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RESUMO

A populacdo mundial esta alcangando a marca de oito bilhGes de pessoas, nimero que cresce a
cada dia, aumentando exponencialmente a demanda por alimentos. Para que a producdo de
carne acompanhe a demanda futura, sdo necessarias transformacdes nos sistemas alimentares.
A carne cultivada surge como uma fonte alternativa de proteina que pode atender & demanda
futura. Para criar um tecido muscular estruturado, as células séo geralmente cultivadas em uma
estrutura 3D comestivel (scaffold), que suporta estrutural e biologicamente sua montagem. Os
scaffolds visam se assemelhar as propriedades estruturais e bioquimicas da matriz extracelular
(ME) que suporta a estrutura e a funcdo das células em tecidos naturais. O objetivo deste
trabalho foi fazer uma revisao bibliografica sobre scaffolds de origem polimérica ou vegetal
usados para estruturacao de carne cultivada. A escolha de um scaffold apropriado depende das
propriedades do material, considerando a taxa de fixacdo, custo e perfil de degradacdo. Os
materiais mais utilizados sdo: polimeros sintéticos, peptideos de automontagem, moléculas da
matriz extracelular e materiais derivados de plantas e fungos. O uso dos polimeros sintéticos se
da devido a possibilidade de ajustes precisos nas suas propriedades fisicas e quimicas, porém,
muitos deles ndo sdo comestiveis e tém taxas de degradacdo lentas, gerando uma etapa custosa
de dissociacdo. Peptideos de automontagem se organizam em estruturas tridimensionais
complexas que simulam a ME, mas tem um alto custo de fabricacdo. As moléculas da matriz
extracelular conseguem simular a complexidade da ME a partir de uma ou mais das principais
proteinas estruturais, desenvolvendo fatores de crescimento, fatores de transcricédo e citocinas
para estimular o comportamento celular normal, garantindo a biocompatibilidade dos scaffolds.
Materiais derivados de plantas e fungos, por possuirem estruturas naturais, podem reduzir a
complexidade do processo de fabricacdo e aumentar a eficiéncia da producdo de carne
cultivada. Vérios materiais podem ser combinados a fim de obter as vantagens de cada um. Os
tipos de scaffold possiveis de se atingir sdo os fibrosos, porosos, micro carreadores e hidrogéis,
e as técnicas de estruturacdo que podem ser empregadas envolvem bioimpressdo 3D, micro
fluidica, liofilizacdo, cultura dindmica, eletrofiacdo, e também a partir de abordagens livres de
scaffolds. A bioimpressdo 3D produz hidrogéis camada por camada, permitindo a criacdo de
uma estrutura estavel para processamento posterior. A micro fluidica e as culturas dindmicas
produzem micro carreadores, sendo a vantagem da micro fluidica a obtencao de fluxo laminar,
fendmeno impossivel de alcancar em dispositivos de grande escala, e a das culturas dindmicas
a criacdo de um ambiente controlado em um biorreator. A liofilizagdo produz scaffolds porosos,
que estrutura similar a uma esponja, fornecendo a estabilidade mecanica necessaria para que as
células cultivadas formem tecidos. A eletrofiacdo € uma técnica que produz scaffolds fibrosos.
E um método simples, barato e j& utilizado em diversos ramos industriais. Embora seja versétil
e com potencial para producdo em larga escala, sua aplicacdo em sistemas alimentares ainda
ndo é muito pesquisada. De modo geral, este estudo destaca a diversidade de materiais e
técnicas ja utilizadas e possiveis aplicacdes futuras para a producdo de scaffolds de origem
vegetal para carne cultivada.

Palavras-chave: scaffold; carne cultivada; agricultura celular; biomateriais; bioimpressao 3D



ABSTRACT

The world population is reaching the mark of eight billion people, a number that grows every
day, exponentially increasing the demand for food. For meat production to keep up with future
demand, transformations in food systems are necessary. Cultured meat emerges as an
alternative source of protein that can meet future demand. To create structured muscle tissue,
cells are usually grown on an edible 3D structure (scaffold), which structurally and biologically
supports their assembly. Scaffolds aim to resemble the structural and, to some extent,
biochemical properties of the extracellular matrix (ME) that supports the structure and function
of cells in natural tissues. The objective of this work was to review the literature on scaffolds
of polymeric or vegetable origin used for structuring cultivated meat. The choice of an
appropriate scaffold depends on the properties of the material, considering the fixation rate,
cost and degradation profile. The most used materials are: synthetic polymers, self-assembly
peptides, extracellular matrix molecules and materials derived from plants and fungi. The use
of synthetic polymers is due to the possibility of precise adjustments in their physical and
chemical properties, however, many of them are not edible and have slow degradation rates,
generating a costly step of dissociation. Self-assembly peptides are organized into complex
three-dimensional structures that simulate EM, but have a high manufacturing cost.
Extracellular matrix molecules can simulate the complexity of EM from one or more of the
main structural proteins, developing growth factors, transcription factors and cytokines to
stimulate normal cell behavior, ensuring the biocompatibility of scaffolds. Materials derived
from plants and fungi, because they have natural structures, can reduce the complexity of the
manufacturing process and increase the efficiency of cultivated meat production. Various
materials can be combined in order to get the advantages of each. The types of scaffolds that
can be achieved are fibrous, porous, micro carriers and hydrogels, and the structuring
techniques that can be employed involve 3D bioprinting, microfluidics, freeze-drying, dynamic
culture, electrospinning, and even scaffold-free approaches. 3D bioprinting produces hydrogels
layer by layer, allowing the creation of a stable structure for further processing. The
microfluidics and dynamic cultures produce micro carriers, being the advantage of
microfluidics to obtain laminar flow, a phenomenon impossible to achieve in large-scale
devices, and the dynamic cultures to create a controlled environment in a bioreactor.
Lyophilization produces porous scaffolds, which structure is similar to a sponge, providing the
mechanical stability necessary for cultured cells to form tissues. Electrospinning is a technique
that produces fibrous scaffolds. It is a simple method, inexpensive and already used in several
industrial branches. Although it is versatile and with potential for large-scale production, its
application in food systems is not yet much researched. In general, this study highlights the
diversity of materials and techniques already used and possible future applications for the
production of scaffolds for cultivated meat.

Keywords: scaffold; cultured meat; cell agriculture; biomaterials; 3D bioprinting
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1 INTRODUCAO

A populacdo mundial esté alcancando a marca de oito bilhdes de pessoas, e crescendo
mais a cada dia. Estimativas mostram que até 2050 esse numero chegara a um total entre 9 e 11
bilhGes, causando também um aumento exponencial na demanda por alimentos (R606s et al.,
2017). Sabe-se que o consumo de carne, obtida convencionalmente a partir de animais de
producdo, é universalmente considerado parte fundamental da dieta humana. No entanto, a
producdo tradicional de carne impd@e vérias questdes ambientais e de sustentabilidade, incluindo
0 esgotamento dos recursos de terra e agua doce, emissao de gases de efeito estufa e conversédo
ineficiente de nutrientes (Bhat et al., 2017).

Ainda conforme Bhat et al. (2017), infeccdes transmitidas por alimentos, doencas
associadas a dieta, doencas infecciosas e resisténcia a antimicrobianos sdo apenas alguns dos
problemas ligados ao setor da pecuaria. Outras problematicas da pecuéria intensiva, que vem
se desenvolvendo desde a década de oitenta, sdo crises de saude publica, como a encefalopatia
espongiforme bovina e a contaminacao de produtos de criacdo de frangos, bovinos, suinos, leite
e salmdo com dioxinas e, mais recentemente, a gripe suina e gripe aviaria (Bellet et al., 2019).

Também pode-se destacar que a intensificacdo da producdo agropecuéria esta envolvida
na emissao de gases de efeito estufa (GEE), principalmente metano e 6xido nitroso. Conforme
relatado por Guerci et al. (2013) e Godfray et al. (2018), a agricultura contribui com 10-12%
das emissdes totais, enquanto a producao de gado, especialmente ruminantes, contribui com um
total de 14,5%. Devido a emissdo de GEE e a necessidade de crescimento do setor para
alimentar a populacdo cada vez maior, surgem as preocupacdes publicas com as mudancas
climaticas. Essas, parecem direcionar o comportamento de compra dos consumidores, pelo
menos até certo ponto, ja que o aumento da cobertura da midia sobre as mudancas climaticas
esta associado a diminuigdo da demanda por carne bovina (Godfray et al., 2018). Apesar da
maior conscientizacdo sobre as mudancas climaticas, o consumo global de carne continua a
aumentar de forma constante (FAO, 2022; Tonsor et al., 2018), sugerindo que o desejo de evitar
impactos climaticos ndo &, por si s, suficiente para reduzir significativamente o consumo de
carne.

Para que a producdo de carne acompanhe a demanda futura, sdo necessarias
transformac0es, e ndo melhorias incrementais, nos sistemas alimentares e suas cadeias de
suprimentos associadas (Stoll-Kleemann et al., 2015). Sendo assim, a carne cultivada surge
como uma fonte alternativa de proteina que pode atender a demanda futura, a0 mesmo tempo

em que aborda os desafios associados a pecuéria tradicional (Stoll-Kleemann et al., 2015). A
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partir da carne cultivada busca-se alcancar caracteristicas de produto que garantam atributos
sensoriais e nutritivos iguais (ou melhores) aos produtos de carne convencionais (Stoll-
Kleemann et al., 2015). A carne cultivada representa a producdo in vitro de carne sem o
sacrificio de animais. Mais especificamente, ela € produzida a partir de células usando técnicas
de engenharia de tecidos. A técnica requer o isolamento de algumas células de animais vivos
por meio de bidpsia, seguida de sua expansao em biorreatores para produzir uma massa celular
substancial. Essa producéo envolve principalmente a geracdo de tecido muscular esquelético.
No entanto, muitas vezes inclui adipdcitos para producdo de gordura, fibroblastos e/ou
condrdcitos para geragdo de tecido conjuntivo e células endoteliais para fornecer vascularizagdo
(Djisalov et al., 2021).

Apesar de ja existirem empresas que produzem carne cultivada no mercado, muitos
desafios precisam ser resolvidos, como os altos gastos de fabricacdo e a aceitacdo do
consumidor (The Good Food Institute, 2022). Entdo, para criar uma constru¢do de tecido
semelhante a um mdsculo, ou seja, a carne cultivada estruturada, as células sdo geralmente
cultivadas em um scaffold, que é uma espécie de “andaime”, comestivel, que suporta estrutural
e biologicamente sua montagem. Etapas adicionais de processamento podem ser aplicadas para
melhor imitar o sabor, a textura e os valores nutricionais da carne convencional (Djisalov et al.,
2021). Além disso, para que esse campo atinja todo o seu potencial, desafios tecnoldgicos
significativos precisam ser resolvidos, como estabelecimento de linhagens celulares
padronizadas, otimizacdo de meios de cultura, design de bioprocessamento e tecnologia de
scaffolds. Principalmente, o estabelecimento de tecnologias de scaffolds que suportam o
crescimento e a morfologia celular. Em geral, os scaffolds de suporte celular visam se
assemelhar as propriedades estruturais e, até certo ponto, bioquimicas da matriz extracelular
(ME) que suporta a estrutura e a funcdo das células em tecidos naturais (Cai et al., 2020).
Consequentemente, varias tecnologias de scaffolds, incluindo eletrofiacdo, eletro spray,
bioimpressdo 3D e extrusdo, foram propostas para fabricar estruturas 3D com caracteristicas
bioldgicas, estruturais e mecanicas adequadas. Para sua aplicacdo em carne cultivada, no
entanto, os valores nutricionais dos scaffolds e sua seguranga também devem ser levados em
consideracdo (Cai et al., 2020).

Até 0o momento, a producéo de carne cultivada é um topico muito debatido com opinides
conflitantes sobre sua real viabilidade e sustentabilidade. Por este motivo, esta reviséo visa
descrever os principais scaffolds que vém sendo testados e utilizados, abordando as

metodologias utilizadas para estruturacédo de carne cultivada.
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2 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo é fazer uma revisdo bibliografica usando as publicagdes
dos dltimos cinco anos sobre scaffolds de origem polimérica ou vegetal usados para

estruturacéo de carne cultivada.

2.1  OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Descrever o processo e 0s elementos basicos para a producao de carne cultivada;

b) Descrever os principais materiais de origem polimérica ou vegetal usados para producéao
de scaffolds;

c) Descrever os métodos que vém sendo utilizados para producdo de scaffolds e suas
limitacdes;

d) Apontar os principais desafios na producao de scaffolds de origem ndo animal.

14



3. PROCESSO DE PRODUCAO DE CARNE CULTIVADA
3.1. ESTRUTURA DO TECIDO MUSCULAR

Para desenvolver aplicagbes com scaffolds para carne cultivada através da engenharia
de tecidos musculares, é necessario conhecer a estrutura de tecido muscular natural. Os
vertebrados possuem trés classes de masculos, os do esqueleto, lisos e cardiacos. Para carne
cultivada, é utilizado majoritariamente o tecido esquelético, visto que geralmente sdo tecidos
bem conservados entre as espécies (Bomkamp et al., 2021). Para discussdo da fabricacdo da
carne cultivada (CC), serdo considerados tecidos musculares de espécies vertebradas, como
mamiferos, aves e musculo de pescados. Outros estudos podem, ainda, abordar o uso de tecidos
de camarao, lula e foie gras (Bomkamp et al., 2021).

Sabe-se que a textura fibrosa da carne vem da sua estrutura hierarquica tecidual. A fibra
muscular, também conhecida como miofibra ou célula muscular, € a unidade funcional
principal. Ela possui tecido conjuntivo, que a envolve, gordura intramuscular, vasculatura e
nervos. Essas fibras musculares sdo ordenadas em feixes, denominados fasciculos (Listrat et
al., 2016). O tecido conjuntivo € dividido em trés partes, o endomisio, perimisio e epimisio, e
cada uma delas envolve, respectivamente, fibras musculares, fasciculos e os masculos inteiros
(Listrat et al., 2016).

Ainda sobre a estrutura hierarquica dos tecidos e sua importancia para a fabricacao de
CC, sabe-se que a vascularizacdo ndo tem contribuicdo nas propriedades organolépticas da
carne, apenas realiza o transporte de oxigénio, nutrientes e minerais, tornando necessario a
replicacdo de maneira diferente na CC (Gholobova et al., 2020; Levenberg et al., 2005). A
reproducdo dos nervos da carne na CC tampouco é desejada no sentido sensorial, porém, eles
podem contribuir para a maturacao da fibra muscular (Das et al., 2020; Kim et al., 2020).

Em se tratando das propriedades nutricionais da carne, seu alto valor de proteinas de
alta qualidade, que contém todos 0s aminoéacidos, além dos &cidos graxos essenciais, vitaminas
e minerais também é desejado na carne cultivada. Para garantir as mesmas propriedades
nutricionais, € fundamental que o tecido recriado seja composto em aproximadamente 90% de
seu volume de musculo, e os outros 10% de gordura e tecido conjuntivo (Listrat et al., 2016).
A gordura intra-muscular € um dos fatores determinantes para a suculéncia e sabor da carne
(Listrat et al., 2016). As gorduras intra-musculares também contribuem para a maciez e séo
fontes de vitaminas lipofilicas A, D, K, E, e lipidios essenciais, como 6émega 3 (Fish et al.,

2020). Elas sdo compostas de adipdcitos, lipidios estruturais, fosfolipidios e lipidios intra-
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celulares (Listrat et al., 2016) e seu teor varia de acordo com diversos fatores, como espécie,
tipo de masculo, raga e alimentacao.

Fibras musculares maduras sdo muito longas quando comparadas com as demais células
do corpo. Elas sdo multinucleadas, com até 100 ndcleos (Lodish et al., 2000) e ficam embaladas
em miofibrilas, feixes de filamentos contrateis compostos por longas cadeias de actina e
miosina. Os filamentos s&o divididos em unidades contrateis funcionais denominadas
sarcOmeros. A sobreposicdo de actina e miosina dentro das miofibrilas d& aos musculos a sua
aparéncia estriada caracteristica (Listrat et al., 2016).

Essas fibras musculares ficam em um tecido conjuntivo denso, composto por moléculas
da matriz extracelular. As distin¢Ges entre endomisio, perimisio e epimisio sdo baseadas em
observacBes microscopicas, essas diferencas na composicdo molecular das trés camadas sugere
0 seguinte: o endomisio, que envolve as fibras musculares, possui uma rede colagena
mecanicamente mais forte quando comparada com o perimisio e epimisio. Bodiou et al., 2020
estimaram que essa rigidez muscular esta na faixa de 2—12 kPa, o que pode ser benefico para a
expansdo celular, e que o aumento da rigidez tecidual poderia induzir a diferenciacdo (Bodiou
et al., 2020). Porém, o tecido ndo é homogéneo, e podem haver variacdes na sua rigidez, o que
confere a textura e maciez finais do produto. A matriz extracelular tem efeitos profundos na
qualidade da carne, relacionados com os seus efeitos bioldgicos no tecido vivo e até com
alteracdes durante o post-mortem. Os componentes principais da matriz extracelular sdo o
colageno, proteoglicanos e glicoproteinas (Nishimura et al., 2015).

O colageno é uma proteina fundamental na estrutura do tecido muscular. Sua reticulacao
desempenha um papel significativo nas propriedades mecanicas, podendo variar de acordo com
o tipo de musculo, espécie e idade (Listrat et al., 2016). E importante ressaltar que musculos
com maior teor de coldgeno podem ser menos nutritivos, devido ao aumento da quantidade de
glicina, um aminoacido ndo essencial (Listrat et al., 2016), e a auséncia do aminoacido essencial
triptofano (Paul et al., 2019). Em frangos e suinos, acredita-se que as diferencas nos niveis de
colageno ndo tenham grande impacto na qualidade sensorial dentro de uma faixa tipica (Listrat
et al., 2016). Isso ocorre porque a maioria dos animais criados para consumo sdo abatidos
quando ainda jovens, momento em que 0s niveis de reticulacdo de colageno sdo baixos. Por
outro lado, nos peixes, o colageno muscular apresenta baixa estabilidade térmica, o que resulta
em perda de estrutura durante o cozimento. Esse fenémeno é responsavel pela textura escamosa
da carne de peixe cozida, devido a fusdo do colageno. Para o cultivo de peixes, é necessario

desenvolver scaffolds que possuam essa menor estabilidade térmica, seja por meio de uma
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temperatura de fusdo mais baixa ou pela promogéo da secrecdo de colagenos adequados. 1sso
permitiria a degradacdo do suporte original, resultando na textura desejada do produto cozido.

Além do colageno, os proteoglicanos e as glicoproteinas também desempenham um
papel importante na matriz extracelular muscular. Essas macromoléculas sdo compostas por
uma proteina ligada a um carboidrato, sendo que os proteoglicanos contém glicosaminoglicanos
hidratados, como heparan sulfato e sulfato de dermatan (Gillies et al., 2011). Os proteoglicanos
contribuem para a ligacdo entre a membrana basal e o colageno no endomisio colagenoso, além
de atuarem no sequestro de fatores de crescimento. No tecido muscular, os proteoglicanos mais
comuns sdo aqueles que se ligam ao sulfato de dermatan e ao sulfato de condroitina, como a
decorina e o biglicano (Gillies et al., 2011). J& as glicoproteinas, como fibronectina, laminina e
nidogénio, possuem oligossacarideos e desempenham um papel na ligacdo entre a membrana
celular das fibras musculares e a membrana basal. Elas se conectam diretamente as integrinas
na superficie celular e ao colageno IV na membrana basal, formando uma estrutura complexa

e interligada na membrana basal (Gillies et al., 2011).

3.2 ETAPAS PARA PRODUCAO DE CARNE CULTIVADA

O processo de producdo de carne cultivada pode ser dividido em quatro etapas (Choi et
al., 2020), conforme ilustrado na Figura 1. A primeira envolve a obtencdo de células que
possam se diferenciar em varios tipos, como por exemplo, células musculares (midcitos),
células de gordura (adipdcitos), fibroblastos, que sdo necessarias para compor a carne
(Miramontes et al., 2020). A segunda area concentra-se no desenvolvimento de meios de
crescimento que permitam altas taxas de proliferacdo de células a partir de ingredientes seguros
e de baixo custo para alimentos. A terceira area diz respeito ao desenvolvimento de scaffolds
seguros para alimentos, que imitam a funcdo da matriz extracelular (Bodiou et al., 2020). Por
fim, os biorreatores e bioprocessos devem ser projetados de forma a atender as restricdes de
custo, esterilidade, seguranca do alimento e capacidade de manter condi¢Bes apropriadas para
o crescimento celular e maturacdo de tecidos a longo prazo (Listrat et al., 2016).

Apesar de ja ser possivel cultivar células de mamiferos em biorreatores de tanque com
agitacdo de até 20.000 L na industria farmacéutica, ainda é necessario um avanco significativo
nos projetos de biorreatores para suportar a produgdo em larga escala de tecidos estruturados
(Ahmed et al., 2019). Dependendo do produto final e do processo escolhido, podem ser

necessarias etapas adicionais de processamento para transformar as células ou tecidos no
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produto final, que podem ser semelhantes aos métodos usados na produgdo de carne
convencional. Embora os detalhes do processo de produgdo possam variar entre empresas e
produtos, a Figura 1 fornece uma visdo geral de como alguns processos de producdo em

potencial podem parecer na pratica (Bomkamp et al., 2021).

Figura 1. Técnicas para producédo de carne cultivada.
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Fonte: Adaptado de Bomkamp et al. (2021).

A partir da Figura 1, pode-se perceber que a fase inicial (1) se baseia em isolar e
caracterizar as células apropriadas da espécie de interesse e armazena-las. Em muitos casos,
esta etapa abrange o desenvolvimento de uma linhagem celular estavel e imortalizada
(Miramontes et al., 2020). Na fase dois, as células sdo expandidas para aumentar a biomassa
total. O objetivo é produzir um grande nimero de duplicagdes de células, mantendo as células
em um estado indiferenciado e, portanto, proliferativo. Neste exemplo, as células podem ser
cultivadas em um biorreator com agitagdo ou em frascos giratérios (spinner flasks) e podem
crescer em micro carreadores, como agregados ou como células individuais (O’Neil et al.,
2021). Na fase trés, que € a maturacdo do tecido, as células sdo cultivadas sob condi¢bes que
promovem a diferenciacdo e maturacdo das células, normalmente, mas nem sempre, em
scaffolds (Bodiou et al., 2020). A escolha do meio e do biorreator é crucial nas fases 2 e 3 e
provavelmente diferem entre ambas (Allan et al., 2019). Para determinados tipos de produtos,

processamentos posteriores devem ser feitos a fim de transformar os tecidos construidos por
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engenharia em um produto final. Por exemplo, scaffolds carregados com miofibras maduras
podem ser combinados com micro carreadores comestiveis, nos quais os adipocitos foram
diferenciados em uma fase 3, separada do processo original para formar um hamburguer
(Bomkamp et al., 2021).

Como alternativa, varios tipos de células podem ser diferenciadas, em meios
diferentes e antes de suas inser¢des nos scaffolds, para perfazer o produto final. Também podem
ser usadas folhas sem scaffolds, nas quais as proteinas da matriz extracelular secretadas se
tornam o proprio scaffold, conforme demonstrado por Shahin-Shamsabadi & Selvaganapathy
(2020). Variacdes adicionais neste esquema geral podem combinar as fases 2 e 3 ou pode evitar
a necessidade da fase 4, realizando a maturacdo dos tecidos em um scaffold maior que é

processado diretamente da mesma maneira gque a carne convencional (Bomkamp et al., 2021).

4. MATERIAS-PRIMAS PARA SCAFFOLDS DE ORIGEM NAO ANIMAL

A escolha de um scaffold apropriado para carne cultivada depende das propriedades do
material, considerando a taxa de fixacdo, custo e perfil de degradacdo. Os materiais mais
utilizados sdo polimeros sintéticos, peptideos de automontagem, moléculas da matriz
extracelular e materiais derivados de plantas e fungos. VVarios materiais podem ser combinados
para obtencdo de um produto que contenha as vantagens de cada material (Bomkamp et al.,
2021). No presente trabalho, apenas matérias primas de origem ndo animal serdo exploradas.
Os estudos destacam principalmente as abordagens de fabricacéo de scaffolds usando o formato
de micro carreadores, porosos, fibrosos, hidrogeis, e ainda, abordagens livres de scaffolds. A
Tabela 1, traz alguns exemplos de scaffolds que vém sendo produzidos utilizando diferentes
abordagens e matérias primas.

Os polimeros sintéticos oferecem um vasto leque de caracteristicas vantajosas para a
engenharia de tecidos. A possibilidade de ajustes precisos nas suas propriedades fisicas e
quimicas permite adaptd-los as necessidades especificas de cada aplicacdo (Nikolovski &
Mooney, 2000). No entanto, € importante ressaltar que esses polimeros ndo sao encontrados
naturalmente na natureza, o que torna essencial a fabricacdo em laboratorios especializados.
Embora tenham suas vantagens, muitos deles ndo sdo comestiveis e tém taxas de degradacdo
lentas. Isso gera a necessidade de uma etapa custosa de dissociacao das células dos scaffolds
apos a fase de proliferacdo celular. Essa etapa, embora aumente o custo de producdo, €

imprescindivel para garantir que as células possam ser liberadas do scaffold e utilizadas para a
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formagéo de tecidos funcionais. Apesar desse desafio, em alguns casos, as vantagens
proporcionadas por certos polimeros sintéticos, como o poli(metil vinil éter-alt-anidrido
maleico)(PMVE-alt-MA) e poli(2(metacriloiloxi) etil dimetil-(3-sulfopropil) hidréxido de
amonio) (PMEDSAH), conseguem superar 0s custos adicionais, tornando-os atrativos para
aplicacOes especificas na agricultura celular (Bomkamp et al., 2021). Além disso, polimeros
como poliacido lactico (PLA), &cido polilactico-co-glicolico (PLGA), poli(e-caprolactona)
(PCL) e polietileno glicol (PEG) também podem ser considerados para aplicacdes em scaffolds,
e estudos indicam que pode ser possivel estabelecer scaffolds de degradacdo mais rapida para
usar como estruturas incorporadas ao tecido em certas configuragdes, se os produtos de
degradacdo ndo forem prejudiciais as células e ndo permanecerem na carne cultivada final. Esta
hipbtese requer uma andalise mais aprofundada (Bomkamp et al., 2021).

Outra abordagem promissora na agricultura celular envolve os peptideos de
automontagem. Esses peptideos séo estudados tanto como scaffolds para suporte estrutural
qguanto como materiais utilizados na bioimpressdo 3D (Das & Gavel, 2020). A natureza
altamente versatil dos peptideos de automontagem permite que eles se auto-organizem em
estruturas tridimensionais complexas, simulando a matriz extracelular. Essa propriedade tem
um enorme potencial para criar scaffolds que mimetizam a estrutura e funcdo dos tecidos
humanos. Um importante avango nessa area € o desenvolvimento de revestimentos peptidicos
projetados para controlar a adesdo e o desprendimento celular. Esses revestimentos combinam
sequéncias peptidicas, como o acido arginilglicilaspartico (RGD), que promove a adesao
celular, com locais de clivagem, permitindo a liberacdo controlada das células e,
consequentemente, a producdo continua de células (CellulaREvolution; Aisenbrey, & Murphy,
2020). Empresas inovadoras, como a CellulaREvolution, estdo liderando essas pesquisas e
impulsionando o uso desses peptideos de automontagem em aplicagdes praticas. No entanto, é
importante mencionar que os custos associados a fabricacéo desses peptideos ainda representam
um desafio significativo para sua adocdo em larga escala. Nesse sentido, a otimizagdo de
técnicas atuais e 0 uso de organismos recombinantes podem se mostrar cruciais para tornar
viavel a utilizacdo desses peptideos em scaffolds para carne cultivada (Miotto et al., 2017).

A imitacdo das propriedades da matriz extracelular (ME) € um dos principais objetivos
no desenvolvimento de scaffolds eficazes. Propriedades como sua resisténcia mecanica e
flexibilidade, seus efeitos no comportamento celular e sua composicdo de nutrientes. Essa
complexidade da ME pode ser substituida por scaffolds mais simples contendo uma ou mais

das principais proteinas estruturais, desenvolvendo fatores de crescimento, fatores de
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transcrigdo e citocinas para estimular o comportamento celular normal e a secre¢do da ME
(Nikolovski & Mooney, 2000). A substituicdo de proteinas derivadas de animais por proteinas
produzidas por fermentacdo microbiana, cultivo molecular de plantas (Rad-Malekshahi et al.,
2014) ou sistemas livres de células (Tinafar et al., 2019) tém se mostrado uma opcao
promissora. A matriz extracelular desempenha um papel essencial na fungéo e estrutura dos
tecidos e 6rgdos no corpo humano. Ao utilizar proteinas produzidas por esses métodos, €
possivel garantir a biocompatibilidade dos scaffolds e a integracéo eficiente das células com o
scaffold, o que é crucial para o sucesso da agricultura celular. Os colagenos do tipo I, por
exemplo, tém sido amplamente utilizados em diferentes formas de scaffolds, como micro
carreadores (Hewitt et al., 2011; Park et al., 2014), porosos, (Kanematsu et al., 2004), hidrogéis
(Langelaan et al., 2011; Hickey et al., 2018) e impressos em 3D (Skylar-Scott et al., 2019).
Embora grande parte das pesquisas tenha focado no coladgeno derivado de animais, colagenos
livres de animais foram produzidos com sucesso em plantas, bactérias e leveduras, conforme
demonstrado por Campuzano & Pelling, 2019. Outra abordagem de uso de bactérias foi também
estudada na producéo de coldgeno (Mohammadinejad et al., 2019). Foi utilizada uma proteina
semelhante ao colageno expressa por Streptococcus pyogenes, e os resultados obtidos
mostraram boa compatibilidade. A utilizagdo de colagenos bacterianos tem se mostrado
especialmente vantajosa, pois esses coldgenos ndo possuem a limitacdo da coexpressdo com
enzimas devido a hidroxiprolina, o que facilita sua producédo e viabiliza sua utilizacdo em larga
escala (Campuzano & Pelling, 2019; Mohammadinejad et al., 2019).

Em adicional, materiais derivados de plantas ou fungos também podem ser utilizados
como matérias primas para producdo de scaffolds. Plantas descelularizadas, por exemplo, tém
a capacidade de fornecer estruturas naturais em 3D, o que facilita o transporte de oxigénio e
nutrientes essenciais para o crescimento celular (Gershlak et al., 2017; Jones et al., 2021). A
utilizacdo dessas estruturas naturais como scaffolds pode reduzir a complexidade do processo
de fabricacdo e aumentar a eficiéncia da producédo de carne cultivada. Estudos investigaram o
uso de espinafre para scaffolds com base na sua ampla disponibilidade, vascularizacéo densa e
peciolo largo (caule que liga a folha ao caule) (Gershlak et al., 2017; Jones et al., 2021). Outro
exemplo de vegetal que vém sendo explorado € a maca. Hickey et al. (2018) demonstraram que
macas descelularizadas podem apoiar a fixacao e sobrevivéncia de mioblastos C2C12 durante
um periodo de cultura de duas semanas, além de promover ligacdo e proliferacdo de células

tronco pluripotentes induzidas (iPSCs) e diferenciacdo em tecido ésseo (Peng et al., 2010).
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Essas caracteristicas tornam as plantas uma alternativa atrativa e sustentavel para a fabricacdo
de scaffolds.

Além das plantas, algumas espécies de bactérias e algas também emergem como
alternativas promissoras para o desenvolvimento de scaffolds. Essas matérias primas naturais
possuem capacidade de produzir celulose, um componente chave na criacdo de scaffolds (Lai
et al., 2015). Estruturas baseadas em celulose bacteriana tém sido amplamente avaliadas para
aplicacdes biomédicas de engenharia de tecidos, revelando-se como scaffolds potenciais para a
criacdo de carne cultivada (Lai et al., 2015). No entanto, ao utilizar scaffolds a base de celulose,
seja proveniente de plantas descelularizadas ou outras fontes, é crucial considerar os efeitos nas
propriedades organolépticas e nutricionais do produto final, uma vez que a celulose ndo €
degradada pelo corpo humano (Lai et al., 2015). Testes conduzidos por Lai et al. (2015) em
ratos, implantando scaffolds contendo celulose bacteriana, indicaram uma degradacdo minima
em um periodo de 16 semanas. Isso sugere que a degradacdo completa dos scaffolds de celulose
é improvavel, mesmo durante uma longa fase de diferenciacdo. Por outro lado, derivados de
fungos, como certas fragbes polissacaridicas encontradas em Grifola frondosa, tém mostrado
efeitos benéficos além de seu papel como estruturas de suporte. Estudos tém revelado que essas
fracBes estimulam tanto a proliferacdo quanto a sintese de coldgeno em células fibroblasticas,
tornando-os uma opcao promissora para a criagdo de scaffolds inovadores e eficazes para a
agricultura celular (Lee et al., 2019).

Outro exemplo de uso de celulose bacteriana é o estudo conduzido por Recouvreux el
al., (2011). Os pesquisadores avaliariam a sintese, caracterizacdo e aplicacfes potenciais de
hidrogéis de celulose bacteriana (CB). Os hidrogéis foram sintetizados a partir de
Gluconacetobacter hansenii (ATCC 23769) usando um método de cultura estatica modificado,
0 que lhes permitiu obter grandes estruturas tridimensionais, maiores que 150 cm3, semelhantes
a Orgdos. As propriedades mecanicas dos hidrogéis foram determinadas e comparadas com
outros tecidos moles como rim e figado de boi. A biocompatibilidade dos hidrogéis foi avaliada
utilizando células endoteliais de veias humanas imortalizadas (HUVEC) e os resultados
mostraram que os hidrogéis foram biocompativeis e apresentaram resisténcia mecanica
suficiente para manuseio e substituicdo de 6rgdos, ou partes de 6rgaos. O estudo avaliou a
potencialidade de aplicacdo de hidrogéis de celulose bacteriana na engenharia de tecidos, porém

nédo foram abordados possiveis usos para agricultura celular.
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Tipo de
Scaffold

Micro
carreadores

Tabela 1. Tipos de Scaffolds, matérias primas utilizadas e condigdes de fabricag&o.

Matéria

orima Exemplos de aplicagédo

Composi¢do do Scaffold

Micro carreadores soluveis,
com 5000 cm? g de area
superficial, foram utilizados
para apoiar o crescimento
celular. Foram testados
micro carreadores sollveis
nao revestidos e Synthemax
Il revestido. Eles foram
hidratados por 1 h.

Micro carreadores sollveis

Baseados em
polimeros

PLGA (10%, PLGA/NMP,
p/v) e
diferentes concentracdes de
nanoparticulas de GdPO4
H20
(0%, 0,05%, 0,1%, 0,2%,
0,4%, 0,8% e 1,6%
Gd/PLGA, p/v) dispersos

GdPO4-H20/PLGA

Condicdes de fabricacéo

O microcarreador sem
revestimento foi revestido com
Matrigel (1:30wn) em meio de

cultura) ou Vitronectina
humana recombinante (VTN-
N, 0,5 pg cm? de area de micro
carreador em solugéo salina
tamponada com fosfato) por 2
h a temperatura ambiente e sob
agitacdo. Os micro
carreadoresforam esterilizados
por 1 h com Etanol 70% a
temperatura ambiente e
lavados trés vezes em solucédo
salina tamponada com fosfato.
O revestimento dos micro
carreadores foi realizado por 2
h em temperatura ambiente
com VTN-N (0,5 pg cm? da
area do micro carreador) em
solucdo salina tamponada com
fosfato. Antes da inoculacéo
celular, os micro carreadores
foram incubados em meio de
cultura por 30 min a 37 °C.
Preparados utilizando uma
técnica eletrostatica de alta
tensdo, com tensdo igual a 8,5
kV e velocidade de impulso 0,1
cm/ min. Apds a lavagem com
agua destilada, os micro
carreadores foram desidratados
a vacuo e armazenados a 4 °C.

Referéncia

(Rodrigues et al., 2019)

(Zhu et al., 2022)
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Poly(L-lactide-co-¢-
caprolactone)(PLCL)

Baseados em
plantas ou
fungos

Proteina hidrolisada de grao de
bico

em N-2-metil pirrolidona
por ultrassom.

PLCL e canfeno foram
dissolvidos em
diclorometano

com uma concentracéo de 2

% p/v.

Solucédo aquosa de PVA foi
preparada por dissolucdo
em agua destilada a 2 %

p/v.

As proteinas vegetais foram
hidrolisadas por tripsina em
banho-maria com substrato
enzimatico 1% (E/S%) em
5% de disperséo proteica.
Apos a hidrolise, as
enzimas foram desativadas
por aquecimento. Os
hidrolisados foram
centrifugados duas vezes e
o0s sobrenadantes foram
coletados e armazenados

As taxas de fluxo de volume
das fases internas de 6leo (Qi)
e externas continuas (Qo)
foram definidas para 10 e 30
ml/h,
respectivamente, e controladas
por bombas de seringa.
Formaram-se goticulas de 6leo
PLCL canfeno na coleta
capilar, posteriormente
adicionou-se solucéo aquosa de
PVA (2 % p/v). Ap6s o
solvente diclorometano ser
evaporado completamente, e as
microgoticulas estabelecidas
no fundo do copo serem
solidificadas, elas foram
lavadas com &gua deionizada
para remover o PVA. Entdo, 0s
micro carreadores porosos de
PLCL foram obtidos por
liofilizacdo durante 12h. Os
micro carreadores foram
armazenados a 20°C.
Micro esferas de alginato
eletropulverizadas foram
revestidas com uma variedade
de hidrolisados de proteinas.
Foram utilizados nove tipos de
hidrolisados, incluindo:
hidrolisado de proteina de
feijdo mungo, hidrolisado de
proteina de soja, hidrolisado de
proteina de lentilha vermelha,
hidrolisado de proteina de
gréo-de-bico, hidrolisado de

(An et al., 2023)

(Kong et al., 2023)
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Alginato ou alginato oxidado

Flores de brécolis

para revestimento de micro
carreadores. A proteina
hidrolisada de gréo de bico
foi tratada com hidrolise
sequencial: ap6s a hidrolise
da tripsina, o hidrolisado
desativado foi tratado com
carboxipeptidase B com
substrato enzimatico 0,2%
(E/S%) na dispersédo
proteica. As enzimas foram
desativadas por
aquecimento e a solucéo
resultante foi armazenada
em geladeira para uso
posterior.

Os granulos de gel foram
preparados através de um
sistema de
eletropulverizacéo,
utilizando uma solucédo de
alginato a 2% p/v ou uma
solugdo de alginato oxidado
a 2% plv.

1 g das flores de brécolis
foi colocado em um tubo de
50 mL contendo 45 mL de

proteina de ervilha e colza
(dois tipos). Apds o
revestimento, as microesferas
foram coletadas usando um
filtro de células de 70 pm,
seguido por 3 rodadas de
lavagem com agua.

As solugdes foram exsudadas
em 10 mL/h usando uma unica
bomba da seringa através de
uma agulha 30G com uma
tenséo fixa de 4,2 kV. As
micro gotas resultantes foram
polimerizadas por imersdo em
um banho de gelificagdo com
cloreto de calcio agitado de
135 mM. Apds a coleta, 0s
granulos foram lavados duas
vezes com cultura de C3A e
armazenados nesta mesma
solucdo durante uma hora antes
da utilizacdo, evitando
desidratacéo e garantindo o
estado estacionario das
propriedades que foram
alcancadas.

A solucéo foi agitada por 48 h
e resfriada durante 24 h. A
solucdo de descelularizacéo foi

(Lucena-Thomas et al., 2020)

(Thyden et al., 2022)
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Poliuretano

Scaffold Baseados em
poroso polimeros

Microesfera de hidroxiapatita
(sdHA) e acido polilatico (PLA)

agua deionizada, dodecil aspirada das amostras e 0s

sulfato de sdédio 10% p/v, flocos foram transferidos para
Polissorbato 20 3% p/ve de um copo de 2 L contendo agua
alvejante 10% p/v. deionizada por pelo menos 1 h,

trocando a agua a cada 15 min.
As amostras foram
armazenadas em agua
deionizada a temperatura

ambiente.
Para a obtencéo do scaffold A solucéo saturada de sal
poroso de poliuretano, foi formulada foi transferida para
utilizada a técnica de 0 molde de ago inoxidavel do
fundicéo por tamanho 2,5x25x25cme
solvente/lixiviacdo de colocada a -20 °C por 24 h
particulas (SC/PL) para direcionar a cristalizacdo
combinada com a técnica do solvente e fabricar scaffolds
de separacao de fase de anisotropia local onde a
induzida termicamente porosidade dos scaffolds e
(TIPS). Poliuretano foi tamanho de poro sdo
dissolvido em 1,4-dioxano controlados. Em seguida, o

na concentracdo de 20% em  scaffold foi removido do molde
p/v. Em seguida, cloreto de = e imerso em agua quente (40-
sodio (NacCl), de tamanho 50 °C) destilada, onde durante

de cristais na faixa de 0,6- 7 dias os cristais de NaCl
0,4 um, foi adicionado a foram lavados. A agua foi
solugdo de poliuretano até a trocada duas vezes ao dia.
saturacéo completa da Finalmente, as amostras foram
solugdo. secas a 60 °C por 24 h.

O filamento composito
PLA/HAP, adequado para
impressdo 3D, foi obtido via
. L fusdo e extrusdo de misturas
0,
50% hidroxiapatita (HAP) e PLA e HAP (relagao 50/50

50% acido polilatico L
peso), utilizando uma extrusora
(PLA). .
dupla rosca contrarotativa. O
didmetro do parafuso é 16
milimetros; a relagdo entre o
comprimento do parafuso e o

(Kucinska-Lipka et al., 2017)

(Corciene et al., 2019)
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As emulsbes altas da fase
interna foram preparadas
conforme: PCL foi
dissolvido em 3 mL de
CH2CI2 utilizando
ultrassom em banho-maria
gelado para obtencéo de
uma solugdo. Em seguida,
as nanoparticulas de m-Hap
e 0 m-SiO2 foram
uniformemente dispersas
com ultrassom por 30 min

Nanoparticula bioativa m-Hap e
m-SiO2/policaprolactona

didmetro, fornece uma
indicacédo da residéncia/tempo
de mistura do material, e é
igual a 25 para o extrusor
usado. A extrusora tem seis
zonas térmicas de 60 mm de
comprimento cada, que podem
ser definidas
independentemente em
diferentes temperaturas. A
temperatura de trabalho foi
ajustada em 175 °C para as trés
primeiras zonas e, em seguida,
aumentado em até 180 °C para
a zona media, e até 200 °C
para a Gltima zona.
Imediatamente apos a saida da
matriz circular (3 mm de
didmetro), o material foi
resfriado a agua e enrolado em
um carretel. A fim de obter um
filamento com um didmetro
constante de 1,75 mm, a
distancia entre a extrusora e 0
banho-maria foram mantidos
constantes e iguais a 25 cm.
A impressdo 3D foi realizada
usando um desktop comercial e
um distribuidor de trés eixos. A
emulsdo alta da fase interna foi
adicionada em um cartucho de
uma seringa de polipropileno
equipada com um pistdo e uma
agulha conica (diametro
interno de 0,51 mm).
Posteriormente, a seringa foi
fixada no dispensador e
conectada ao sistema de

(Hu et al., 2019)
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Baseados em
plantas ou
fungos

para obter a fase de 6leo. 9
mL de dgua foram
adicionados em grupos na
fase do 6leo e emulsionado
entdo imediatamente por
um misturador de vortice a
3500 rpm. As
concentragdes utilizadas de
nanoparticulas m-Hap
foram 0, 7.5, 10, 12.5e 15
p/v%, respectivamente; de
PCL foram 6, 8, 10 e 12
p/v%, respectivamente e de
nanoparticulas m-SiO2
foram 0, 1, 1.5 e 2 p/v%,
respectivamente.

Os scaffolds cerdmicos de
hidroxiapatita (HAP) foram
fabricados usando goma
ghatti (GG) natural como
aglutinante e esponja de
poliuretano (PU) como
modelo organico.

Goma ghatti

controle de dispensacdo do
eixo. A emulsdo alta da fase
interna foi impressa camada
por camada em um painel de
vidro em temperatura ambiente
para construir os scaffolds. A
velocidade de impresséo linear
foi definida para 30 mm/s,
enguanto as pressoes de
extrusdo na faixa de 20 a 100
kPa foram ajustadas para cada
emulsdo durante o processo de
impressdo 3D. Apds a
impressdo 3D, os scaffolds
foram colocados em uma capa
de fumaca a temperatura
ambiente por 24 h para
remover solventes. Trés lotes
foram impressos para cada
composi¢do de emulsdo.
Para a sintese, o p6 de HAP
(tamanho de 100 nm) foi
triturado e misturado com
etanol e, em seguida,
adicionado a 5 e 10% em
solucBes aquosas de GG a 50
°C com agitacdo por 2 h para
formar uma pasta homogénea.
Em seguida, esponjas de PU de
10 mm? de tamanho com um
didmetro médio de poro de 500
mm foram imersas na
suspensdo algumas vezes até
gue a remogdo completa dos
espacos vazios fosse alcancada.
As esponjas foram removidas
da suspensdo e foram mantidas
abundantemente carregadas

(Lett et al., 2020)
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As cascas das sementes
foram misturadas com agua
para concentragoes
variaveis de hidrogel de
semente de marmelo a base
de glucuronoxilana (1, 1,5,
2,3,3,5e10 mg/mL).

Semente de marmelo a base de
glucuronoxilana

com ela. As amostras de corpo
verde foram secas
imediatamente, primeiro a 150
°C por 20 min usando um
fluxo de ar, seguido de
secagem ao ar a temperatura
ambiente. A adicdo de GG
como um agente obrigatorio a
pasta ajuda a aumentar e a
controlar a porosidade final,
em particular na superficie da
amostra. Assim, 0S corpos
verdes secos & temperatura
ambiente foram submetidos ao
aquecimento em um forno a
600 °C por 2 h para queimar a
fase orgénica e finalmente
sintetizados em um forno de
mufla a 1100, 1150 e 1200 °C
por 4 h para adquirir um
scaffold com a resisténcia
mecanica necessaria. Scaffolds
circulares de HAP de 0,5 mm
de didmetro e 0,3 mm de
espessura foram preparados.
As sementes foram seca em
temperatura ambiente durante
uma semana. Depois, foram
batidas e preparadas as
solucdes. Apos 24 h de
incubacdo a temperatura
ambiente, as amostras foram
filtradas com auxilio de gaze e
foram liofilizadas por
aproximadamente 72 h. Os
hidrogeis de semente de
marmelo a base de
glucuronoxilana liofilizados

(Guzelgulgen et al., 2021)
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Pé de glutenina de trigo

Pé de glutenina dissolvido
em agua com diferentes
concentraces (2%, 3%, 4%
e 5%, p/v). As solucbes
foram colocadas em banho-
maria a 90 °C por 30 min,
depois distribuidas em
placas de 48 pocos (0,5
mL/pogo) para seguir para
liofilizac&o.

foram posteriormente
reticulados por glutaraldeido.
Foram usados 0,03 M
glutaraldeido para hidrogeis
levemente reticulados ou 0,5 M
glutaraldeido para hidrogeis
fortemente reticulados,
preparados em acetona
contendo &cido cloridrico 0,05
M, e incubados por 30 min a
temperatura ambiente. Os
hidrogeis reticulados foram
lavados com agua por 3 vezes,
e mantidos liofilizados.

As solugdes de glutenina
preparadas a pH 3 com
concentracdes de glutenina de
2,5% em peso e 5% em peso
foram transferidos para moldes
em que uma chapa de ago
separa um lado de uma cdmara
retangular (3,5cm 2,5¢cm 1,5
cm) do outro lado da cAmara
(3,5cm5,5¢cm 1,5 cm). As
solucdes foram adicionadas a
um lado da chapa de aco, e
nitrogénio liquido foi
adicionado ao outro para gerar
congelamento da solucédo de
glutenina. Elas foram
congeladas e entdo liofilizadas
a 80 °C. Por fim, os scaffolds
fibrosos secos de glutenina
com poros alinhados
direcionalmente foram
esterilizados a vapor por
autoclavagem a 121 °C por 15
min e seco por 10 min.

(Xiang et al., 2022)
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Hidrogel

Baseados em
polimeros

Alginato/poliacrilamida-
quitosana-gelatina

Acrilamida em diferentes
concentragdes (40%, 50%,
60%, 70%, e 80%), alginato
de sdédio 2% (p/v),
quitosana 1% (p/v) e
gelatina 2% (p/v).

Os scaffolds foram preparados
pela tecnologia de penetracdo
de rede através de reticulacao
idnica de alginato de sddio e
reticulacéo covalente de
poliacrilamida, combinando
com o conjunto eletrostatico de
camada por camada de
biomacromoléculas. Uma certa
quantidade de acrilamida,
persulfato de amonio,
tetrametiletilenodiamina, N'-
metilenobisacrilamida e pé de
hidroxiapatita foram
gradualmente dispersos em
solucéo de alginato de sédio
2% (p/v) sob agitacdo
ultrassbnica para obter uma
solu¢do homogénea. Entéo, a
reticulacdo idnica de alginato (Enenciall, 2020
de sodio foi iniciada pela
adicdo de uma certa quantidade
de glucono delta-lactona sob
agitacdo magnética. Apos
agitacdo em alta velocidade
durante 3 min, a mistura foi
transferida para uma placa de
cultura de tecido de 12 pogos e
ligada fisicamente a 4 °C
durante 4 h. Depois disso, 0s
hidrogeis foram transferidos
para uma incubadora e
aquecidos a 60 °C por 5 h para
realizar a polimerizagéo e
reticulacdo covalente da
poliacrilamida. O hidrogel
resultante foi repetidamente
lavado com agua deionizada e
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Células-tronco
mesenquimais da medula
6ssea nucleada (BMSCs)

foram subcultivadas e
mantidas em incubadora
umidificada a 37°C com

PTH(1- 5% de CO2. A gelatina
34)/PLGA/BMSCs/GelMA-PCL metacriloil (GelMA) foi
dissolvida em solugéo
tamponada com fosfato em
40 °C para obter uma
concentracdo de 100
mg/mL, com a adicdo de
0,25% (m/v) fotoiniciador

depois liofilizado para obter o
hidrogel composto de alginato
e poliacrilamida seco.
Posteriormente, a superficie do
hidrogel foi coberta por
imersdo sucessiva em solugéo
quitosana 1% (p/v) e solucéo
gelatina 2% (p/v) na presenca
de 0,01 mol/L CaCl2 por um
periodo de 30 min. Apos esse
periodo, os scaffolds
compostos de hidrogel foram
incubadas em 1-etil-(3-
dimetilaminopropil)
carbodiimida cloridrato/N-
hidroxisuccinimida (10 mM/10
mM) durante a noite e depois
lavados com agua deionizada
para remover qualquer
impureza néo ligada.
Finalmente, os hidrogeis
compostos molhados foram
liofilizados para obtencéo do
scaffold de hidrogel composto.
Impressora 3D foi utilizada
para fabricar scaffolds
compostos usando o hidrogel
ndo reticulado como biotinta.
O processo de impressao foi
conduzido com o auxilio de um
multi-bocal e controle de
temperatura do sistema. O
bocal de alta temperatura foi
usado para depositar PCL em
80 °C, impresso
alternadamente camada por
camada. O bocal de baixa
temperatura foi usado para

(Fan et al., 2023)
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Polianilina (PAni)-aminoécido
trimetileno acido fosfofénico
(ATMP)

LAP. As microesferas de
BMSCs foram
encapsuladas

separadamente no filtro

esterilizado solugédo
precursora de hidrogel em
concentracdes de 5x10-6
células/mL e 5 mg/mL,
respectivamente. A solucédo
foi reticulada por UV para
formar os hidrogéis
compostos.

O hidrogel de polimero
condutor induzido por
aminodcido trimetileno
acido fosfofonico (ATMP)
teve a seguinte composigao:
0,46 mL 50% em peso de
solucéo aquosa de
aminodcido trimetileno
acido fosfofonico(1,8 x 103
mol) e anilina (Ani) (1,3 x
107 mol) foram
inicialmente dissolvidos em
1 mL de &gua ultrapura sob
tratamento de sonicagdo até
obter uma solucéo
transparente. Enquanto isso,
0,0715 g de (NH4)2S208
(1,3 x 10 mol) foi
adicionado em agua
ultrapura (0,5 mL) sob

expulsar a biotinta em 20 °C,
com um intervalo de 10 s entre
cada camada, permitindo a
foto-ligagdo cruzada da
biotinta e resfriamento do PCL.
Os pardmetros de impressédo
foram definidos para produzir
scaffolds semi-cilindricos com
um diametro de 6 mm, uma
altura de 2 milimetros, e 20
camadas no total, com uma
intensidade clara de 50
mW/cmz. Os grupos de
scaffold foram divididos em
trés: PCL + GelMA, PCL +
GelMA + BMSCs e PCL +
GelMA + BMSCs + PTH.

Ambas as solugdes foram
armazenadas a 4 °C. Em
seguida, elas foram misturadas
em um eletrodo de carbono
vitreo limpo para reagir
durante 30 min a 4 °C. Para
remocao de oligbmetos o
hidrogel foi imerso em &gua
ultrapura por 30 min. Por fim,
o hidrogel obtido foi seco em
estufa a 40 °C.

(Xu et al., 2019)
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Baseados em
plantas ou
fungos

tratamento de sonicacdo até
obter solucdo transparente.

Calos de cenoura com
solucéo alginato de sodio
4% (p/p) nas proporgdes

1:2,1:1e2:1.

Calos de cenoura

Os scaffolds foram impressos
em 3D (comprimento/largura
40 mm; altura 3 mm) usando a
incorporagéo reversivel de
forma livre de hidrogéis em
suspensao, técnica
desenvolvida por Hinton et al.,
(2015), com pequenas
modificacGes. Gelatina suina
foi utilizada para suspender os
hidrogéis. O pd de gelatina foi
vertido em um volume
suficiente de 40 mM CaCl2
composto de meio liquido de
1/2 MS (meio Murashige e
Skoog), mexendo
constantemente e a solucdo foi
armazenada durante a noite em
uma geladeira a 4 °C para
permitir hidratac8o suficiente.
A dispersdo da gelatina foi
entdo centrifugada a 4200 rpm
por 5 min. As biotintas de
calos de cenoura preparadas
em trés proporcoes diferentes
de alginato para contetdo
celular (1:2, 1:1 e 2:1 p/p)
foram carregadas em uma
seringa com 30 mL de
capacidade. A biotinta a base
de calos de cenoura foi
impressa em scaffolds de rede
3D em um banho de suporte de
pasta de gelatina. Apos a
impressao, as estruturas em gel
ficaram embebidas no banho

(Park et al., 2020)
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Cultura celular in vitro de
manjericdo combinada com
alginato, agarose e metilcelulose
(Alg/Aga/mc)

Uma mistura de hidrogel de
Alg/Aga/mc foi
desenvolvida contendo
alginato (2,8%), agarose
(0,9%) e metilcelulose
(3%).

de pasta de gelatina por 1 h,
para permitir que o alginato na
biotinta fizesse ligacdo cruzada

com os fons de célcio no
banho. Os scaffolds foram
coletados e lavados trés vezes
com meio liquido 1/2 MS. Os
parametros da impresséo foram
ajustados como segue: altura
da camada de 0,9 mm, bocal de

1,0 mm diametro, velocidade
do bocal de 20 mm/s e nivel de
enchimento de 60%. Scaffolds
de trelica foram projetados no

formato de arquivo de
estereolitografia.

Foi feita impresséo 3D baseada
em extrusdo. As biotintas de
hidrogel foram dispensadas
através de uma dosagem em

agulha conica, diametro interno
de 610 pm, aplicando uma

velocidade de plotagem de 8-

10 mm/s e uma pressao de

dosagem de 80-100 kPa.

Camadas sucessivas foram

deslocadas em 90 para obter

estruturas de grade. Os

andaimes foram plotados em 6

pogos ao ar como ambiente de
plotagem. A reticulacdo do

alginato foi obtida apds a
concluséo da plotagem por
incubacédo dos scaffolds em
solucéo de CaCl2 0,1 M
contendo 3% em peso de
sacarose por 10 min.
Posteriormente, os scaffolds

(Seidel et al., 2017)
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Scaffold
fibroso

Baseados em
polimeros

Glucomanano de konjac (KGM),
proteinas do cabelo humano
(KER), e um extrato etandlico de
Avena sativa (OAT)

Pigmento melanina e o polimero
natural Poli-3-hidroxibutirato
(PHB)

Dois conjuntos de scaffolds
de hidrogel foram
fabricados, um contendo
apenas glucomanano de
konjac e queratina (KGM +
KER), e o outro contendo
glucomanano de konjac,
queratina e extrato de
Avena sativa (KGM + KER
+ OAT).

PHB foi preparado em
cloroférmio e dicloroetano
(9% p/v) pelo aquecimento

suave em banho de agua
quente, a solucéo obtida foi
agitada por 4-5 h.
Separadamente, uma
solucdo polimérica de

foram lavados duas vezes por 1
min em meio MS (meio
Murashige e Skoog) para
culturas de células vegetais.
Uma mistura dos materiais foi
preparada dissolvendo 240 mg
de KGM, 400 mg de KER e a
guantidade necessaria de
extrato de aveia (0 ou 200 mg)
em 18 mL de &gua destilada.
Posteriormente, foram
adicionados 1 mL de solucéo
de NaOH a 30% e 15% de
trimetafosfato de sodio
(STMP). STMP é um
reticulador seguro para
alimentos que forma ligacGes
de fosfato entre grupos
hidroxila intermoleculares. A
solucéo foi entdo agitada e
vertida em moldes de Teflon,
armazenados em 20 °C por 12
h, e liofilizados a 100 °C e
0,005 mbar por 24 h. Apo6s a
liofilizacéo, o scaffold foi
lavado repetidamente com
agua destilada para remover o
NaOH. O hidrogel lavado foi
re-liofilizado para obter a
forma final do scaffold.

A eletrofiacdo foi usada para
fabricar o scaffold. A solucéo
de polimero obtida foi
carregada em uma seringa de
vidro equipada com uma
agulha de ponta plana de
calibre 22 para evitar efeito de
descarga pontual. A solugdo

(Veerasubramanian et al.,
2018)

(Agrawal et al., 2022)
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Mantas fibrosas de
policaprolactona (PCL)

Poli(vinilpirrolidona) (PVP) e Poli
(glicerol sebacato) (PGS)

melanina (4% p/v) foi
preparada em hexafluoro-2-
propanol (HFIP) e dimetil
sulféxido (DMSO). Essa
solucéo foi adicionada a
solucéo de PHB e a solucéo
resultante foi agitada
durante a noite.

Foi preparada uma solucéo
de policaprolactona 4% p/v
em cloroférmio.

O PGS foi dissolvido em
1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-
propanol (HFIP) para

polimérica foi desenhada
utilizando bomba de seringa a
uma taxa de 0,8 mL h 1, sob
alta poténcia elétrica (18 kV).
A distancia entre a ponta da
agulha e o coletor aterrado foi
ajustado para 18 cm. A
temperatura de 25+/-2 °C e a
umidade relativa (%) da
camara de giro foi mantida
constante (em torno de 50%)
durante a eletrofiacdo. As
amostras foram recolhidas
sobre uma folha de aluminio e
armazenado em um dessecador
a Vacuo para remover 0s
solventes residuais.

Os scaffolds foram feitos por
eletrofiacdo. O bico foi
conectado ao compressor de ar
e na bomba de seringa, onde a
solucdo foi colocada. Os
parametros utilizados no
processo foram taxa de 30
pL/min, distancia do bocal ao
coletor de 10 cm, e pressdo de
30 psi. Optou-se por manter
uma deposicdo de fibra
estatica, para restringir as
variaveis do sistema e permitir
uma melhor comparagéo
técnica de aerografia. O
aerégrafo foi acoplado ao
compressor de ar, e a solugdo
foi despejada no reservatorio.
Um dispositivo de eletrofiacdo
customizado sem bico
composto por um eletrodo de

(Hell et al., 2018)

(Keirouz et al., 2019)
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formar solucéo 15% p/v de
polimero. O PVP com
massas molares de 360 k e
1,3 M g/mol foi resolvido
separadamente em um
sistema solvente com
relagdo 1:1:0,25 p/v de
dimetilformamida (DMF):
Etanol: 4gua destilada para
formar solucédo polimérica
de 11,75% p/v. Todas as
solucBes foram agitadas
durante a noite a
temperatura ambiente, antes
da mistura. Em seguida,
misturas de 100:0, 95:5,
90:10, 80:20, 70:30, 40:60 e
50:50 p/p de PVP:PGS
foram preparadas e
misturadas por 12 h antes
da eletrofiacéo.

cilindro de aco inoxidavel
rotativo dentro de uma piscina
de Teflon, onde as misturas de
solucdo de polimero foram
imersas e um eletrodo de
coletor rotativo sob fluxo
constante de ar quente
(distancia de trabalho 15 cm,
fluxo de ar 450 L min 1,
temperatura 150 °C). Uma
diferenca de potencial de 60
kV DC foi aplicada entre os
dois eletrodos rotativos (+30
kV no eletrodo dentro da
piscina e 30 kV no eletrodo
coletor), resultando na
formagdo de varios cones
Taylor na superficie do
eletrodo rotativo imerso no
banho de solucéo, a partir do
qual os jatos se esticaram para
formar fibras em um
movimento ascendente. Um
papel a base de celulose foi
usado para coletar as fibras.
Todos 0s experimentos foram
realizados sob condi¢des
ambientais em uma umidade
relativa que varia de 30-40% e
temperatura ambiente de 18-22
°C. Airradiacdo UV dos
scaffolds PVP:PGS foi
transmitida para induzir a
reticulacdo dos dois polimeros
eletrofiados distintos. Soluc6es
contendo 0,2 a 1% p/p de
riboflavina também foram
preparadas como
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Baseados em
plantas ou
fungos

Acetato de celulose (CA) e
hidrolisado de proteina de soja
(SPH)

Acetato de celulose (CA)
10% p/v e hidrolisado de
proteina de soja (SPH) em
diferentes concentracdes: 1,
3 e 5% plv.

fotossensibilizador enzimatico.

As membranas foram

irradiadas na faixa de dose de 5

kGy por 30 e 60 min a uma
distancia de 15 cm entre a
superficie exposta e a lampada
hal6gena, utilizando uma
lampada UV de 254 nm.
As nanofibras hibridas a base

de plantas foram fabricadas por

co-fiacdo de acetato de
celulose e hidrolisado de
proteina de soja em
hexafluoroisopropanol (HFIP)
usando um sistema de fiagdo
giratéria a jato, que produz
nanofibras livres de defeitos
sob forcas de cisalhamento
induzidas por centrifugacao.
As nanofibras de CA e
CA/SPH foram giradas em
uma escala de centimetros,
expulsando a solugéo do
polimero de um reservatério
giratério. Experimentos com
velocidade de rotacdo e injecdo
mostraram que a adigdo de
10% p/v CA a vérias
concentragdes de SPH (1, 3,5
p/v%) resultou na formagao
continua do scaffold nano
fibroso. Os scaffolds
desenvolvidos apresentaram
uma estrutura intercalada que
se assemelha a matriz
extracelular real.

(Ahn et al., 2018)
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Tapetes miceliais fingicos com
paredes celulares de
polissacarideo quitina-glucano

Zeina (proteina do milho)

Aspergillus sp.

Foram preparadas soluc6es
de zeina para eletrofiagdo
com solventes benignos,
etanol e 4gua, e com o éter
trimetilpropano triglicidico
reticulador (TMPGE).

Os tapetes miceliais flngicos
foram cortados em circulos de
3 mm de espessura e 5 mm de
didmetro, desidratados usando
uma série de etanol graduado
(20 min em 20%, 40%, 60%,
80%, 90% e 2x100%),
autoclavadas a 121 °C por 15
min e liofilizados durante a
noite. Os scaffolds fingicos
obtidos foram ent&o tratados
com agente redutor, -
mercaptoetanol (BME) (0,45
M) em tampdo fosfato de sodio
0,1 M, pH 8,0, a 37 °C por 16
h para solubilizar proteinas
associadas a hifa e lavadas
varias vezes em solucdo salina
tamponada com fosfato de
dulbecco (DPBS)(pH 7).

A proteina zeina purificada foi
dissolvida em &lcool
desnaturado 80/20/agua
deionizada por agitacdo
magnética continua por 1,5
horas a temperatura ambiente.
10% (p/p com base no peso
seco da zeina) do reticulador
TMPGE foi adicionado a
solucdo de zeina e agitado por
15 min antes da eletrofiacdo. A
configuracédo de eletrofiacdo
consistiu em uma bomba de
infusdo de seringa Unica, uma
seringa contendo as soluges
preparadas, uma agulha de
metal de calibre 18 presa a
seringa, uma fonte de

(Narayana et al., 2020)

(Turner et al., 2019)
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alimentacéo de alta tensdo e
uma placa de metal aterrada
para o coletor. A solucéo
polimérica foi ejetada a uma
vazdo de 2,5 ml/h, enquanto a
tenséo aplicada a agulha ficou
entre 17 kV e 20 kV. O coletor
foi mantido a uma distancia de
25 cm da ponta da agulha e
conectado ao solo. Apds a
eletrofiacéo, os scaffolds de
zeina contendo 10% de
TMPGE foram curados em
temperaturas de até 150 °C por
4,5 h em forno a vacuo. A
temperatura de cura foi
gradualmente aumentada em
10 °C/h, sendo a temperatura
inicial de 120 °C e mantida a
150 °C durante 1,5 h. A reacédo
amina-epoxi é exotérmica;
assim, o aumento gradual na
temperatura de cura limita o
calor acumulado dentro das
esteiras de eletrofiacdo e a
degradacéo térmica da proteina
é evitada. Os scaffolds foram
armazenados em dessecadores
aspirados até uso posterior.

Fonte: Adaptado de Bomkamp et al. 2021.
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5. METODOS DE PRODUCAO DE SCAFFOLDS

Para se atingir esses formatos de scaffolds varias técnicas podem ser empregadas, como
bioimpressdo 3D, micro fluidica, liofilizagdo, cultura dindmica (em biorreatores), eletrofiacéo,
e até abordagens livres de scaffolds. Essas técnicas e 0s principios em que sdo baseadas estdo

apresentadas na Figura 2.

Figura 2. Métodos de estruturacdo de scaffolds.
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de um produto formando fibras
por sublimacgéao sélidas

depositadas em

um coletor
Jato de tinta aterrado

Extrusao

Assistida por
laser (LAB)

Fonte: Autoria propria, 2023.

5.1 BIOIMPRESSAO 3D

Usado pela primeira vez em 1986 por Charles W. Hull, a bioimpressdo 3D é um
processo gue consiste em criar um modelo camada por camada a partir de um desenvolvimento
feito em computador (Matai et al., 2020). A bioimpressdo 3D pode ser feita por diferentes
métodos: jato de tinta, bioimpressdo assistida por laser (LAB), extrusdo e estereolitografia. O
funcionamento de todos esses métodos estdo demonstrados na Figura 3.
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Figura 3. Métodos de bioimpressao 3D para scaffolds.
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Fonte: Adaptado de Matai et al. (2020).

As diferentes abordagens de bioimpressdo 3D requerem biotintas adequadas, otimizadas
para garantir a fidelidade celular do scaffold impresso enquanto suporta a viabilidade celular.
Biotintas usadas em alimentos incluem biopolimeros como gelatina (Wang et al., 2017),
agarose (Nadernezhad et al., 2019), celulose (Wang et al., 2020), alginato (Axpe & Oyen,
2016), pectina (Andriotis et al., 2020) e proteinas de plantas como a soja (Chien et al., 2013).
Esses biopolimeros possuem mecanismos de reticulacdo, permitindo a formacdo de um hidrogel
estavel na construcdo impressa, enquanto a biotinta mantém suas propriedades desejadas de
fluido. Esses polimeros podem, também, sofrer reticulacdo térmica, como no caso da agarose,
ou gelificacdo baseada no pH, como a pectina. A celulose pode ser reticulada por diferentes
maneiras, como radiacdo UV, uso de enzimas ou ions de célcio (Wang et al., 2020).

Outra consideracdo que deve ser feita na bioimpressdo 3D de carne cultivada é a
estabilidade da estrutura impressa durante o processamento posterior e durante 0s processos de
coccdo (Handra et al., 2020). Por fim, a versatilidade, precisdo e reprodutibilidade da
bioimpressdo 3D mostram que é um método promissor para a producdo de carne cultivada.

Embora a impresséo 3D tenha sido demonstrada para uma ampla variedade de materiais,
a maioria das biotintas relevantes para carne cultivada sdo as baseadas em hidrogéis. Hidrogéis
baseados em uma composicdo de mistura de proteina isolada de soro de leite e goma gelana,
foram investigadas quanto ao seu uso potencial em aplicacfes de bioimpressdo de alimentos
(Oliveira et al., 2020). Colageno/gelatina (Kang et al., 2021) e acido hialurdnico (Ouyang et
al., 2016), ambos encontrados naturalmente em tecidos de mamiferos, também foram estudados
como biotintas ou componentes de biotintas. Por causa das forcas de cisalhamento exercidas

nas células quando elas sdo impressas em uma tinta viscosa, juntamente com o fato de que a
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viscosidade € necessaria para que a construcdo impressa mantenha sua forma, hidrogéis
reticulaveis tém sido investigados como uma abordagem possivel para a impressdo de estruturas
complexas, mantendo a viabilidade celular. A bioimpressdo oferece certas vantagens
relacionadas a inducdo do alinhamento dos miotubos (Kim et al., 2020) e a criacdo de canais
semelhantes a vasos (Skylar-Scott et al., 2019).

Um hidrogel é uma matriz polimérica hidrofilica, sendo reticulada por meios fisicos ou
quimicos e com capacidade de retencdo de agua. Os hidrogéis sdo muito importantes na
engenharia de tecidos pois possuem requisitos indispensaveis. Para utilizacdo na carne
cultivada, a matriz polimérica deve ser cito compativel, constituida de biomateriais ndo toxicos.
Os micronutrientes e moléculas de sinalizacdo devem ser capazes de alcancar as células por
todo o tecido, e para tal a cinética de difusdo do hidrogel deve permitir que essas moléculas
penetrem em toda a espessura do hidrogel nas concentracfes e taxas exigidas para células de
suporte. A rigidez é um fator importante para um hidrogel, pois pode afetar a motilidade celular,
proliferagéo, diferenciacdo e a migracéo (Freeman et al., 2017; Levy-Mishali et al., 2009), uma
vez que as células devem ser capazes de remodelar o hidrogel durante a maturacdo do tecido.
Idealmente, as células degradam o hidrogel durante um periodo de tempo apropriado e
sintetizem o tamanho da sua prdpria matriz extracelular. Sitios proteoliticos devem ser
incorporados ao hidrogel para facilitar a adesdo celular e migragdo. Em estudos recentes foram
destacados os seguintes usos para hidrogéis: usado para criacdo de um ambiente 3D semelhante
ao da matriz extracelular (Simsa et al., 2019; Furihashi et al., 2021), como enchimento de matriz
extracelular 3D dentro de scaffolds porosos (Hickey et al., 2018), como componentes de
biotintas (Kim et al., 2020; Kang et al., 2021), como membranas finas que podem ser micro
estruturadas para produzir alinhamento de células (Orellana et al., 2020), ou como material de
origem para desenvolver scaffolds porosos (Ben-Ayre & Levenberg, 2019; Kanematsu et al.,
2004). Os hidrogéis sintéticos sao comumente usados para fins de engenharia de tecidos devido
as suas propriedades biolégicas inertes que impedem uma resposta imune. Hidrogéis compostos
podem mimetizar melhor a matriz extracelular e mostram propriedades melhoradas em
comparagao com as compostas por um unico material (Bomkamp et al., 2021).

O método 3D mais utilizado é a bioimpressdo baseada na extrusdo (EBB),
principalmente por ser versatil, simples e de baixo custo. Nesse método, a biotinta é liberada
por um sistema robotico controlado por computador, 0 que resulta na deposicao precisa e
continua de filamentos cilindricos (Murphy & Atala, 2014; Cui et al., 2020). O fator limitante

para 0 uso deste método é o tempo de impressao lento e o retorno mais baixo da viabilidade
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celular, quando comparado com os demais métodos apresentados, que fica entre 40 e 86%. A
bioimpressdo baseada na extrusdo pode ser feita com diferentes técnicas (Cui et al., 2020). O
gel extrusado com frequéncia se espalha apds a sua deposicao, exigindo um método de fixacédo
a fim de garantir a estabilidade da estrutura impressa. Esses métodos de fixacdo podem ser a
fotopolimerizagao ou por imerséo da impressdo em uma solucao de agente de reticulagéo (Cui
et al., 2020).

No método de impressdao 3D por jato de tinta, gotas pequenas de tinta liquida sdo
produzidas e depositadas no substrato. Esse método de bioimpressédo 3D é considerado versatil
e acessivel, é preciso e atinge boas resoluges, o que retorna uma viabilidade celular entre 70 e
96%. Ainda assim, existem limitacdes quanto ao seu uso, principalmente em relacéo a biotinta
que sera utilizada. A biotinta precisa ter viscosidade baixa, e possuir um mecanismo de
reticulacdo para estabilizar a estrutura impressa. Outras limitagdes sdo o bocal pequeno, o que
leva a entupimentos e dificuldade na limpeza, dificultando a producdo e reduzindo a eficiéncia
em uma fabricacdo de larga escala. Esse método é baseado em imprimir multiplas e nédo
continuas gotas, e essa falta de integridade mecéanica faz com que nao seja favoravel o seu uso
para impressdo de carne cultivada (Levi et al., 2022).

Em seu estudo, Chen et al. (2019) demonstraram a fabricacdo de scaffolds utilizando o
método de impressao 3D por jato de tinta. Eles usaram o &cido polilatico-co-glicélico (PLGA)
para criar um ambiente que fornece as condigcdes adequadas de crescimento, diferenciacdo e
sobrevivéncia de mioblastos C2C12. Sabe-se que o PLGA é um polimero capaz de simular a
estrutura complexa da matriz extracelular. Os resultados mostraram que nos scaffolds impressos
em 3D a taxa de sobrevivéncia foi maior do que no controle feito em filmes e esferas de PLGA.
Além disso, foi observado que esses scaffolds possuem uma arquitetura controlada e uniforme,
provando que a impressdao 3D é uma ferramenta adequada para fabricacdo de scaffolds de
cultura de células com estrutura definida. Foram variadas as lacunas fibrilares (30, 50, 150 e
200 um) e os efeitos em relacdo a adesdo celular e proliferacdo do C2C12 foram testados ap6s
sete dias de cultivo. O scaffold com lacuna fibrilar de 50 pum foi o mais adequado, pois
demonstrou aumento da adesdo e proliferagdo celular em comparagdo com os demais.

A bioimpressao assistida por laser (LAB) é baseada na deposicao da biotinta liquida em
uma superficie revestida de metal, seguida por uma cavitacdo induza a laser na fita, o que resulta
na formagdo de uma micro goticula de biotinta. A LAB preserva a viabilidade celular em mais
de 95%, e € compativel com biotintas com uma grande faixa de viscosidade, entre 1 a 300

mPa/s, e por sua deposicao ser feita sem bico, o entupimento ndo é um problema para esse
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meétodo. Um dos problemas é o custo do laser e a sua dificuldade de controle. Outra limitagdo
no seu uso é o residuo metalico no produto final, 0 que é uma preocupacdo em relagdo a
seguranca do produto final, restringindo o uso de LAB para producdo e comercializacdo de
carne cultivada (Hakobyan et al., 2020).

Outro meétodo de impressdo 3D que utiliza laser é a estereolitografia, que consiste na
utilizacdo de uma matriz de micro espelhos digitais para ajustar a intensidade do feixe de luz
visivel ou ultravioleta (UV), curando polimeros fotossensiveis de camada em camada. Esse
método € rapido, barato e retorna uma viabilidade celular acima de 85%. Uma das limitacdes
de seu uso é por meio dos agentes bloqueadores de luz, eles sdo usados para padronizagao
fotorresistente na estereolitografia e ndo sdo adequados para uso em alimentos por serem

toxicos e cancerigenos (Grigoryan et al., 2019).

5.2. MICRO FLUIDICA

A micro fluidica é uma area da tecnologia que se dedica ao estudo e manipulacdo de
pequenos volumes de fluido em sistemas em miniatura, utilizando canais com dimensdes com
entre 10 e 10°® litros. Esses canais s&o utilizados para a mistura de compostos quimicos, através
de uma técnica de bombeamento, visando a sintese e separacdo de substancias. Ao contrario
das macro escalas, onde as caracteristicas fisicas e a transferéncia de massa baseadas em difusao
sdo escalaveis linearmente, na micro escala, essas propriedades ndo podem ser extrapoladas
diretamente. A principal vantagem da técnica micro fluidica é a obtencédo de fluxo laminar, que
¢ um fendbmeno impossivel de alcancar em dispositivos de grande escala, devido a
predominancia das forcas viscosas (Chiesa et al., 2018).

Para construir as plataformas micro fluidicas, materiais como silicio monocristalino e
vidro borosilicato sdo comumente utilizados devido as suas caracteristicas fisico-quimicas
adequadas. Além disso, polimeros tém sido amplamente empregados na fabricacdo desses
dispositivos, sendo o polidimetilsiloxano (PDMS) um dos mais favoritos. O PDMS pode ser
facilmente moldado e modelado em canais com alta precisdéo em termos de tamanho de
micrémetros, € transparente a luz e tem baixa permeabilidade a agua. Entretanto, uma
desvantagem importante do PDMS é sua falta de resisténcia a solventes organicos, como
aminas, acidos fortes e hidrocarbonetos, o que levou ao desenvolvimento de reatores
microfluidicos resistentes a solventes (Kim et al., 2009; Greener et al., 2010).

No contexto da mistura induzida pelo fluxo laminar, uma das caracteristicas cruciais

para melhorar o desempenho dos dispositivos em microescala, 0s micro misturadores podem
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ser classificados em ativos e passivos. Os misturadores ativos utilizam fontes externas para
agitar fisicamente o liquido em um micro canal, como ondas acusticas, ultrassonicas, disturbios
magnéticos ou de pressdo (Kwak et al., 2016; Bau et al., 2001). J& os misturadores passivos
manipulam os fluidos através de hidrodindmica, aproveitando adveccdo cadtica, difusdo
molecular aprimorada, tenséo superficial, laminacdo fluida, divisdo sequencial e combinacéo
de fluidos dentro do micro canal. Os micro misturadores caéticos baseados em adveccéo caotica
passiva sdo 0s mais utilizados devido ao seu design e fabricacdo simples, além de apresentarem
maior eficiéncia de mistura. Esses micro misturadores tém geometrias embutidas no microcanal
que perturbam o fluxo laminar para promover a mistura efetiva de substancias (Chiesa et al.,
2018).

Kankala et al. (2019) foram motivados pela falta de pesquisas sobre a aplicabilidade dos
micro carreadores porosos e, como resultado, eles fabricaram microesferas com poros altamente
abertos usando uma técnica micro fluidica. Essas microesferas foram projetadas para abrigar
estruturas esqueléticas em proliferagdo de mioblastos e foram posteriormente avaliadas quanto
a sua viabilidade na entrega de células. As microesferas biocompativeis produzidas possuem
tamanhos de particula entre 280 e 370 um e apresentam poros com dimensdes entre 10 e 80
pm. Essa estrutura proporciona um microambiente favoravel, permitindo que as células estejam
intimamente dispostas em formas alongadas com a matriz extracelular depositada, o que facilita
a adesdo, proliferacdo e diferenciacdo miogénica aumentada das células. O uso de polimero
PLGA (poli (acido latico-co-glicolico)) na fabricacdo das microesferas porosas permitiu a
obtencdo de um sistema de entrega celular minimamente invasivo, adequado para regeneracao
tecidual. O estudo demonstrou uma alta taxa de adesdo celular, proliferacdo continua e aumento
da diferenciacdo miogénica dos mioblastos esqueléticos C2C12 quando organizados em
camadas fibrosas nas microesferas porosas. Além disso, as microesferas porosas apresentaram
uma matriz extracelular estabelecida e exibiram um forte potencial para a diferenciacdo de
mioblastos em camundongos, o que facilitou o crescimento dessas células musculares

esqueléticas concomitantemente com a vascularizagéo.

5.3 LIOFILIZACAO

A liofilizacdo é um processo de secagem, em que um solvente, geralmente agua, é
retirado de um produto por sublimagdo (Akers, 2015). Esse processo j& tem sido utilizado para

fabricacdo de scaffolds porosos voltados para a rea da biomedicina, em vérias aplicacdes como
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estudo de cancer in vitro, reconstrucdo de tecidos, regeneracdo de 0ssos e vascularizagao
(Rnjak-Kovacina et al., 2015).

Os scaffolds porosos possuem estrutura similar a uma esponja, com um tamanho de poro
na casa de micrometros (Zeltinger et al., 2001). Essa estrutura fornece a estabilidade mecénica
necessaria para que as células cultivadas formem tecidos. Para a engenharia de tecidos, esses
scaffolds se assemelham em estrutura, propriedades mecéanicas e em composi¢do ao tecido
conjuntivo do perimisio (Ben-Ayre & Levenberg, 2019), considerando que o scaffold ainda
permaneceria como componente do tecido maduro. Técnicas de fabricacao de scaffolds porosos
comumente usadas, como lixiviacdo de particulas, moldagem por fusdo, liofilizacdo e formacéo
de espuma de gas (Loh et al., 2013), usualmente usam polimeros sintéticos, que devem ser
substituidos por comestiveis (Shit et al., 2014) para uso na carne cultivada. O tamanho dos
poros, a porosidade e o material do scaffold sdo fatores-chave que afetam o desenvolvimento
dos tecidos e a sobrevivéncia das células. Enquanto o tamanho dos poros é importante para a
cultura celular, a integracdo de poros maiores adequados para a perfusdo do meio também deve
ser considerada para a pseudo vascularizacdo (Ellis et al., 2007) para permitir o transporte
eficiente de nutrientes e oxigénio em pedacos mais espessos de carne cultivada.

O processo de liofilizacdo é dividido em trés etapas, a solidificacdo, a secagem primaria
e a secagem secundaria. Na primeira fase, a solidificacdo, a solucdo comeca a ser resfriada a
uma temperatura abaixo do seu ponto eutético, que é o ponto em que a amostra inteira esta
congelada. Posteriormente, na segunda fase, o vacuo € aplicado a fim de reduzir a pressao e
facilitar o processo de sublimacéo. O processo todo é conhecido como uma transicao de sélido
para vapor, que comeca na primeira fase. Durante a primeira secagem, a dgua nao ligada é
removida do material, deixando apenas uma estrutura porosa. Na terceira fase, a secagem
secundaria, a amostra é aquecida, facilitando a dessorcdo da agua ndo ligada (Akers, 2016).
Ainda sobre as etapas da liofilizacdo, sabe-se que a secagem primaria é a etapa lenta (Zhu et
al., 2018). Se o tempo estabelecido for inadequado na secagem priméria, o conteido de solvente
retirado sera insuficiente, e 0 que restar na amostra sera aquecido durante a secagem secundaria,
estragando a amostra. A temperatura também é um fator determinante na secagem primaria.
Tanto a temperatura quanto o tempo influenciam no tamanho de cristais formados, o que afeta
a estrutura dos poros (Arsiccio et al., 2017; Foerst et al., 2019). A fase de secagem primaria
apresenta oportunidades adicionais para controlar as propriedades fisicas do scaffold,
monitorando as interagdes entre a amostra e a agua ligada. Estudos anteriores demonstraram

que a manipulacdo dessas interagcOes, alterando as taxas de secagem e o tempo, afeta
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consideravelmente a rigidez do scaffold e a formacdo da estrutura secundaria (Yao et al., 2012;
Lu et al., 2012; Sohn et al., 2004).

A otimizacéo da secagem para vacinas e outras aplicagcdes farmacéuticas ja vem sendo
estudada (Goldman et al., 2018; lzutsu, 2018), mas para a fabricacdo de scaffolds ainda € um
campo relativamente desconhecido (Abbott et al., 2022). Em seu estudo, Abbott et al., 2022
demonstraram a influéncia do tempo e da temperatura de secagem priméria da liofilizagdo para
fabricacdo de scaffolds porosos. Foram testadas quatro solugdes diferentes, variando a
concentracdo de agua/volume de solugdo em 3, 6, 9 e 12%, usando trés protocolos distintos, o
Long Hold, Slow Ramp e Standard (graficos de temperatura e tempo para cada protocolo
demonstrados na Figura 4). Os protocolos Long Hold e Slow Ramp resultaram em scaffolds
para todas as concentra¢fes, enquanto que o Standard ndo funcionou tdo bem para as
concentracdes de 9 e 12%. A fim de investigar a utilizacdo dos diferentes scaffolds, uma célula
viva da linha HepaRG foi cultivada nos scaffolds de todas as concentragdes feitas pelo protocolo
Long Hold. Inicialmente os scaffolds de cada concentracdo mostraram variagdes em relacéo ao
acumulo de lipidios, crescimento celular e atividade metabdlica, mas a partir do vigésimo oitavo
dia de cultura essas diferencas ndao foram mais observadas. Foi possivel concluir que ao
modificar os parametros da secagem priméria e a concentracdo das solugdes é possivel obter

scaffolds liofilizados com propriedades adequadas para 0 uso na engenharia de tecidos.

Figura 4. Protocolos de liofilizacao utilizados para producéo de scaffolds.
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Enrione et al. (2017) também utilizaram a técnica de liofilizacdo para a producdo de
scaffolds porosos. Foram criadas quatro solucdes poliméricas: todas contendo gelatina de
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salmé&o e alginato de sédio; duas com &gar; duas com agarose; e uma em cada um desses dois
grupos com glicerol. As concentragdes de cada componente ndo foram variadas. Esses scaffolds
foram testados para cultivo da linha de celular de mioblastos C2C12. O scaffold mais promissor
foi aquele com a formulacéo contendo gelatina de salmao, alginato de sédio, agarose e glicerol.
O tamanho de poros obtido para esse scaffold foi em torno de 200 um de didmetro, a
biocompatibilidade e adesdo das células de mioblastos foi em torno de 40% e eles levaram em
torno de 24 horas para duplicar, essa foi a taxa de crescimento. O perfil de biodegradacao dos
scaffolds foi menor do que 25% depois de quatro semanas; em adicional, eles tiveram resposta

miogénica adequada, alta proliferacéo e viabilidade celular, e distribuicdo celular adequada.

5.4 CULTURAS DINAMICAS

A cultura dindmica em biorreatores envolve a criacdo de um ambiente controlado em
um biorreator, onde microrganismos, células ou organismos sao cultivados em condic¢des que
imitam as flutuacGes naturais que ocorrem em seu ambiente nativo. A cultura dindmica é uma
alternativa valiosa a cultura estatica, pois permite simular condi¢fes mais préximas das
encontradas na natureza, resultando em um crescimento celular mais saudavel e uma producao
mais eficiente de compostos desejados. Este método envolve a variagdo de parametros como a
agitacdo, aeracdo, temperatura e a concentracdo de nutrientes ao longo do tempo, em resposta
as necessidades das células cultivadas (Yeatts & Fisher, 2011).

Um exemplo de células que podem ser cultivadas em culturas dindmicas sdo 0s micro
carreadores. Micro carreadores sdo feitos a partir do crescimento de células aderentes em
pequenas particulas em suspensdo (Van Wezel et al., 1967). Os micro carreadores sdo feitos
principalmente de poliestireno, dextrano reticulado, celulose, gelatina ou é&cido
poligalacturénico (PGA), revestidos com colageno ou peptideos contendo adesdo ou cargas
positivas para promover a adesao celular. O didametro de um micro portador fica entre 100 e
200 pm (Bodiou et al., 2020). Em seu estudo, Bodiou et al. (2020) descrevem tecnologias ja
existentes para a produgdo de micro portadores e como elas podem ser adaptadas para o0 uso
como scaffold de carne cultivada. Foram levantadas trés possibilidades de utilizagdo dos micro
carreadores. A primeira seria como um transportador temporario, visando dar suporte para a
proliferacdo celular e sendo removidos antes do processamento. Na segunda, o0 micro carreador
temporario é dissolvido ou degradado para liberar as células. E por fim, na terceira, 0s micro

carreadores agem como scaffold comestivel que € incorporado ao produto final. Embora os
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micro carreadores oferecam uma solucdo relativamente simples para expandir células
mamiferas em larga escala e necessitando pouco espaco, eles apresentam limitac6es em relagdo
aos custos de dissociacéo e separacao celular, custo dos proprios micro carreadores, densidades
celulares maximas que podem ser alcancados, e impactos potenciais sobre as propriedades
nutricionais e/ou organolépticas do produto final (Bomkamp et al., 2021).

Biorreatores de agitagdo emergem como uma alternativa altamente eficaz para a
ampliacdo em larga escala de células-tronco (Appelman et al., 2011). O cultivo dinamico dentro
desses biorreatores oferece um ambiente hidrodindmico que favorece o movimento fluido por
todo o sistema, aprimorando o transporte de nutrientes e os estimulos mecénicos que
impulsionam a produgdo da matriz extracelular. Além disso, é fundamental considerar com
cautela a densidade e 0 método de semeadura celular, uma vez que a quantidade adequada de
células é crucial para garantir interacGes celulares apropriadas, distribuicdo homogénea e
penetracdo nos suportes estruturais. Diversos tipos de biorreatores permitem a aplicacédo de
forcas de compressdo nao confinadas e cisalhamento. Modelos como o biorreator de baldo com
agitacdo mecéanica e o de parede rotativa sdo exemplos que foram projetados para aplicar
diferentes intensidades de cisalhamento as estruturas de suporte celular. A circulacao do fluido
dentro dessas configuracdes gera forcas de cisalhamento, que, conforme relatado por Darling
& Athanasiou (2003) promovem a produgdo da matriz extracelular. Entre as abordagens de
agitacdo mecanica, o frasco giratorio se destaca como o mais comum e simples. Esse dispositivo
possibilita a mistura eficaz de oxigénio e nutrientes em todo o meio, reduzindo a formacéo de
gradientes de concentracdo na superficie das estruturas de suporte.

Um exemplo de aplicacdo de biorreator agitado € o estudo de Rodrigues et al. (2019),
que visou expandir células-tronco pluripotentes induzidas por humanos (hiPSCs) de maneira
escalavel. Tradicionalmente, essa expansdo utiliza micro carreadores de poliestireno, 0s quais
devem ser separados da cultura celular, levando a perda de células viaveis. No entanto,
Rodrigues et al. (2019), exploraram o0 uso de micro carreadores sollveis, eliminando a
necessidade de remocdo subsequente. A cultura de hiPSCs foi conduzida em um ambiente
dindmico empregando frascos giratorios. A recuperacdo celular ocorreu dentro do proprio
frasco, obtendo um rendimento de 92,4%, substancialmente superior ao método convencional
de filtracdo (45,3%). Além disso, as células expandidas mantiveram sua capacidade de
pluripoténcia e diferenciagdo em varias linhagens celulares. Os resultados destacaram o
aprimoramento do processo de expansdo de hiPSCs com base em micro carreadores,

conduzindo a um processo biotecnoldgico mais eficiente e econémico.
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O biorreator de leito fluidizado é um sistema de perfuséo caracterizado pelo continuo
fluxo ascendente de fluido em torno de particulas, células ou células imobilizadas, permitindo
que elas se comportem como um fluido. Este tipo de reator tem atraido crescente interesse
dentro da engenharia de tecidos, devido a sua capacidade de expandir o leito de forma
homogénea, suas excelentes propriedades de transferéncia de massa e sua adaptabilidade para
aplicagdes em larga escala (Ellis et al., 2005). Uma das vantagens do biorreator de leito
fluidizado é a perfusdo continua do meio, eliminando os ciclos de alimentacéo tipicos das
culturas de células estaticas e descontinuas. Essa abordagem teoricamente permite alcancar
densidades celulares mais elevadas, garantindo uma reposi¢do constante de nutrientes. No
entanto, € importante considerar que o0 aumento da turbuléncia para melhorar a transferéncia de
massa também pode resultar em danos celulares e mortalidade devido as for¢as de cisalhamento
resultantes (Sarker et al., 2017; Varley & Birch, 1999). Diferenciando-se dos reatores de tanque
com agitacdo continua e reatores de bolsa, comumente empregados na industria para culturas
de celulas em grande escala, os biorreatores de leito fluidizado revelam-se particularmente
eficientes no cultivo de células sensiveis ao estresse de cisalhamento, como células mamiferas
(Kretzmer & Shugerl, 1991). A mistura eficaz do meio sem a necessidade de agitacdo mecanica,
impelidores ou aeragdo representa uma caracteristica valiosa que simplifica a construgdo do
biorreator, reduz os custos de manutencdo e de operacdo. Apesar de ainda serem realizadas
culturas 2D em frascos estaticos ou placas em laboratdrios, a producdo em larga escala com
base em superficies planas é ineficiente. Para superar a limitacdo de superficie para células
aderentes, o encapsulamento em granulos de gel, utilizando uma matriz adequada ou semeando
em micro carreadores 3D, tém sido amplamente adotado. Essa abordagem proporciona uma
maior propor¢do de area/volume para as celulas se fixarem e realizarem a transferéncia de
massa, a0 mesmo tempo em que reduz o0 espaco necessario para 0 cultivo celular em
biorreatores. Adicionalmente, o encapsulamento oferece uma camada protetora para as células.
A resisténcia dos granulos de gel ¢ uma caracteristica critica, podendo ser ajustada para
minimizar a ruptura ou perda de células da matriz. Essas esferas de gel devem ser
suficientemente robustas para suportar a abrasdo e compressdo geradas pelo contato entre
particulas (Hofman & Anne, 2006). Ao operar 0 biorreator em condic¢Ges de fluidizacdo, €
essencial aplicar uma velocidade superficial superior a velocidade minima de fluidizacéo, onde
o0 leito de particulas comeca a se expandir, mas inferior a velocidade terminal, na qual as
particulas sdo expulsas do sistema. Para garantir a eficiéncia do projeto do biorreator de leito

fluidizado em aplicagdes na engenharia de tecidos, é fundamental caracterizar o comportamento
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de expanséo do leito de particulas. A Figura 5 traz um esquema de um sistema de biorreator de

leito fluidizado.

Figura 5. Sistema de biorreator de leito fluidizado.
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Fonte: Adaptado de Lucena-Thomas et al. (2020).

Lucena-Thomas et al. (2020) caracterizam em sua pesquisa a expansdo do leito de
particulas como celulas Unicas, esferoides e microesferas de gel, em um biorreator de leito
fluidizado. Para o cultivo de células Unicas foram utilizadas células promieloblasticas humanas
HL-60 (ATCC) e células de carcinoma hepatocelular humano C3A (C3A, ATCC), os esferoides
foram criados usando o sistema Sphericalplate 5D (Kugelmeiers), de acordo com as instrugdes
do fabricante, e as microesferas de gel, material de interesse para a carne cultivada, foram
preparadas por meio de um sistema de eletrospray, conforme descrito por (Park et al., 2012),
usando uma solucdo de alginato a 2% p/v ou uma solucdo de alginato oxidado a 2% p/v. Eles
mediram a distribuicdo do tamanho de particulas de cada material, determinaram sua velocidade
terminal e suas caracteristicas de expansao do leito. As velocidades obtidas, quando comparadas
com os valores previstos pelas equac6es de Turton & Clark e Dallavalle (Khan & Richardson,
1988; Turton & Clark, 1987), apresentaram grandes desvios. Os dados de expansao do leito
foram relatados com a equacéo de Richardson & Zaki (Richardson & Zaki, 1954). No entanto,
0S parametros previstos para esta equacdo também apresentaram desvios dos valores

experimentais, provavelmente devido as perdas de energia cinética de colisdes inelasticas de
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particulas moles. Em adicional, as equacdes de Happel (Happel, 1958; Seibert & Burns, 1996),
e Foscolo (Foscolo et al., 1983) foram testadas, mas ambas mostraram desvios ainda maiores.
Por fim, a equacdo de Richardson & Zaki, ajustada com n experimental e ut, foi proposta

como modelo ideal para projeto e operagéo de biorreator de leito fluidizado. Esse estudo destaca

a importancia de usar os dados experimentais na expansao do leito.

5.5 ELETROFIACAO

A eletrofiacdo € um método simples, barato e ja utilizado em diversos ramos industriais,
tais como industria téxtil, nanotecnologia e engenharia de tecidos. Os produtos gerados pela
eletrofiacdo podem ser feitos em escala industrial, porém, embora seja versatil e com potencial
para producdo em larga escala, sua aplicacdo em sistemas alimentares ainda ndo é muito
pesquisada (Levi et al., 2022).

O processo de eletrofiacdo usa a forca eletroestatica para esticar goticulas de um
polimero em solug&o até o seu ponto de potencial, formando uma estrutura chamada de cone de
Tailor. Ao atingir um valor critico, acima da tensdo da superficie da goticula, um jato da solugéo
de polimero é liberado, se diluindo ao mesmo tempo que o solvente evapora, formando fibras
solidas submicrométricas ou nanométricas, sendo continuamente depositado em um coletor
aterrado. Os filamentos produzidos podem variar em tamanho e micro estrutura para caber na
aplicacdo desejada. Esse ajuste pode ser feito dependendo do polimero, escolhido, solventes,
fatores ambientais como temperatura e umidade e parametros de processo (Mendes et al., 2017).

Scaffolds fibrosos séo feitos a partir de técnicas de fiagdo, como eletrofiacdo, pois elas
podem ser usadas para producdo de nanofibras com uma variedade de propriedades Uteis para
carne cultivada. Algumas dessas propriedades séo a capacidade de suportar a adeséo celular,
realizar a difusdo de oxigénio e nutrientes, e a capacidade de produzir fibras alinhadas que
podem ajudar a promover a maturacdo da fibra no muasculo. Alguns dos materiais que podem
ser utilizados nas técnicas de fiacdo incluem &cido polilatico (PLA) (Luo et al., 2018;
Badrossamay et al., 2010), poli(acido co-glicolico latico) (PLGA) (Shin et al., 2015; Aviss et
al., 2010), poli-caprolactona (PCL) (Tzezana et al., 2008), gelatina metacriloil (GelMA)
(Ebrahimi et al., 2018), fibronectina (Chantre et al., 2018), albumina (Nseir et al., 2013) e
gelatina (MacQueen et al., 2019). Combinagfes de materiais também sdo comuns, e podem

melhorar as propriedades do scaffold.

54



Para aplicacdo em estruturacdo de células, scaffolds, os poros nano fibrosos produzidos
imitam a morfologia e estrutura de tecidos da matriz extracelular e possuem grande area de
superficie, ideal para adesdo e proliferacdo. De acordo com estudos, foi mostrado que uma
variedade de células conseguem se aderir nos poros feitos por eletrofiacdo, com a ME, gelatina
e zeina (Schoen et al., 2017).

A orientacdo das fibras eletrofiadas pode ser ajustada para controlar a morfologia das
células cultivadas no scaffold. Por exemplo, as fibras eletrofiadas podem ser alinhadas, o que
induz o alinhamento das células semeadas e promove o alongamento das células musculares,
assim como a miogénese (Uehara et al., 2020). As solu¢des poliméricas carregadas de células
podem ser eletrofiadas, e 0 micropadrdo dos filamentos eletrofiados pode guiar o crescimento
das células, resultando em uma distribuicdo homogénea das células e maior acessibilidade de
nutrientes em todo o scaffold (Yeo & Kimy, 2018).

A eletrofiacdo de diversos biopolimeros comestiveis, como gelatina, whey protein,
quitosana, zeina, celulose, amido, soja e albumina, ja foram estabelecidas por diferentes estudos
(Levi et al., 2022). Mesmo sendo uma tecnologia promissora visando a producdo em larga
escala, para produzir scaffolds para carne cultivada utilizando eletrofiacdo alguns desafios
precisam ser superados.

Um dos principais desafios é a necessidade de utilizacdo de solventes ndo comestiveis,
flaor-alcoois como hexafluoroisopropanol e 2,2,2-trifluoroetanol, que desnaturam proteinas e
fornecem propriedades visco elasticas, permitindo a formacéo de fibras durante a eletrofiacdo.
Esses solventes possuem alta taxa de evaporagdo e desnaturam parcialmente biopolimeros
feitos por eletrofiacdo, quebrando interacdes hidrofdbicas e pontes de hidrogénio (Levi et al.,
2022). Sdo considerados toxicos e ndo seguros para alimentos, pois mesmo que sejam
rapidamente evaporados podem deixar residuos. Como alternativa para a eletrofiacdo de
biopolimeros comestiveis, pode ser feito o0 uso de solucBes aquosas de alta forca ibnica ou
solventes benignos, como etanol (Mattice & Marangoni, 2020), acido férmico ou &cido acético
(Deng et al, 2018) que sdo classificados como solventes de Classe 3 pelo FDA, séo
considerados menos toxicos e de menor risco para o ser humano e podem ser incluidos nos
alimentos em quantidades limitadas por boas praticas de fabricacéo.

Outra solucéo é a adicdo de polimeros transportadores, que aumentam a capacidade de
fiacdo da solucdo de eletrofiagdo melhorando suas propriedades visco elasticas (Leidy &
Ximena, 2019). Eles devem ser degradaveis no sistema digestivo humano, e a concentracdo

tanto do polimero quanto de seus produtos de degradacdo ndo deve ser toxica, conforme
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determinado por autoridades como FDA. Alguns polimeros usados como polimeros
transportadores na eletrofiacdo de biomateriais comestiveis sdo poli 6xido de etileno (Schoen
etal., 2017), poli alcool vinilico, policaprolactona (Zadeh & Hosseini, 2019) e &cido polilatico.
Dentre esses polimeros, apenas 0 PVA e o PEO sdo aprovados pelo FDA como aditivos
indiretos de alimentos. Além disso, esses polimeros sintéticos ndo fornecem beneficios
nutricionais e ndo suportam a adeséo celular, essencial para scaffolds celulares (Donnaloja et
al., 2020). Portanto, esses polimeros sintéticos ndo sdo desejaveis para consumo direto e uma
alternativa deve ser buscada para o desenvolvimento de scaffolds de carne cultivada (Donnaloja
et al., 2020).

Em adicional, as mantas eletrofiadas podem sofrer modificacGes poOs-processamento,
como reticulacdo quimica ou fisica para melhorar suas propriedades mecanicas. Alguns dos
reticuladores de proteinas que geralmente sdo usados, sdo considerados tdxicos, incluindo
formaldeido (Glusac & Fishman, 2021). Portanto, esses reticuladores devem ser evitados em
aplicacOes alimenticias. Reticuladores ndo toxicos, enzimas de reticulagdo ou modos fisicos de
reticulacdo usando pH ou temperatura podem ser usados em vez disso, para obter scaffolds de
propriedades mecanicas superiores (Glusac & Fishman, 2021).

Narayanan et al. (2020) demonstraram a fabricacdo de um scaffold reticulado de
polissacarideos de quitina-glucana, feito de fungos e utilizando eletrofiacdo. Os fungos sdo um
grupo de eucariotos, eles possuem paredes celulares compostas de quitina, altamente
ramificadas de hifas, e crescem como estruturas rigidas, muito semelhante as micro e nanofibras
feitas por meio de eletrofiacdo (Bernard & Latgé, 2001). Ainda sobre as paredes celulares dos
fungos filamentosos, elas sdo constituidas por diversas estruturas lineares e polissacarideos
ramificados, bem como proteinas modificadas apds a traducdo e lipidios. Essa organizacdo
micelial em forma de filamentos oferece resisténcia mecanica e promove interacdes com 0s
elementos do hospedeiro (Arana et al., 2009), o que justifica a utilizacdo desses biomateriais
para a construcdo de scaffolds. O solvente utilizado foi o B-mercaptoetanol (BME) e 0s
resultados obtidos mostraram uma melhora na hemocompatibilidade e na biocompatibilidade,
uma vez que o BME conferiu ao scaffold feito de fungo adeséo e proliferagdo de queratindcitos
humanos.

Outro exemplo de scaffold feito a base de plantas € o desenvolvido por Ahn et al. (2018).
Feito de proteina de soja hidrolisada e acetato de celulose, por meio de eletrofiacéo a jato, ele
foi criado para uso na cicatrizacdo de feridas. A proteina de soja tem peptideos bioativos

similares as proteinas que compdem a matriz extracelular, o0 que promove adesdo celular,
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proliferacdo e, ainda, migracdo para regeneracdo de tecidos (Tokudome et al., 2012). A
utilizacdo de scaffolds nano fibrosos surgiu como uma abordagem para a cicatrizagdo (Hassiba
et al., 2016) com base na sua capacidade de replicar o microambiente fibroso dérmico da ME,
que fornece suporte estrutural para a cicatrizacdo de feridas e regeneracéo tecidual (Boateng et
al., 2008). O acetato de celulose foi utilizado como polimero transportador, o que aumentou a
proliferacdo, o crescimento, a migracdo e a infiltracdo de fibroblastos; em adicional, também
mostrou menor citotoxicidade quando comparado com as nanofibras feitas de polimero

policaprolactona ou somente de acetato de celulose.

5.6 ABORDAGENS LIVRES DE SCAFFOLDS

Embora os scaffolds fornecam muitas vantagens para a engenharia de tecidos, como a
capacidade de facilitar o transporte de oxigénio e nutrientes e o controle preciso sobre a
geometria 3D da construcdo final, os métodos sem scaffolds também podem resolver esses
desafios. A combinacdo de varias células planares € um dos métodos que pode ser utilizado
para fabricacdo de carne cultivada livre de scaffold. Neste caso, como ndo ha uso de biotintas e
scaffolds, as células sdo mantidas juntas a partir de sua propria matriz extracelular secretada.
Em seu estudo, Shahin-Shamsabadi & Selvaganapathy (2020) utilizaram o método n-SACS,
baseado em uma mudanca de pH para desencadear a delaminacdo de uma folha de célula, que
posteriormente é empilhada juntamente com outras folhas, para formar células de mioblastos
C2C12. Este método também foi recentemente explorado por Shahin-Shamsabadi &
Selvaganapathy (2022) para uso na carne cultivada, a partir de uma combinacdo de células
musculares e adipdcitos. Os desafios do método n-SACS incluem o espaco necessario para
crescimento celular em cultura 2D, bem como a natureza trabalhosa de empilhar varias folhas.
A fim de resolver essas problematicas, novas geometrias de biorreatores e métodos
automatizados para montagem de tecidos devem ser estudados (Shahin-Shamsabadi &
Selvaganapathy, 2020).

6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Para a producdo e comercializagdo da carne cultivada ser viavel, faz-se necessario o uso
de matérias primas seguras, sustentaveis e que podem ser utilizadas em larga escala (Murphy

& Atala, 2014). O primeiro hamburguer feito de carne cultivada foi apresentado em 2013, pelo
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professor Mark Post. Pesando 85g, o hamburguer custou em torno de 200 mil dolares. Desde
entdo, inlmeras empresas estdo investindo em pesquisa para tornar a carne cultivada acessivel
e escalavel. Em 2019, esse mesmo hamburguer ja estava custando algo em torno de nove euros
(The Good Food Institute, 2022). Além disso, as matérias primas devem cumprir as diretrizes
de seguranca de alimentos determinadas pelas autoridades como a Food and Drug
Administration (FDA). Visando também a sustentabilidade, os insumos para a producdo
também precisam ser sustentaveis. Matérias primas animais como soro fetal bovino s&o
utilizados para estudos e testes, mas ndo devem ser aplicados para a fabricacdo de carne
cultivada em grande escala (Post et al., 2020). O biomaterial escolhido deve suportar a cultura
de células e possuir estrutura mecéanica e bioquimica para guiar a ligacdo entre as células, sua
morfologia, proliferacdo e outras atividades celulares. O biomaterial também precisa suportar
a diferenciacdo celular de celulas relacionadas com a carne, como midcitos, adipdcitos ou
fibroblastos (Post et al., 2020). A viabilidade tecnoldgica, ¢é ditada pela compatibilidade de um
determinado biomaterial com a tecnologia de fabricacdo desejada (Singh et al., 2022).
Biomateriais que podem ser alergénicos, tais como a soja e 0 amendoim, devem ser
devidamente especificados na rotulagem. Alguns biomateriais sugeridos como scaffoldings séo
proteinas como coldgeno, gelatina e fibrinogénio, e polissacarideos (Post et al., 2020). O
colageno, a gelatina e o fibrinogénio sdo naturalmente abundantes na matriz extracelular dos
tecidos animais e oferecem boa aderéncia celular e crescimento, além de acrescentarem valor
nutricional. Porém, por serem de origem animal, essas proteinas sdo0 menos aceitaveis em
termos de sustentabilidade e bem-estar animal. Uma maneira de contornar essa problematica
pode ser as novas tecnologias que produzem proteinas recombinantes por meio de plantas e
fungos (Ng & Kurisawa, 2021).
Até agora, 0s biomateriais propostos para carne cultivada atendem a todas ou parte das
consideracBes acima mencionadas. Além disso, diversos scaffolds de carne cultivada dependem
de modificacbes de biomateriais, fontes prospectivas de biomateriais ou capacidades
tecnoldgicas futuras para facilitar tal conformidade. Os biomateriais de scaffolds sugeridos para
carne cultivada incluem vérios tipos de proteinas e polissacarideos (Bomkamp et al., 2022).
Proteinas de origem vegetal, como proteinas isoladas da soja, trigo, aveia, algodao, amendoim
e ervilha sdo boas opcdes devido ao seu baixo custo, alto valor nutricional, grande
conhecimento em relacdo ao seu processamento e aceitabilidade do consumidor. Essas
proteinas s&o consideradas biomateriais promissores para a producéo de carne cultivada, porém,

sua adesdo celular insuficiente pode exigir modificacOes (Cai et al., 2020).
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Os polissacarideos propostos como scaffolds de carne cultivada precisam suportar a
adesdo das células e sua proliferacdo. Um exemplo de polissacarideo que pode ser utilizado é
quitosana, pois ela tem citocompatibilidade, é comestivel, de baixo custo e acessivel. E extraida
de residuos bioldgicos marinhos, e por ter origem animal seu uso é limitado. Outros
polissacarideos de origem vegetal, como alginato, pectina, celulose e amido sdo também
aceitaveis (Ng & Kurisawa, 2021). Ainda, os biomateriais escolhidos para produgdo da carne
cultivada devem contribuir para a aparéncia, gosto, textura e valor nutricional da carne de
origem animal. Sendo assim, o progresso das pesquisas relacionadas ao uso de scaffolds para
carne cultivada ainda esta em andamento, e a otimizagdo continua das estratégias é essencial
para garantir a compatibilidade das células desejadas e a aplicabilidade em espécies relevantes

para a agricultura celular.
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