, a expressdo transgénica pode ser controlada variando sua concentragcdo e o nimero de camadas
depositadas na superficie da fibra. Sakai et al. (2009), por exemplo, modificaram a superficie de fibras eletrofiadas de PLLA
com a adsorcdo camada a camada (LbL) de complexos de PEI e DNA presentes em solugdo. Ramalingam et al. (2016), por sua
vez, utilizaram a técnica camada por camada para a formagdo de nanocamadas de quitosana (polimero catidnico) e alginato
(polimero anibnico). Nesse experimento, complexos de pDNA-dendrimeros e pDNA-PEI foram imobilizados nas fibras a
partir da interacdo em uma dispersao.

Polimeros catidnicos como PLLA sdo vetores promissores para terapia génica, como alternativa aos virus por estes
possuirem alta citotoxicidade e imunogenicidade, sendo o PEI, sobretudo na forma linear, um dos mais importantes agentes de
transferéncia (Itaka et al., 2004; Kondinskaia et al., 2016). Honoré et al. (2005) ndo observaram qualquer inibi¢do dos pDNA
complexados com derivados de PEI nas propor¢des consideradas 6timas para transferéncia génica.

Diante disso, a estabilidade do complexo DNA-polication depende fortemente da concentracdo do polimero e da
estrutura quimica/estado de protonacdo do polimero catiénico. O PEI forma complexos com maior carga positiva devido a alta
afinidade com grupos fosfato. PEI e PEA tém o mesmo nivel de protonacéo, sendo que a diferenca esta na hidrofobicidade da
cadeia principal: o PEI possui grupos amina na cadeia principal enquanto o0 PVA nédo possui (Kondinskaia & Gurtovenko,
2018). Uma outra abordagem é a formacdo de polications nas nanofibras antes da funcionalizacdo com oligonucleotideos.
Nabzdyk et al. (2014) realizaram esse processo através da incubacdo das fibras de PET em solugéo de etilenodiamina.

A eficiéncia de incorporagdo de DNA (w/w, %) foi analisada por Kim & Yoo (2010). Uma maior eficiéncia é
explicada quando a razdo de cargas entre nitrogénio-fosfato do LPEI imobilizado e do DNA incorporado aumenta, 0 que pode
ser explicada pela elevada densidade de carga positiva na superficie da fibra comparada & densidade de anions sobre o DNA.
Eles concluiram que exposi¢do da Ulcera diabética as nanofibras aceleraram a expressao do transgene pela complexagdo entre o
LPEI e o DNA liberados, em resposta as metaloproteinases.

Em outro experimento utilizando a mesma matriz, Kim & Yoo (2013) utilizaram solu¢fes concentradas de siRNA
para aumentar a eficiéncia de incorporagdo do material genético sobre a matriz, pois o siRNA apresenta menor densidade de
carga anidnica e consequentemente resulta em interagdes mais fracas quando comparadas ao DNA. Os autores, contudo,
observaram que a eficiéncia de incorporacdo do siRNA independe daquela razdo de cargas N/P, ao qual poder-se-ia atribuir o
baixo peso molecular dessa molécula. Os autores concluiram que as nanofibras com razdo N/P=32 administradas em Ulceras
diabéticas in vivo resultaram em recupera¢do mais rapida quando comparadas as solu¢des de siRNA. Honoré et al. (2005), por
outro lado, apontam que a razdo N/P influencia a condensacdo do DNA e, em consequéncia, determina a acessibilidade do
plasmideo aos mecanismos de transcrigdo.

Kerr-Phillips et al. (2018) produziram microfibras de NBR e PEGDM por eletrofiagdo convencional e as utilizaram
em sensores para deteccdo de linfoma ndo-Hodgkin. Sua estrutura é similar aquelas produzidas por eletrofiacdo coaxial;
porém, é resultado da polimerizacdo do EDOT e formacdo de PEDOT interpenetrado nas microfibras. Moléculas de PAA
foram ligadas a superficie da fibra e uma sonda covalentemente ligada a ThPhEG:THPhCONH foi sintetizada
potenciodinamicamente sobre esse polimero. Os autores justificam a utilizacdo do PAA pela sua hidrofobicidade, o que reduz

0 contato do substrato com a &gua, ndo afetando o desempenho do sensor.
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3.2.4 Adsorcéo

Diferente das estratégias direcionadas a entrega génica, a adsorcdo pode ser investigada no ambito da remocédo de acidos
nucleicos de solugBes como alternativa para técnicas de biologia molecular (Barbosa et al., 2019). Nesses casos, pode-se
explorar a formacdo de complexos estabilizados por grupos amina protonados do polication e grupos fosfato do DNA
(Kondinskaia et al., 2016). A Tabela 4 apresenta os estudos de adsorcdo de DNA por fibras produzidas por eletrofiacdo

convencional.

Tabela 4: Adsorcdo de DNA por fibras eletrofiadas.

Polimeros! Solvente? Capilar g (mg.g') Isoterma Cinética  Referéncia

Acetato de DCMe Simples 23,51 Langmuir - (Demirci et al., 2014)
celulose metanol

Eudragit-E100, Etanol e 4gua Simples 44,31 Langmuir e PSO (Barbosa et al., 2019)
PEO Freundlich

1. PEO poli(6xido de etileno).
2. DCM (diclorometano).
Fonte: Os autores (2021).

Demirci et al. (2014) produziram fibras de acetato de celulose (CA) que foram funcionalizadas com crescimento de
poli(VBTAC)) mediado por transferéncia reversivel de cadeia por adigdo-fragmentacdo (RAFT) na superficie. As fibras
catidnicas de poli(VBTAC)-g-CA entdo produzidas interagiram em meio aquoso com diferentes concentra¢cdes de dsDNA
marcado com Cy3. Essas fibras apresentaram capacidade maxima de 23,51 mg.g* segundo o modelo de Langmuir (1916), que
considera a adsor¢do em monocamada, sobre uma superficie uniforme com sitios finitos para interacdo. Esse valor é bastante
superior ao observado nos ensaios com fibras de acetato de celulose que foi de 2,4 mg.g™.

Barbosa et al. (2019), por sua vez, desenvolveu nanofibras de Eudragit-E100 e PEO por eletrofiacdo para adsorcéo

de ssDNA de esperma de salmdo. A partir dos ensaios em diferentes concentracbes do &cido nucleico, as fibras a
apresentaram capacidade méaxima de 44,31 mg.g™* segundo o modelo de Langmuir (1916) e a cinética de adsorcédo seguiu o
modelo de pseudo segunda ordem, indicando que o processo € homogéneo.

Assim, as fibras eletrofiadas poderiam integrar estratégias em processos de separacdo, no esforgo para redugdo no
numero de etapas de extracdo e purificacdo de DNA de interesse visando sobretudo o desenvolvimento de novas abordagens
de diagndstico de doengas com facil manipulacdo de material biolégico (Habyarimana et al., 2018; Maciel et al., 2018; Tan
& Yiap, 2009). Com o desenvolvimento da engenharia genética, h4 de se considerar também os riscos de transferéncia
horizontal de genes ou “polui¢do génica”, sendo oportuno o desenvolvimento de matrizes para captura de DNA

recombinante (Baquero, 2004; Panoff & Chuiton, 2004).

4. Consideracdes Finais

As fibras eletrofiadas podem ser facilmente produzidas e suas caracteristicas ajustadas segundo um perfil adequado de
liberagdo de polinucleotideos, tendo como finalidade a manutencdo de concentracdes de seus tipos moleculares em niveis
terapéuticos e por maior tempo. A literatura mostra que o grande desafio é evitar o pico de liberacdo inicial dessas moléculas,
quer variando o componente biodegradavel da matriz pela combinagdo de polimeros hidrofilicos e hidrofdbicos, quer

funcionalizando essas fibras com DNA ou RNA na superficie ou em seu interior. A utilizacdo de polimeros como a PEI e PEG
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pode aumentar a disponibilidade desses acidos nucleicos no microambiente. Para reduzir a degradacdo do material genético em
condic@es fisioldgicas é comum a encapsulacdo dessas moléculas por eletrofiacdo coaxial, com o agente bioativo no nucleo. A
utilizacdo de fibras eletrofiadas funcionalizadas com material genético se mostra promissor nas terapias de reconstrucdo
tecidual bem como no silenciamento génico local, por terem caracteristicas customizaveis que permitem modular a
disponibilidade de material genético além de permitir sua integridade. Além disso, o emprego de fibras eletrofiadas
complexadas com material representa um excelente protétipo de curativo inteligente, ao permitir boa adesdo com o tecido,
trocas gasosas e demais pardmetros de interacdo do curativo com o ferimento, viabilizando com que menor quantidade de

antibiotico seja utilizado em tratamento de ferimentos cronicos.
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