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Kukulka EC. Nanofibras de PCL associadas ao biovidro dopado: um novo 

biomaterial para engenharia tecidual [dissertação]. São José dos Campos 

(SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de Ciência e 

Tecnologia; 2021. 

 
 

RESUMO 

 
 

O objetivo do estudo foi sintetizar e caracterizar fibras ultrafinas de 

policaprolactona (PCL) associadas a um novo biovidro 58S em duas 

diferentes rotas de produção, produzidas pelo processo de eletrofiação a 

fim de selecionar a melhor rota para a incorporação de íons terapêuticos e 

avaliar as diferenças entre as rotas e a influência dos íons. Soluções de PCL 

puro 20% e contendo 7% de biovidros dopados (10% Mg(NO3)2 e 5% 

Li2CO3), separadamente, foram submetidas ao processo de eletrofiação, 

onde foram utilizados três parâmetros fixos: 2 mLh
-1

 de razão de fluxo, 10 

kV de voltagem e 12 cm de distância. As fibras obtidas foram caracterizadas 

morfológica (MEV, análise do diâmetro das fibras e análise da 

molhabilidade), química (EDS, DRX, FTIR e Raman) e biologicamente 

(viabilidade celular, conteúdo de proteína total, fosfatase alcalina e 

formação de nódulos  de mineralização). Os resultados obtidos mostraram 

que a melhor rota foi a sol- gel precipitado, que foram dopados com íons 

terapêuticos (10% Mg(NO3)2 e 5% Li2CO3). Foi observada         a aplicabilidade 

da referida metodologia em confeccionar um biomaterial aprimorado, que 

agregando as propriedades osteoindutoras do biovidro ao PCL e às dos íons 

terapêuticos, aplicável à regeneração óssea guiada apresentando respostas 

físicas, químicas e biológicas favoráveis ao comportamento celular. 

 
 

Palavras-chave: Biomateriais; Eletroquímica; Microscopia eletrônica de 

varredura; Nanofibras. 



 

 

Kukulka EC. PCL nanofibers associated with doped bioglass: a new 

biomaterial for tissue engineering [dissertation]. São José dos Campos 

(SP): Paulista State University (Unesp), Institute of Science and 

Technology; 2021. 

 
 

ABSTRACT 

 
 

The aim of the study was to synthesize and characterize ultrafine polycaprolactone 

fibers (PCL) associated with a new 58S bioglass in two different production routes, 

produced by the electrospinning process in order to select the best route for the 

incorporation of therapeutic ions and differences as a difference between the routes 

and the influence of the ions. Solutions of pure PCL 20% and containing 7% doped 

bio-glass (10% Mg (NO3) 2 and 5% Li2CO3), requirements, were submitted to the 

electrospinning process, where three fixed parameters were used: 2 mLh
-1

 flow, 10 

kV voltage and 12 cm distance. The curved fibers were characterized morphological 

(SEM, fiber diameter analysis and wettability analysis), chemical (EDS, DRX, FTIR 

and Raman) and biologically (cell viability, total protein content, alkaline 

phosphatase and formation of mineralization nodules). The results sought that the 

best route for a precipitated sol-gel, which were doped with therapeutic ions (10% 

Mg (NO3) 2 and 5% Li2CO3). It was observed the applicability of the methodology in 

making an improved biomaterial, which adding the osteoinductive properties of the 

bioglass to the PCL and those of the therapeutic ions, applicable to guided bone 

regeneration presenting physical, chemical and biological responses favorable to the 

cellular behavior. 

 

 

Keywords: Biomaterials; Electrochemistry; Scanning electron microscopy; 

Nanofibers. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Relacionando perda óssea à degeneração, falha de órgãos e tecidos 

faz-se necessário o desenvolvimento de novas tecnologias eficientes e de 

baixo custo, para contribuir na reparação desses problemas e contribuir para 

a melhora na qualidade de vida da população, especialmente na odontologia 

(Lima, 2013). 

Nesse contesto, os biomateriais se apresentam promissores para 

tratamento. Um biomaterial tem como definição “um material destinado a 

fazer interface com sistemas biológicos para avaliar, tratar, aumentar ou 

substituir qualquer tecido, órgão ou função do corpo”(Williams, 2009). 

Assim, tecnologias são desenvolvidas e aplicadas para suprir a necessidade 

de substituir ou complementar parte do organismo perdidas por doença ou 

trauma. Desta maneira, novos biomateriais apresentam- se como produtos 

versáteis e que atuam, combatem ou reparam inúmeras limitações ou 

patologias e que apresentam características adequadas para diversas 

aplicações biomédicas (Lima, 2013), e na área odontológica são materiais 

utilizados como dispositivos terapêuticos em procedimentos cirúrgicos, 

especialmente na correção de defeitos ósseos (Bugarin, Garrafa, 2007), área 

onde a osteogênese pode ficar comprometida devido ao processo de 

inflamação aguda originado pela invasão bacteriana no espaço regenerativo 

(Martins, 2015). 

O biovidro, ou vidro bioativo, é um tipo de biomaterial que possui a 

capacidade de se ligar a tecidos hospedeiros (Hench, 2006) com ótima 

biocompatibilidade e capacidade de ligação óssea, porém apresenta 

limitações em relação ao uso como membranas devido às suas fracas 

propriedades mecânicas (Bellucci et al., 2013). Uma membrana deve ser 

capaz de atuar como um esqueleto temporário para fixação, proliferação e 
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diferenciação de células progenitoras, além de ser capaz de ser absorvido 

em igual proporção ao crescimento de novos tecidos (Bellucci et al., 2012). 

A capacidade do biovidro de favorecer a adesão e a proliferação de 

uma ampla variedade de tipos de células sugere o uso em aplicações ósseas 

e dentárias (Rizwan et al., 2017). Estudos comprovaram que o biovidro 

apresenta resultados promissores tanto na engenharia de tecidos moles, 

como na vascularização, no controle da taxa de degradação e promovendo a 

condrogênese (Baino et al., 2018; Day et al., 2004; Li et al., 2012; Sonny 

Bal et al., 2010; Stamboulis et al., 2002; Suominen et al., 1996; Tellisi, 

Ashammakhi, 2012; Verrier et al., 2004; Wu et al., 2013), quanto na 

engenharia de tecidos duros, como na integração do tecido duro com o 

implante, na melhora da estabilidade de implantes e no processo de reparação 

(Anindyajati et al., 2017; Li et al., 2012; Messner, 1994; Shikinami et al., 

2004; Zur et al., 2011). 

Trabalhos têm sido realizados com a finalidade de melhorar o 

desempenho mecânico dos vidros bioativos através da incorporação de 

moléculas semelhantes à matriz extracelular e nanopartículas (Vitale-

Brovarone et al., 2005), como as de polímeros, somando a alta 

biocompatibilidade e características funcionais dos biovidros (capacidade de 

adesão óssea) com as características estruturais dos polímeros (melhorando 

o desempenho mecânico do sistema final) (Rizwan et al., 2017). 

O biovidro 58S (58% de SiO2 em massa) devido sua composição e 

possibilidade de ser produzido via Sol-gel apresenta a formação de 

hidroxiapatita em sua superfície em menor tempo quando comparado ao 

biovidro 45S5 (primeiro biovidro produzido), além de apresentar alta 

bioatividade e tendência a neutralizar o pH ácido causado pela degradação 

polimérica (Pereira et al., 2013). 

Matrizes de nanofibras produzidas por eletrofiação tem despertado 

grande interesse no campo da regeneração tecidual (Li et al., 2005; Pham et 
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al., 2006). Muitas composições de polímeros (sintéticos ou naturais) 

resultam em fibras com diâmetros que variam de dezenas de nanômetros à 

alguns micrômetros por eletrofiação (Chen et al., 2007; Huang et al., 2003; 

Li et al., 2007; Matthews et al., 2002; Yoshimoto et al., 2003). 

Estudos mostram que a matriz de nanofibras pode direcionar e 

estimular as células dos tecidos a secretar matriz tecidual e recuperar a 

função tecidual perdida (Kim et al., 2008) e mostram que nanofibras de PCL 

produzidas por eletrofiação são eficazes como estimuladoras de regeneração 

de tecidos, incluindo osso e estimulando a formação de células 

mesenquimais derivarem da medula óssea a se diferenciarem em 

osteoblastos (Kim et al., 2008; Li et al., 2007; Yoshimoto et al., 2003). 

A policaprolactona (PCL) é um polímero biodegradável e 

biocompatível muito utilizado como transportador de fármacos e/ou sistema 

de distribuição de medicamentos de forma lenta e gradual devido à sua 

excelente permeabilidade à drogas e baixa taxa de degradação (Cai et al., 

2000). Fibras de PCL produzidas por eletrofiação utilizadas como 

membranas para fibrocartilagem apresentam resultados favoráveis como 

crescimento celular e facilitação da adesão, proliferação e diferenciação de 

condrócitos (Anindyajati et al., 2017). Estudos também mostram que o 

alinhamento da fibra foi diretivo para a orientação de células, morfologia, 

fixação, distribuição e produção de matriz extracelular (Anindyajati et al., 

2017; Baker,  Mauck, 2007; Koepsell et al., 2011; Li et al., 2007). 

Para facilitar a fixação celular, crescimento e formação de novo 

tecido é interessante a combinação com uma estrutura semelhante a uma 

trama de fibras. Esta camada biodegradável pode ser feita com biopolímeros, 

como exemplo fibras de PCL obtidas por eletrofiação (Anindyajati et al., 

2017) e ainda há a possibilidade de incorporar elementos bioativos nas fibras 

de PCL produzidas por eletrofiação. 

A eletrofiação é um importante método disponível para a 
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produção defibras em escala nanométrica ou submicrométrica. Esta 

metodologia compreende a aplicação de uma força elétrica sobre um 

polímero líquido promovendo a ejeção de um jato fino que é alongado e 

acelerado pelo campo elétrico, seco e é depositado sobre um substrato na 

forma de uma manta de nanofibras (Reneker, Yarin, 2008). 

Recentemente, estudos mostram que a incorporação de elementos 

bioativos como Ag, Mg, Cu, Sr, Li e Zn em biovidros contribuíram para 

melhorar as atividades antibacteriana, osteogênica e angiogênica dos 

biovidros (Douglas et al., 2018; Hoppe et al., 2011; Zhu et al., 2019) e que a 

incorporação de íons Na
+
 diminui a ativação de liberação de sílica do 

biovidro, fazendo com que a dissolução do biovidro se torne mais rápida e 

favorecendo a formação da camada de hidroxiapatita antecipadamente 

(Gomes et al., 2017). 

Íons Mg
+2

, facilitam a produção de hidrogênio em excesso, que 

proporciona um aumento da alcalinidade local (Gao et al., 2020). Além 

disso, é considerado, assim como íons Cu, Sr e Zn, como alto promotor 

terapêutico com forte potencial de formação óssea e redução da reabsorção 

óssea (Ranga et al., 2019; Tian, Liu, 2015) e quando incorporado em vidros 

bioativos, além de fornecer melhores propriedades mecânicas, melhora a 

biocompatibilidade, a capacidade de biodegradação do vidro bioativo e a 

quantidade de íons Mg
+2

 presente no vidro bioativo está associada à 

formação de hidroxiapatita (Karakuzu-Ikizler et al., 2020). 

Íons Li
+
 foram relatados como estimuladores da proliferação e 

diferenciação osteogênica de células-tronco-mesenquimais da medula óssea, 

através da ativação da ativação da via de sinalização Wnt (Cao et al., 2017). 

Quando incorporados aos vidros bioativos proporcionam uma maior 

proliferação e diferenciação osteogênica das células tronco quando 

comparados aos vidros bioativos puros (Moghanian et al., 2018). Além do 

estímulo de células ósseas, íons Li
+
 também apresentam potencial pró-
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angiogênico e quando incorporados em vidros bioativos mostram-se 

candidatos para o desenvolvimento de novos biomateriais para utilização em 

regeneração de tecidos vascularizados (Haro Durand et al., 2017). 

Considerando os conteúdos abordados, o objetivo desse estudo foi 

produzir nanofibras de PCL incorporadas com biovidro 58S dopado com 

íons Mg(NO3)2 e Li2CO3 com o intuito de potencializar o crescimento 

celular ósseo. 



17 
 

 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Biomateriais 

 

 

Biomateriais são materiais, sintéticos ou naturais, que abrangem 

aspectos da medicina, biologia, química e ciência dos materiais, baseados em 

princípios da engenharia e que possui diversas aplicações, especificamente 

na área da saúde, como aplicação terapêutica e de diagnóstico (Ratner et al., 

2004). 

Para que seja considerado como um biomaterial o material tem, por 

obrigatoriedade, que ser biocompatível com os tecidos que irão recebê-lo, ou 

seja, não provocar respostas negativas aos tecidos, além de induzir respostas 

do hospedeiro de forma apropriada em uma aplicação específica (Ratner et 

al., 2004; Williams, 1986). 

Entre os diferentes tipos de matérias-primas disponíveis para a 

confecção de biomateriais podemos citar os metais, ligas metálicas, as 

cerâmicas, os biovidros, os polímeros e os compósitos, sendo reabsorvíveis, 

bioativos ou inertes, tendo cada um uma aplicabilidade específica (Pires, 

2015). 

Dentre as diversas aplicabilidades dos biomateriais podemos citar as 

próteses de válvulas cardíacas, articulações artificiais para o quadril, lentes 

oculares (Ratner et al., 2004) e, na área odontológica, os implantes dentais e 

materiais para correção de defeitos ósseos (Bugarin, Garrafa, 2007; Ratner 

et al., 2004). Estes biomateriais ainda podem ser produzidos de diversos 

materiais como o hidrogel, o polietilenoglicol, o ácido polilático, o titânio, a 

hidroxiapatita e o biovidro, e desenvolvidos para aplicações específicas como 

para implantes dentais, cicatrização óssea e osseointegração (Ratner et al., 
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2004). 

 

 

2.2 Eletrofiação 

 

 

Dentre os métodos de produção de biomateriais o processo de 

eletrofiação tem se mostrado satisfatório para a produção de biomateriais 

poliméricos em forma de fibras (De Souza et al., 2017). O processo de 

eletrofiação baseia-se em uma solução polimérica que deve apresentar uma 

viscosidade suficiente para que quando injetada e um campo 

eletromagnético pré-definido, a tensão do campo ultrapasse a tensão 

superficial da solução e possibilite a formação de fibras poliméricas em um 

aparato coletor (Huang et al., 2003; Santos, 2017; De Souza et al., 2017). 

Este método permite a variação de parâmetros ambientais 

(temperatura e umidade) e do processo (tensão contínua, distância 

ponta/coletor, razão de fluxo, viscosidade da solução e diâmetro da agulha) 

que irão influenciar diretamente na morfologia das fibras formadas (Borges 

et al., 2015; Costa et al., 2011), podendo resultar em fibras de tamanhos 

diferentes (micrométrica à nanométrica) e com presença ou ausência de 

defeitos morfológicos, além de permitir a formação de fibras com 

porosidade, o que permitirá a vascularização sobre a membrana formada 

pelas fibras eletrofiadas, resultando em adesão e proliferação celular 

(Thakkar, Misra, 2017). 
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2.3 Policaprolactona (PCL) 

 

 

Biopolímeros estão presentes em aplicações biomédicas e de saúde, 

uma vez que seus nanocompósitos apresentam diversas aplicações como 

ação antimicrobiana, transporte de medicamentos, diagnóstico de doenças, 

engenharia de tecidos, cicatrização de feridas e terapia de câncer 

(Saravanakumar et al., 2018). 

Diversos materiais poliméricos podem ser utilizados para a produção 

de fibras poliméricas pela técnica de eletrofiação, dentre eles a 

policaprolactona (PCL), polímero escolhido por apresentar boas 

características, como ser um polímero sintético de excelente 

biocompatibilidade, bioabsorvível e de baixo custo, além de ser aprovado 

pela FDA (Food and Drug Administration) e usado clinicamente como 

material para liberação de fármacos e de sutura (Wang et al., 2016; Xie et 

al., 2013). Também é conhecido por ter uma lenta taxa de degradação e por 

permitir a associação com outros biomateriais (Abdali et al., 2019), além de 

ser capaz de estimular a diferenciação de células mesenquimais em 

condrócitos e osteócitos (Anindyajati et al., 2017; Kim et al., 2008; Li et al.,  

2007). 

 

 

2.4 Íons terapêuticos 

 

 

No organismo, os íons terapêuticos atuam relacionados às vias de 

sinalização celular, caminhando para o equilíbrio tecidual. As interações 

com íons terapêuticos desempenham funções importantes em relação a 

distúrbios e doenças metabólicas, como as doenças infecciosas (Mourin et 
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al., 2012) e a incorporação de elementos bioativos como Ag, Mg, Cu, Sr, Li 

e Zn em biovidros contribuíram para melhorar as atividades antibacteriana, 

osteogênica e angiogênica dos biovidros (Douglas et al., 2018; Hoppe et al., 

2011; Zhu et al., 2019). 

Os íons Mg
+2

 apresentam uma alta taxa de degradação e 

liberação de hidrogênio. Estudos mostram que sua integridade pode ser 

mantida por mais de 12 semanas durante o processo de degradação no 

organismo (Liu et al., 2014). Devido ao fato de in vivo se degradar 

rapidamente sob condições fisiológicas, facilita a produção de hidrogênio 

em excesso, aumentando a alcalinidade local e melhorando os produtos de 

corrosão secundária em todo o tecido implantado (Gao et al., 2020). 

Mg e suas ligas apresentam excelente biocompatibilidade com a 

fisiologia humana, além de ser essencial ao metabolismo humano como 

cofator de diversas enzimas e por íons Mg
+2

 serem bem conhecidos por 

facilitar a cicatrização de tecidos. Além disso, quando em excesso no 

organismo, não causam toxicidade celular e são excretados pela urina 

(Banerjee et al., 2019). 

A incorporação de Mg em vidros bioativos fornece melhores 

propriedades mecânicas, biocompatibilidade e melhor capacidade de 

biodegradação do vidro e a quantidade de Mg presente no vidro está 

associada à formação de hidroxiapatita (Karakuzu-Ikizler et al., 2020). A 

formação de apatita diminui com o aumento das concentrações de Mg. Por 

isso, o Mg é considerado um dopante em apatita biológica que desempenha 

papel fundamental nos processos biológicos em implantes (Ranga et al., 

2019). 

Assim como íons cobre, estrôncio e zinco, o íon magnésio também é 

considerado como íons com alto potencial promotor terapêutico com forte 

potencial de formação óssea e redução de reabsorção óssea (Ranga et al., 

2019; Tian, Liu, 2015). 
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O Mg e suas ligas são candidatos promissores para à engenharia de 

tecidos devido à propriedades mecânicas, trombogênicas e biodegradação. 

Devido à rápida degradação do Mg in vivo, faz-se necessário controlar a sua 

taxa de degradação utilizando algumas técnicas, como a fabricação de 

compósitos à base de magnésio e a utilização de nanopartículas bioativas 

para reforçar a matriz do Mg e melhorar propriedades de bioatividade, 

degradação e propriedades mecânicas (Khodaei et al., 2019). Estudos 

relatam que a utilização de Mg à 10% exibe propriedades mecânicas mais 

altas e taxa de degradação ideal quando comparado a outros percentuais de 

Mg ou Mg puro, além de apresentar maior resistência à corrosão e maior 

viabilidade celular (Khodaei et al., 2019). 

Os íons Li
+
 são elementos importantes no organismo, pois estudos 

mostram que estimulam a proliferação e diferenciação osteogênica de 

células tronco mesenquimais da medula óssea através da ativação da via de 

sinalização Wnt in vitro, além de, quando administrados via oral, 

aumentarem a formação óssea subcondral (Cao et al., 2017). 

Li e Sr foram relatados para serem utilizados na engenharia de 

tecidos ósseos como modificadores da composição de vidros bioativos 

(Moghanian et al., 2018). Vidros bioativos contendo porcentagens de Li em 

sua composição mostram que a formação de apatita como um indicador de 

bioatividade é um fator dependente da quantidade de Li, sendo diminuída 

em vidros com maior teor de Li (Haro Durand et al., 2017; da Silva et al., 

2017). 

Além disso, existem estudos que concluíram que a utilização de 

biovidro contendo Li promoveu formação óssea subcondral e melhoraram a 

restauração do tecido da cartilagem hialina em modelos de coelhos com 

defeitos osteocondrais (Cao et al., 2017). 

Estudos relatam que íons Li
+
 aumentam a taxa de formação óssea 

pela estimulação de células osteoblásticas e evitam o crescimento de células 



22 
 

 

osteoclásticas, além de melhorar a massa óssea durante o tratamento de 

doenças. A presença de íons Li
+
 em vidros bioativos ocasionou uma maior 

proliferação e diferenciação osteogênica em células-tronco mesenquimais 

quando comparado ao vidro bioativo sem Li em sua composição 

(Moghanian et al., 2018). 

Íons Li
+
 também apresentam potencial pró-angiogênico e sua 

incorporação em vidros bioativos mostra-se como uma estratégia útil para o 

desenvolvimento de novos biomateriais para utilização em regeneração de 

tecidos vascularizados (Haro Durand et al., 2017). 

Também podem atuar na proliferação e diferenciação de células-

tronco mesenquimais da medula óssea através da ativação de vias de 

sinalização como Wnt e Hedgehog e através da inibição da enzima 

glicogênio sintase cinase-3 (GSK-3) (Zhang et al., 2019). Podem ainda 

estimular a secreção in vitro de fatores de crescimento com ação pró-

angiogênica e participar da angiogênese in vivo e induzir proliferação, 

migração e sobrevivência de células endoteliais pela ativação da via 

canônica Wnt/beta-catenina (Haro Durand et al., 2017). 

Além de íons Li
+
 melhorarem a proliferação de células tronco, 

e studos mostram que íons Li
+
 aumentam significativamente  a proliferação e  

iferenciação de células do ligamento periodontal (em uma concentração de 

cerca 17 ppm) (da Silva et al., 2017), após a ativação da via de sinalização 

Wnt, sugerindo um forte potencial de materiais com Li em sua 

composição para tratamentos de patologias ósseas e relacionadas à 

odontologia (Gao et al., 2015). Íons Li
+
 também afetam a formação de 

tecidos, como quando aplicado topicamente na forma de cloreto de Li na 

polpa dental, promovendo a regeneração da dentina e induzindo a 

diferenciação de odontoblastos, quando administrado às células da crista 

neural in vitro (da Silva et al., 2017). 

Vidros bioativos contendo Li podem liberar de forma terapêutica 
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níveis de íons Li
+
 que estimulam a proliferação de osteoblastos em calvária 

de ratos e estudos mostram que a atividade da fosfatase alcalina é 

dependente da dose (da Silva et al., 2017). 

Estudos mostram que a presença de íons Li
+
 demonstrou um 

aumento da proliferação in vitro apenas em baixas concentrações, cerca de 

0,25% em peso (Khan et al., 2016). 

Além dos vidros bioativos o Li pode ser incorporado e liberado à 

partir de materiais odontológicos existentes, não sendo necessário a 

utilização de uma esponja de colágeno ser cirurgicamente implantada, um 

material que possa liberar Li rapidamente pode promover o reparo tecidual 

em tecidos ósseos e dentais (Zhang et al., 2019). 

Além disso, o Li reduz a degradação do colágeno através da indução 

de citocinas da resposta pró-inflamatória em cartilagem e mostra uma 

melhora na formação de matriz extracelular rica em proteoglicano em 

cultura condrogênica de células-tronco mesenquimais, resultado satisfatório 

quando considerado que a cartilagem apresenta dificuldades de regeneração 

por sua característica avascular (Maçon et al., 2017; Press, 2015). 

Concentrações de lítio contendo 3 e 7% inibiram a formação de 

hidroxiapatita. A liberação de Li de vidros bioativos possui efeitos sobre a 

proliferação e diferenciação cementogênica de células derivadas do 

ligamento periodontal através da via de sinalização Wnt e SHH (Maçon et 

al., 2017). 

A atividade osteogênica de células derivadas do ligamento 

periodontal humano é notavelmente melhorada na cultura com Li 5% em 

peso em vidros dopados, além do Li melhorar a densidade mineral óssea e 

reduzir o risco de fraturas em humanos (Wang et al., 2019). 
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2.5 Tecido ósseo e doenças que o acometem 

 

 

O tecido ósseo realiza importante função estrutural e funcional 

(ancoragem de elementos dentários possibilitando a função mastigatória) no 

corpo humano (Ozcan, Sakerci, 2017). Os ossos são estruturas que estão em 

constante remodelação. Quando lesados, iniciam o processo de reparo ósseo, 

formando novo osso através de células osteoblásticas (formação e 

mineralização de matriz óssea) e eliminando a porção de osso velho através 

de células osteoclásticas (reabsorção óssea) (Crane, Cao, 2014; Judas et al., 

2012). 

A doença periodontal, doença infecto-inflamatória, engloba várias 

doenças que acometem os tecidos periodontais e resultam em perda de 

inserção e destruição óssea alveolar (como a periodontite), podendo 

culminar em perda do elemento dental (Highfield, 2009). 

Outra condição de perda óssea é a atrofia da crista alveolar por 

ausência de função após a extração ou perda do elemento dental, podendo 

ocorrer perda óssea de até 50% em um ano (Kim et al., 2017). 

Para recuperar a perda óssea ocasionada por doença periodontal ou 

ausência de função existe a possibilidade de se realizar técnicas de enxertia 

para tentar reparar os defeitos ósseos. Os autoenxertos (tecido ósseo retirado 

do próprio paciente) apresentam propriedades osteogênicas, osteindutoras e 

osteocondutoras ideais para este fim, porém podem apresentar limitações 

como infecções e sintomatologia dolorosa da área doadora (Yuan et al., 

2017). 
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2.6 Biovidro 

 

 

Biovidros ou vidros bioativos são exemplos de biomateriais que se 

ligam fortemente aos tecidos duros devido à presença de silício (Si) na sua 

degradação e liberação de íons Na, Si4 e Ca2 (Kim, 2017), e promovem 

mineralização óssea e expressão gênica de osteoblastos, além de 

osteoindutividade e biodegradabilidade superior a outros biomateriais, 

tornando-os alternativa para o reparo ósseo, na forma de carga ou scaffolds 

(estruturas tridimensionais com uma estrutura porosa utilizados como 

suporte, que promovem a proliferação celular, ou colonização de células, 

fornecendo um ambiente estável, auxiliando a remodelagem dos tecidos) 

(Ziba et al., 2019). 

A adição de vidro bioativo à uma matriz polimérica fornece 

aos compósitos bioatividade e requisitos mecânicos adequados (Ziba et al., 

2019). 

O biovidro 58S devido a sua composição possibilita sua fabricação 

pela rota Sol-gel, apresentando a formação de hidroxiapatita em sua 

superfície em menor tempo comparado ao biovidro 45S5, apresenta uma 

maior bioatividade e capacidade de neutralizar o pH ácido causado pela 

degradação polimérica (Pereira et al., 2013). 

 

 

2.6.1 Rota Sol-gel de produção do Biovidro 

 

 

A obtenção do biovidro pela rota Sol-gel baseia-se em um processo 

de química úmida para a produção e envolve hidrólise e condensação de 

precursores, secagem e estabilização. Neste método, os parâmetros de 
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processamento podem ser controlados e propriedades como morfologia e 

composição podem ser controladas (Zheng, Boccaccini, 2017). 

O processo pode ocorrer em condições ácidas ou básicas, o que afeta 

as propriedades do material resultante, como a morfologia e o processo 

permite a incorporação de íons (Zheng, Boccaccini, 2017). O processamento 

Sol-gel apresenta como vantagens sobre os métodos tradicionais uma maior 

pureza e homogeneidade, temperaturas de processamento mais baixas, 

melhor ligação ao tecido ósseo e melhor degradabilidade e reabsorção in 

vivo (Bejarano et al., 2015). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

3.1 Objetivos Gerais 

 

 

O objetivo do presente estudo foi produzir fibras de PCL associadas 

ao biovidro 58S dopado com íons Mg
+2

 e Li
+
 produzidas por eletrofiação. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

 

Produzir e caracterizar membranas a partir de nanofibras de PCL 

associadas a um novo biovidro 58S dopado com íons Mg
+2

 e com Li
+
 

produzidas pelo processo de eletrofiação e analisar morfológica, química e 

biologicamente, a fim de confeccionar um novo biomaterial para utilização 

em regeneração tecidual guiada com uma maior probabilidade sucesso na 

formação óssea. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

Figura 1 – Fluxograma metodológico 

 

 

Legenda: Fluxograma dos grupos de materiais produzidos e os testes realizados com cada material. 

PCL) Fibras de policaprolactona. PCL+SG) Fibras de policaprolactona com biovidro Sol-gel. 
PCL+P) Fibras de policaprolactona com biovidro Sol-gel Precipitado. PCL+P+Mg) Fibras de 

policaprolactona com biovidro Sol-gel Precipitado dopado com íons magnésio. PCL+P+ Li) Fibras 

de policaprolactona com biovidro Sol-gel Precipitado dopado com íons lítio. MEV) Microscopia 
Eletrônica de Varredura. DRX) Difratometria de raios X. EDS) Espectroscopia por dispersão em 

energia. FTIR) Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier. Diâmetro) Análise do 

diâmetro médio das fibras. Goniometria) Análise da molhabilidade. MTT) Ensaio de viabilidade 
celular. ALP) Análise de fosfatase alcalina. MEV celular) Microscopia Eletrônica de Varredura 

após cultura celular. Nódulo de mineralização) Análise da formação de nódulo ósseo. 

Fonte: Elaborada pelo autor. 
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Os materiais utilizados estão listados na Tabela 1 

 

 

Tabela 1 – Materiais utilizados para a produção dos biomateriais 

 

 

Material Descrição Fabricante 

PCL 

Polímero à base de 

policaprolactona (Éster) 
Sigma-Aldrich 

Acetona Acetona pura Sigma-Aldrich 

 

Biovidro 

60% de SiO2 , 36% de 

CaO e 4% de P2O5 

(Porcentagem em mol) 

 

Produção própria 

Mg(NO3)2 10% Sigma-Aldrich 

Li2CO3 5% Sigma-Aldrich 

Bicarbonato 

de amônio 
99,5 % T Sigma-Aldrich 

Fonte: Elaborada pelo autor. 

 

 

4.1 Síntese dos biovidros 

 

 

4.1.1 Biovidro Sol-gel 

 

 

Para a preparação do biovidro pela rota Sol-gel, foi utilizado ácido 

silícico como precursor pelo processo Sol-gel. Uma solução de 1mol/L de 

metasilicato de sódio (Na2SiO3) foi usado como precursor na obtenção do 

ácido silícico. Em seguida, a solução obtida foi misturada com uma resina de 
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troca iônica (IR120 – Rohm and Haas) levando a uma troca entre os íons H
+
 

e Na
+
. Posteriormente, essa mistura foi filtrada com auxílio de uma bomba 

de vácuo e sua concentração determinada por meio de titulação do ácido 

silícico com hidróxido de sódio padronizado. 

Para titulação, foram formuladas três soluções de 1 g de NaOH, 25 

mL de água destilada e do 20 mL de SiO2 em um béquer de 600 mL. 

Aproximadamente 3 mL de HF foram adicionadas na solução para a 

neutralização da soda, formando SiF6, indicada por uma cor azulada na 

solução. Essa mistura foi titulada com NaOH padronizada até o fim da 

reação, com a formação de Si(OH)4, indicada pela cor azul-esverdeado, e o 

volume utilizado da soda foi anotado. Em seguida, 200 mL de água em 

ebulição foram adicionadas na solução e a titulação prosseguiu até que a 

solução apresentasse uma coloração de azul intenso. A partir do volume 

utilizado, calculou-se a concentração do ácido silícico. 

Para a síntese do biovidro pelo processo Sol-gel, preparou-se uma 

solução de ácido silícico com cloreto de cálcio, cloreto de sódio e fosfato de 

amônio na proporção 60% de SiO2; 36% de CaCl e 4% de P2O5 em mol. 

A solução então foi secada em estufa por 1 dia a uma temperatura de 100°C 

e calcinada à 500°C por 5h. Após, o biovidro foi macerado e peneirado 

(Figura 2). 

 

 

4.1.2 Biovidro Sol-gel Precipitado 

 

 

Para a produção do biovidro Sol-gel Precipitado foi utilizado como 

base 250 mL da solução de biovidro Sol-gel já produzido e acrescido uma 

mistura contendo 200 mL de água deionizada e 20 g de bicarbonato de 

amônio P.A. e levado em ultrassom de ponteira por 3 minutos. 
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Figura 2 – Processo de finalização do biovidro 58S produzido 

 

 

A B C 

Legenda: A) Biovidro após o processo de calcinação. B) Biovidro após o processo de calcinação 
sendo macerado através de pistilo e almofariz para posterior processo de peneiração. C) Aspecto final 

do biovidro produzido. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.2 Síntese das soluções 

 

 

Foram preparadas 5 soluções, originando 5 grupos distintos de fibras ultrafinas: 

 Solução de PCL 

 Solução de PCL com biovidro Sol-gel 

 Solução de PCL com biovidro Sol-gel Precipitado 

 Solução de PCL com biovidro Sol-gel Precipitado dopado com Mg(NO3)2 

 Solução de PCL com biovidro Sol-gel Precipitado dopado com Li2CO3  
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4.2.1 Síntese da solução de PCL 

 

 

Foi preparada uma solução de policaprolactona (PCL) 20% 

(dissolução de 1,6 g de PCL aferida em balança de precisão em 8 mL de 

acetona) e ficou sob agitação constante em agitador magnético (IKARH 

Basic,Staufen, Alemanha) por 24 horas e foi levado ao ultrassom de ponteira 

por 15 minutos (Figura 3). 

 

 

4.2.2 Síntese da solução de PCL com biovidro Sol-gel 

 

 

A partir da síntese da solução de PCL, foi acrescentando 7% em 

massa de biovidro.Sol-gel e 3,2 mL de acetona à solução, levado em 

agitador magnético (IKARH Basic,Staufen, Alemanha) até total dissolução e 

em ultrassom de ponteira por 15 minutos (Figura 3). 

 

 

4.2.3 Síntese da solução de PCL com biovidro Sol-gel Precipitado 

 

 

A partir da síntese da solução de PCL, foi acrescentando 7% em 

massa de biovidro.Sol-gel Precipitado e 3,2 mL de acetona à solução, levado 

em agitador magnético (IKARH Basic, Staufen, Alemanha) até total 

dissolução e em ultrassom de ponteira por 15 minutos (Figura 3). 
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4.2.4 Síntese da solução de PCL com biovidro Sol-gel Precipitado 

dopado com Mg 

 

 

A partir da síntese da solução de PCL, foi acrescentando 7% em 

massa de biovidro.Sol-gel Precipitado dopado com 10% de Mg(NO3)2 

(Khodaei et al., 2019) e 3,2 mL de acetona à solução, levado em agitador 

magnético (IKARH Basic, Staufen, Alemanha) até total dissolução e em 

ultrassom de ponteira por 15 minutos (Figura 3). 

 

 

4.2.5 Síntese da solução de PCL com biovidro Sol-gel Precipitado 

dopado com Li 

 

 

A partir da síntese da solução de PCL, foi acrescentando 7% em 

massa de biovidro.Sol-gel Precipitado dopado com 5% de Li2CO3 e 3,2 mL 

de acetona à solução, levado em agitador magnético (IKARH Basic, 

Staufen, Alemanha) até total dissolução e em ultrassom de ponteira por 15 

minutos (Figura 3). 
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Figura 3 – Síntese das soluções de PCL e PCL com as diferentes composições de 

biovidro 

 

 

A B C 

Legenda: A) Grânulos de PCL utilizados para o preparo das soluções. B) As soluções foram 
mantidas em agitador magnético após a dissolução do PCL em acetona e após a adição de 

biovidro. C) Aspecto final das soluções de PCL e PCL com biovidro. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3 Síntese das fibras ultrafinas pela técnica de eletrofiação 

 

 

Para a síntese das fibras ultrafinas, foi utilizado o equipamento de 

eletrofiação (montagem própria), sendo sua estrutura composta por uma 

fonte de alta tensão, uma seringa plástica de 5 ml com agulha de ponta reta e 

diâmetro do orifício de 0,7 mm (Figuras 4 e 5). O processo de eletrofiação 

possui algumas variáveis que visam otimizar o processo de síntese, podendo 

ser modificada a tensão, fluxo da solução e a distância da ponta da agulha ao 

anteparo. O processo de sintetização foi realizado no Laboratório de 

Bioengenharia e Biomateriais do Instituto de Ciência e Tecnologia de São 

José dos Campos – UNESP. 
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Figura 4 – Aparato de eletrofiação utilizado para a produção das fibras  

 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 5 – Esquema de componentes do processo de eletrofiação 

 

 

Legenda: O processo de eletrofiação se dá à partir de uma solução polimérica colocada em 
uma seringa com agulha de ponta reta e acoplada em uma bomba infusora com velocidade de 

fluxo determinada. Através de uma fonte de alta tensão com eletrodos acoplados na agulha e aparato 

coletor, determina-se a tensão e a distancia. Quando a tensão superficial da solução é ultrapassada 
pela tensão do campo elétrico formado, a solução e ejetada em forma de fibras poliméricas até o 

aparato coletor. . Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

4.3.1 Síntese dos scaffolds 

 

 

O processo de eletrofiação, gerou mantas de fibras ultrafinas, de onde 

foram produzidos scaffolds de 6 mm de diâmetro com o auxílio de um 

instrumento circular cortante (Figura 6) para a utilização nos testes de 

caracterização. 
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Figura 6 – Sequência do preparo dos espécimes 

  

  

  

Legenda: A) Materiais utilizados para realizar a confecção dos espécimes (recortador circular e 
pinça). Manta de fibras indicadas pela seta. B) Perfuração da manta produzida com o recortador 

circular. C) Remoção dos espécimes da manta com o auxílio de uma pinça. D) Visão do 

espécime por vista frontal. E) Visão do espécime por vista lateral. E) Espessura do espécime aferida 
por paquímetro. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B 

C D 

E F 
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4.3.2 Síntese dos scaffolds de PCL 

 

 

A solução de PCL foi colocada em uma seringa de plástico com 

agulha de 0,7 mmØ e submetida ao processo de eletrofiação sob três 

parâmetros fixos: 1 mLh-1 de razão de fluxo, 10 kV de voltagem e 12 cm de 

distância. Foram eletrofiados 8 mL da solução e os scaffolds foram obtidos. 

 

 

4.3.3 Síntese dos scaffolds de PCL com biovidro Sol-gel 

 

 

A solução de PCL com biovidro Sol-gel foi colocada em uma seringa 

de plástico com agulha de 0,7 mmØ e submetida ao processo de eletrofiação 

sob três parâmetros fixos: 2 mLh-1 de razão de fluxo, 10 kV de voltagem e 

12 cm de distância. Foram eletrofiados 11,2 mL da solução e os scaffolds 

foram obtidos. 

 

 

4.3.4 Síntese dos scaffolds de PCL com biovidro Sol-gel Precipitado, 

PCL com biovidro Sol-gel Precipitado dopado com Mg(NO3)2 e PCL 

com biovidro Sol-gel Precipitado dopado com Li2CO3 

 

 

As soluções foram colocadas em uma seringa de plástico com agulha 

de 0,7 mmØ e submetidas ao processo de eletrofiação sob três parâmetros 

fixos: 2 mLh-1 de razão de fluxo, 10 kV de voltagem e 12 cm de distância. 

Foram eletrofiados 11,2 mL de cada solução e os scaffolds foram obtidos. 

Ouve variação de fluxo de 1 mLh-1(fibras de PCL puro) para 2 mLh-1 
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(demais fibras) devido à alteração da viscosidade das soluções ao 

adicionar       biovidro. 

 

 

4.4 Caracterização morfológica 

 

 

4.4.1 Análise de superfície com Microscopia Eletrônica de Varredura 

com emissão de campo 

 

 

Para analisar a topografia superficial das NFs, foi utilizado o 

Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) (JEOL/JSM-5310, Tóquio, 

Japão) com canhão de emissão de campo “Field Emission Gun” (FEG) 

(Tescan/Vega 3, Brno, República Tcheca) instalados no Laboratório 

Associado de Sensores e Materiais do Instituto Nacional de Pesquisas 

Espaciais (LAS/INPE). Para isso, as amostras foram posicionadas em uma 

plataforma de alumínio (stub), auxiliado por uma fita dupla face de carbono 

(3M, Sumaré SP, Brasil) e metalizadas com uma camada fina de ouro (80 

Å), que foi depositado através de vaporização iônica (sputtering) na 

máquina metalizadora (Emitech SC 7620, Sputter Coater, Quorum 

Technologies, Newhaven, Reino Unido) por 130 s com uma corrente de 10-

15 mA em vácuo de 130 mTorr e à uma taxa de metalização de 3,5 nm/min. 

As imagens foram obtidas no MEV com detector de elétrons secundários 

(ES), projetados sobre a superfície da amostra; e também por meio do 

detector de elétron retro espalhado (BSE). As magnificações utilizadas 

foram de 1.000 X, 5.000 X e 10.000X.
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4.4.2 Análise do diâmetro médio das fibras 

 

 

O diâmetro das fibras foi obtido utilizando o software ImageJ (Versão 

1.44, National Public of Health) por meio das micrografias obtidas em 

microscópio eletrônico de varredura (MEV) do Laboratório de Apoio à 

Pesquisa do Departamento Materiais Odontológicos e Prótese (ICT-UNESP), 

onde amostras de 0,5 x 0,5 cm da folha de alumínio de cada padrão 

morfológico gerado das nanofibras foram recobertos com ouro (SC7620 

Mini Sputer Coater/Glow Discharge System, Emitech, East Sussex, RU) e 

analisados para avaliar a morfologia, alinhamento, diâmetro e quantidade 

das fibras. Foram analisadas 1 micrografia por grupo com 45 mensurações 

de diâmetro em regiões distintas, sendo 45 análises para cada imagem. Os 

resultados do diâmetro médio das fibras para cada grupo foram apresentados 

em estatística descritiva (média e desvio- padrão) e inferencial com nível de 

significância de 5%. 

 

 

4.4.3 Análise da molhabilidade utilizando a técnica do ângulo de contato 

 

 

Para a análise de molhabilidade, foram preparadas 3 amostras de cada 

grupo de fibras. A medição do ângulo de contato médio foi realizada por 

meio de um goniômetro (Ramé Hart-Inc, 100-00-115, Montain Lakes, Nova 

Jersey, EUA) com a técnica de gota séssil com 1 líquido: água destilada. 

Previamente à análise, cada amostra foi manuseada com luvas 

cuidadosamente para evitar contaminação. Uma seringa graduada para 

dispersão gradual (série 100-10-12- 22, calibre 22) com agulha hidrofóbica 

deposita a gota e o ângulo de contato médio direito e esquerdo é calculado 
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pelo programa computacional (DROPimage Advanced Software). Os 

ângulos de contato médios da água foram calculados pelo próprio programa. 

 

 

4.5 Caracterização físico-química 

 

 

4.5.1 Espectroscopia de raios X por dispersão em energia (EDS) 

 

 

Para realização de análise qualitativa da composição química dos 

elementos químicos das fibras, foi utilizado um espectrômetro por dispersão 

de energia (EDS) (Bruker Nano GmbH 410, Berlin, Alemanha) associado ao 

software Espirit 1.9 (Bruker, Berlin, Alemanha) no MEV (Inspect S50, FEI 

Company, Brno, República Tcheca) do Laboratório de Apoio à Pesquisa do 

Departamento Materiais Odontológicos e Prótese (ICT-UNESP). 

 

 

4.5.2 Difratometria de raios X (DRX) 

 

 

Para realização de análise qualitativa do padrão de difratometria, as 

amostras analisadas foram preparadas no formato 3x3 cm e posicionadas no 

aparelho de DRX, (Shimadzu XRD7000, radiação CuKα, 2θ= 20-80º, 30 

mA, 40 kV). Instituto Tecnológico de Aeronáutica -ITA, São José dos 

Campos. 
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4.5.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

 

 

A composição química da superfície das fibras foi analisada utilizando 

o espectrômetro de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR) 

(Parkin- Elmer, modelo Spectrum GX) no modo UATR na região do médio 

500-4000 cm
-1

, 32 varreduras e resolução de 4 cm
-1

 através do programa 

Spectrom Saurch Plus. Instituto Tecnológico de Aeronáutica - ITA, São José 

dos Campos. 

 

 

4.5.4 Espectroscopia de Raman 

 

 

Uma amostra de cada grupo foi submetida à espectroscopia de 

Raman para análise da composição estrutural do material. As medidas de 

espectroscopia Raman foram realizadas utilizando o modelo do sistema 

Renishaw 2000 (Horiba Scientific, Palaiseau France – Instituto Tecnológico 

de Aeronáutica – ITA, Sâo José dos Campos), equipado com um laser de 

íons de Ar (514,5 nm). 

 

 

4.6 Caracterização biológica 

 

 

4.6.1 Isolamento de células 

 

 

Os procedimentos para isolamento celular e testes in vitro foram 
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realizados no Laboratório de Estudos Interdisciplinar de Células (LEIC) do 

Instituto de Ciência e Tecnologia de São José dos Campos – UNESP. Para o 

desenvolvimento da parte in vitro, o trabalho foi submetido ao comitê de 

ética do ICT-Unesp. Os animais doadores de células que foram utilizados 

neste trabalho foram os mesmos utilizados no estudo aprovado sob o comitê 

de ética 05/2020, a fim de contemplar as diretrizes do CONCEA dos 3Rs 

(Cazarin et al., 2004). 

A eutanásia dos ratos machos, Rattus novergicus (Wistar albinos) com 

idade média de 90 dias que foram utilizados como doadores de células da 

medula óssea de fêmures foi realizada utilizando o triplo da dose anestésica 

recomendada para o peso dos animais. A solução anestésica foi composta da 

combinação dos fármacos cloridrato de xilazina 10 mg/kg (Anasedan® - 

Vetbrands, Jacareí - Brasil), substância sedativa e relaxante muscular; e 

Cloridrato de Ketamina 100 mg/kg (Dopalen® – Vetbrands, Jacaréi - Brasil) 

e administrada via intramuscular. Após confirmação da instalação da 

anestesia, os animais foram submetidos ao procedimento de guilhotina. 

Em seguida, foi realizada a técnica de isolamento de células da 

medula óssea de fêmures conforme descrita previamente por Maniatopoulos 

(Maniatopoulos et al., 1988). Após a remoção dos fêmures, todo o tecido 

muscular foi retirado, e o osso foi lavado com soluções de meio de cultura 

essencial mínimo alfa MEM (Gibco) suplementado com gentamicina (500 

μg/mL) (Gibco) por 15 minutos. Em seguida a peça óssea foi levada para o 

fluxo laminar onde as epífises foram removidas e a diáfise foi lavada com 20 

mL de meio de cultura essencial mínimo alfa MEM (Gibco) suplementado 

com 10% Soro Fetal Bovino (SBF) (Cultilab Ltda, Campinas Brasil) e 

gentamicina (500 μg/mL) (Gibco). Após 3 lavagens, as células estavam 

isoladas e foram colocadas em recipientes para cultura de 25 mL e 75 cm2 

(TPP, Biosystems, Curitiba, Brasil) para o cultivo. Essas células foram 

mantidas em um meio de cultura para garantir sua viabilidade e mantidas em 
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estufa à uma temperatura de 37°C com umidade atmosférica contendo 5% 

de CO2. A seleção das células mesenquimais ocorreu pela sua capacidade de 

adesão ao poliestireno, sendo expandidas até atingirem mais de 80% da 

ocupação do recipiente. 

Previamente a cultura celular, todas as amostras foram submetidas à 

esterilização em raio ultravioleta (UV) por 30min. Os grupos avaliados 

foram:  

 

a)  grupo C: controle celular - células mesenquimais plaqueadas sem 

aabiomaterial;  

b)  grupo PCL: células mesenquimais plaqueadas com PCL;  

c) grupo PCL-SG: células mesenquimais plaqueadas com o compósito 

aade PCL/Biovidro Sol-gel;  

d)  grupo PCL-P: células mesenquimais plaqueadas com o compósito 

aade PCL/Biovidro precipitado;  

e) grupo PCL-P+Mg: células mesenquimais plaqueadas com o 

aaacompósito de PCL/Biovidro precipitado dopado com magnésio;  

f) grupo PCL-P+Li: células mesenquimais plaqueadas com o  

aaacompósito de PCL/Biovidro precipitado dopado com lítio. 

 

Para o plaqueamento celular, após a confluência, inicialmente o meio 

do frasco de cultura foi aspirado com auxílio de pipeta sorológica e 

descartado, as células foram lavadas com PBS e foi adicionado ao frasco 3 

mL da solução de tripsina 0,25% (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), para que 

as células se desprendam do fundo do frasco. Em seguida, o conteúdo de 

tripsina foi neutralizado com 6 mL de meio alfa MEM, transferido para um 

tubo Falcon de 15 mL (TTP, Biosystems, Curitiba, Brasil) e centrifugado em 

5000 rpm por 5 min a 25 °C (Centrífuga Labnet– HERMLE Z 300K, NJ, 

USA) com consequente formação do pellet (agregado de células). O 
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sobrenadante do pellet foi descartado, as células ressuspendidas em meio 

alfa MEM suplementado com 5 mg/mL de ácido ascórbico (Neon) e 2,16 g 

de beta glicerofosfato (Sigma-Aldrich ref 50020) e distribuídas nos poços 

das placas de 96 poços contendo as amostras. O plaqueamento celular 

ocorreu com 5.000 células/poço, após a contagem celular realizada pelo 

contador automático Countess® (Invitrogen, EUA). Previamente ao 

plaqueamento, as amostras foram colocadas nos poços e foi acrescentado 

meio de cultura, até a obtenção do volume final de 1mL. O meio de cultura 

foi trocado dos poços a cada dois dias. O desenvolvimento das células foi 

avaliado por microscopia de fase invertida (Microscópio Carl Zeiss 

Microlimaging GmbH – Axiovert 40C, Germany). 

Todas as placas foram   incubadas a 37ºC com 5% de CO2 e mantidas 

até o momento dos testes. Todos os testes foram realizados de acordo com a 

ISO 10993-5 e em duplicata, sendo que cada duplicata foi um pool de 

células provenientes do fêmur de três animais. 

Todos os testes foram realizados de acordo com as descrições 

previamente publicadas por nosso grupo de pesquisa (do Prado et al., 2015). 

Previamente aos testes as amostras foram cortadas no diâmetro da 

placa de 96 poços com puch e submetidas ao protocolo de lavagem. A seguir 

foram realizados os testes descritos neste projeto. 

 

 

4.6.2 Protocolo de lavagem 

 

 

Previamente aos testes de análise biológica realizados os scaffolds 

foram submetidos a um protocolo de lavagem para esterilização. 

Foram colocados em 100 µL de álcool 70% e mantidos por 15 

minutos. Em seguida, foram lavados 2 vezes com 100 µL de PBS e 
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esterilizados em luz UV por 30 minutos. 

 

 

4.6.3 Determinação da viabilidade celular (MTT) 

 

 

Após 7 dias de cultura celular, foi realizada a análise quantitativa de 

células viáveis. Esse teste foi realizado por meio da exposição das células ao 

corante MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium 

bromide) e avaliação espectrofotométrica do corante incorporado. Em 

todos os grupos foi preparada uma solução de MTT em uma fração de 0,5 

mg/ml em PBS preparada, procedendo-se em seguida à incubação junto às 

células com esta solução por 4 hora a 37°C, em estufa contendo 5% de CO2. 

Após esse período, a solução de MTT foi removida e adicionada a 500 μl da 

solução de DMSO (Dimethyl Sulfoxide - Dimetilsulfóxido) que permaneceu 

nos poços por 10 min em estufa de CO2 a 37°C. A seguir a placa foi 

colocada sob agitação por 10 min para solubilização completa do precipitado 

formado. Alíquotas de 100μl foram retiradas dos poços e transferidas para 

placa de 96 poços (Greiner) para medida colorimétrica em leitor de 

microplaca no comprimento de onda 570 nm (Biotek EL808IU). Os 

resultados foram expressos em porcentagem de viabilidade celular. 

 

 

4.6.4 Conteúdo de proteína total 

 

 

A proteína total foi quantificada após 7 dias de cultura, de acordo com 

o método modificado de Lowry et al. (1951). Após a remoção do meio de 

cultura, os poços foram lavados três vezes, com PBS a 37 ºC, e preenchidos 
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com 2 ml de lauril sulfato de sódio a 0,1% (Sigma-Aldrich), para 

extração das proteínas.  

Após 30 min, 1 ml da solução de cada poço foi misturada com 1 ml da 

solução de Lowry (SigmaAldrich) e deixado por 20 min à temperatura 

ambiente. A esta mistura foi acrescentado 1 ml de reagente de Folin e 

Ciocalteau (Sigma-Aldrich) e deixado por 30 min à temperatura ambiente. A 

seguir, a absorbância foi aferida a 680 nm em espectrofotômetro (Micronal 

AJX 1900). O conteúdo de proteína total foi calculado a partir de uma 

curva-padrão determinada a partir de albumina bovina e expresso em 

µg/mL. 

 

 

4.6.5 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

Foi determinada a ALP após 7 dias de cultura celular, nos mesmos 

lisados utilizados para quantificar a proteína total, por meio da liberação de 

timolftaleína por hidrólise do substrato de timolftaleína monofosfato, 

utilizando kit comercial de acordo com as instruções do fabricante (Labtest 

Diagnóstica). Inicialmente, 50 μl de timolftaleína monofosfato foram 

misturados com 0,5 ml de tampão dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1. À 

solução, foi acrescentada alíquota de 50 μl dos lisados obtidos de cada poço, 

permanecendo por 10 min a 37ºC em banho-maria. Para o desenvolvimento 

de cor, foram adicionados 2 ml de 32 Na2CO3 a 0,09 M e NaOH a 0,25 

M. A absorbância foi medida em espectrofotômetro (Micronal AJX 1900) 

utilizando comprimento de onda de 590 nm e a atividade de fosfatase 

alcalina foi calculada a partir de curva-padrão usando a timolftaleína. 
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4.6.6 Formação dos nódulos de mineralização 

 

 

A formação de nódulos de mineralização foi avaliada após 14 dias de cultura. 

Para tanto, as células aderidas foram lavadas em 200 µL de solução de Hank’s 

(Sigma) a 37ºC por duas vezes e as células foram fixadas em 200 µL de álcool 70% 

por 1 h a 4ºC. Em seguida, o álcool foi retirado e os poços lavados com 200 µL PBS 

(Cultilab) por duas vezes. Posteriormente, o PBS foi retirado, a cultura celular lavada 

com 200 µL de água deionizada por duas vezes e corada com vermelho de Alizarina 

S 2% (Sigma), pH 4,2, por 15 min à temperatura ambiente. Depois disso, cada poço 

foi lavado várias vezes com intuito de retirar o excesso de corante e as placas 

deixadas por 24 h em temperatura ambiente para secagem total dos poços. Depois da 

secagem, os poços foram avaliados qualitativamente em relação à formação de 

nódulos de matriz mineralizada. Essa análise qualitativa foi baseada em avaliações 

microscópicas das formações nodulares de matriz mineralizada, as quais foram 

fotografadas com câmera digital (Sony Digital F828, CyberShot, 8.0 megapixels) 

acoplada em microscópio de luz invertida (Microscópio Carl Zeiss Microlimaging 

GmbH – Axiovert 40 C, Alemanha). 

 

 

4.6.7 Análise de superfície com Microscopia Eletrônica de Varredura 

com emissão de campo após cultura celular 

 

 

Os scaffolds, após cultura celular de 5 dias, foram submetidos à 

fixação pelo método de graduação de etanol. Os scaffolds foram lavados 2 

vezes com 200 µL de PBS. Em seguida, foram mantidos em 200 µL de 

metanol por 20 minutos e em concentrações alternadas de álcool  (10%, 

25%, 50%, 75% e 
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100%) por 20 minutos cada concentração. 

Para analisar a topografia superficial das NFs, foi utilizado o 

Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) (JEOL/JSM-5310, Tóquio, 

Japão) com canhão de emissão de campo “Field Emission Gun” (FEG) 

(Tescan/Vega 3, Brno, República Tcheca) instalados no Laboratório 

Associado de Sensores e Materiais do Instituto Nacional de Pesquisas 

Espaciais (LAS/INPE). Para isso, as amostras foram posicionadas em uma 

plataforma de alumínio (stub), auxiliado por uma fita dupla face de carbono 

(3M, Sumaré SP, Brasil) e metalizadas com uma camada fina de ouro (80 

Å), que foi depositado através de vaporização iônica (sputtering) na máquina 

metalizadora (Emitech SC 7620, Sputter Coater, Quorum Technologies, 

Newhaven, Reino Unido) por 130 s com uma corrente de 10-15 mA em 

vácuo de 130 mTorr e à uma taxa de metalização de 3,5 nm/min. As 

imagens foram obtidas no MEV com detector de elétrons secundários (ES),  

projetados sobre a superfície da amostra; e também por meio do detector de 

elétron retro espalhado (BSE). As magnificações utilizadas foram de 1.000 

X. 

 

 

4.7 Análise estatística 

 

 

Todos os dados (MTT, fosfatase alcalina e proteína total) foram 

plotados e foi utilizado o teste não paramétrico Kruskal-Wallis (p = 0,05) 

para a análise estatística. Para os dados de diâmetro e goniometria a 

estatística descritiva (média ± desvio padrão) foi realizada e o teste não 

paramétrico Kruskal-Wallis (p = 0,05) para a goniometria e análise de 

variância 1- fator (ANOVA) (p = 0,05) para o diâmetro. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 Caracterização morfológica 

 

 

5.1.1 Análise de superfície com Microscopia Eletrônica de Varredura 

com emissão de campo 

 

 

A partir da análise em MEV das partículas de biovidro 58S preparados 

pelas rotas Sol-gel e Sol- Gel Precipitado podemos observar que os 

biovidros produzidos pelas duas diferentes rotas apresentam diferenças em 

relação ao tamanho das partículas, sendo o biovidro produzido pela rota Sol-

gel Precipitado o que apresentou menores partículas quando comparado com 

o biovidro produzido pela rota sol- gel (Figuras 7 e 8). 
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Figura 7 – Micrografias de partículas de biovidro 58S produzido pela rota 

Sol- Gel Precipitado 

 

A B 

Legenda: A) Micrografia do biovidro em aumento de 50.000 X. B) Micrografia do biovidro em 

aumento de 150.000 X. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 8 – Micrografias de partículas de biovidro 58S produzido pela rota 

Sol- Gel 

 

A B 

Legenda: A) Micrografia do biovidro em aumento de 10.000  X. Pode ser observado o aspecto 

irregular das partículas do biovidro. B) Micrografia do biovidro em aumento de 50.000 X. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 



52 
 

 

A partir da análise em MEV para os grupos de fibras ultrafinas 

produzidos por eletrofiação à partir de soluções contendo PCL com biovidro 

58S produzido pela rota Sol-gel e PCL com biovidro 58S produzido pela 

rota Sol-gel Precipitado podemos observar que apesar de apresentarem 

diferença morfológica entre os grupos, em ambos pode-se observar uma 

satisfatória produção de fibras com ausência de defeitos (BEADS) e com a 

possibilidade de observar a presença de partículas de biovidro no interior e 

na superfície das fibras produzidas ( Figuras 9 e 10), e podendo ser 

comparadas às fibras produzidas á partir da solução de PCL sem a adição de 

biovidro (Figura11). 
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Figura 9 – Micrografias de fibras ultrafinas de PCL com biovidro Sol-gel 

Precipitado 

 

  

 

Legenda: A) Fibras produzidas pelo processo de eletrofiação em aumento de 1.000 X, podendo 
ser observado a numerosa formação de fibras. B) Fibras produzidas pelo processo de eletrofiação 

em aumento de 5.000 X, podendo ser distinguido pela tonalidade a fibra de PCL e os 
aglomerados de biovidro apontados pelas setas. C) Fibras produzidas pelo processo de 

eletrofiação em aumento de 10.000 X, podendo ser observado parículas de biovidro no interior 

da fibra produzida, apontado pela seta. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B 

C 
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Figura 10 – Micrografias de fibras ultrafinas de PCL com biovidro Sol-gel 

 

  

 

 

Legenda: Legenda: A) Fibras produzidas pelo processo de eletrofiação em aumento de 1.000 X, 

podendo ser observado a numerosa formação de fibras. B) Fibras produzidas pelo processo de 

eletrofiação em aumento de 5.000 X, podendo ser distinguido pela tonalidade a fibra de PCL e a 

presença de partículas de biovidro, que apresenta-se em tonalidade mais clara. C) Fibras 
produzidas pelo processo de eletrofiação em aumento de 10.000 X, podendo ser observado 

parículas de biovidro no interior da fibra produzida, apontado pela seta. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B 

C 
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Figura 11 – Micrografias de fibras ultrafinas de PCL sem a adição de biovidro 

 

A B 

Legenda: A) Fibras produzidas pelo processo de eletrofiação em aumento de 1.000 X, podendo 
ser observado a numerosa formação de fibras. B) Fibras produzidas pelo processo de eletrofiação 

em aumento de 5.000 X, podendo ser observado a uniformidade das fibras produzidas e a 

ausência de defeitos. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Considerando os resultados apresentados, optou-se pela utilização do 

biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado para realizar a 

dopagem com íons terapêuticos, devido a produção de partículas menores e 

mais uniformes. 

A partir da análise em MEV para os grupos de fibras ultrafinas 

produzidos por eletrofiação à partir de soluções contendo PCL com biovidro 

58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopados com Mg e Li podemos 

realizar uma comparação da morfologia e padrão de formação das fibras e 

compará-las entre si e em relação às fibras produzidas à partir da solução 

contendo PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado 

sem a adição de íons terapêuticos (Figura 12 e 13). 
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Figura 12 – Micrografias de fibras ultrafinas de PCL com biovidro Sol-gel 

Precipitado com presença de íons terapêuticos 

 

  

  

Legenda: A e B) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado 

dopado com íons Mg+2 produzidas pelo processo de eletrofiação em aumento de 1.000 X e 
5.000X. C e D) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado 

com íons Li+ produzidas pelo processo de eletrofiação em aumento de 1.000 X e 5.000X. Em 

ambas as imagens pode ser observado uma numerosa formação de fibras e a presença de biovidro nas 
fibras produzidas. Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B 

C D 
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Figura 13 – Micrografias de fibras ultrafinas de PCL com biovidro Sol-gel 

Precipitado com ausência de íons terapêuticos 

 

A B 

Legenda: A e B) Fibras produzidas pelo processo de eletrofiação em aumento de 1.000X e 5.000X, 
podendo ser observado a numerosa formação de fibras, sua uniformidade e ausência de defeitos. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A partir da comparação das figuras 12 e 13 podemos observar que as 

fibras produzidas à partir da solução de PCL com biovidro 58S produzido 

pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Mg apresentam uma maior 

formação de grumos de fibra e biovidro quando comparados com às fibras 

produzidas à partir da solução de PCL com biovidro 58S produzido pela rota 

Sol-gel Precipitado dopado com Li e com às fibras produzidas à partir da 

solução de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado 

sem íons. 

Ainda é possível observar que às fibras produzidas à partir da solução 

de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado 

com Mg foram as que apresentaram uma maior quantidade de fibras 

eletrofiadas e às fibras produzidas à partir da solução de PCL com biovidro 

58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Li foram as que 
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apresentaram uma menor quantidade de fibras eletrofiadas quando 

comparadas entre sí e com às fibras produzidas à partir da solução de PCL 

com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado sem íons 

terapêuticos. 

Em relação à presença do biovidro nas fibras podemos ainda observar 

e comparar as micrografias retro-espalhadas (Figura 14), onde se torna 

possível uma melhor visualização das partículas de biovidro devido ao 

maior contraste em relação às fibras e onde é possível observar que as fibras 

produzidas à partir da solução de PCL com biovidro 58S produzido pela rota 

Sol-gel Precipitado dopado com Li foram as que apresentaram melhor 

visualização das partículas de biovidro no interior das fibras. 
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Figura 14 – Micrografias retroespalhadas de fibras ultrafinas de PCL com 

biovidro Sol-gel Precipitado com ausência e presença de íons terapêuticos 

 

A B 

C 

Legenda: A) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado sem íons 
terapêuticos produzidas pelo processo de eletrofiação. B) Fibras de PCL com biovidro 58S 

produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com íons Mg+2 produzidas pelo processo de 
eletrofiação. C) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado 

com íons Li+ produzidas pelo processo de eletrofiação. Aumento de 5.000X. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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5.1.2 Análise do diâmetro médio das fibras 

 

 

Por meio de imagens utilizando o software ImageJ (Figura 15), os 

valores obtidos para média e desvio-padrão podem ser observados na Tabela 

2. 

 

 

Figura 15 – Software ImageJ utilizado para medir o diâmetro das fibras 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A partir dos resultados obtidos pelo diâmetro médio das fibras (Figura 

16) foi observado que o grupo PCL apresentou fibras com os maiores 

diâmetros e foi estatisticamente semelhantes ao grupo PCL/P+Li. O grupo 

PCL/P+Mg apresentou fibras com os menores diâmetros e foi 

estatisticamente semelhante ao grupo PCL/P e PCL/SG. 
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Analisando os dados da Tabela 2 podemos observar que o grupo de 

fibras PCL apresentou fibras com os maiores diâmetros quando comparado 

aos demais grupos. As fibras do grupo PCL P apresentou fibras menores em 

relação ao grupo de fibras PCL SG, assim como as partículas de biovidro 

58S produzidos pela rota Sol-gel Precipitado apresentou partículas menores 

em relação ao biovidro 58S produzidos pela rota Sol-gel. As fibras do grupo 

PCL P Mg apresentou fibras com os menores diâmetros em relação aos 

demais grupos , o que pode ser inferido pela presença do íon Mg e as fibras 

do grupo PCL P Li apresentou fibras com diâmetros maiores que os grupos 

PCL SG, PCL P e PCL P Mg, o que pode ser inferido pela presença do íon 

Li e uma possível necessidade futura de buscas para melhorar a eletrofiação 

deste grupo através de novas associações de parâmetros de eletrofiação. 

 

 

Tabela 2 – Valores de média e desvio-padrão para os grupos de fibras 

obtidas por eletrofiação 

 

 

Diâmetro (µm) 
 

PCL PCL SG PCL P PCL P Mg PCL P Li 

1,92±0,89 0,93±0,46 0,90±0,40 0,67±0,28 1,69±0,66 
 

Legenda: Dados de média±desvio-padrão em µm. PCL) Fibras de PCL sem biovidro. PCL SG) 
Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel. PCL P) Fibras de PCL com 

Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. PCL P Mg) Fibras de PCL com Biovidro 

58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Mg. PCL P Li) Fibras de PCL com 
Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Li. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 16 – Valores de diâmetro médio das fibras 

 

 

Legenda: Dados de média±desvio-padrão em µm. PCL) Fibras de PCL sem biovidro. PCL SG) 
Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel. PCL P) Fibras de PCL com Biovidro 

58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. PCL P Mg) Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido 

pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Mg. PCL P Li) Fibras de PCL com Biovidro 58S 
produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Li. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.1.3 Análise da molhabilidade utilizando a técnica do ângulo de contato 

 

 

Os resultados obtidos através da análise da molhabilidade pelo 

ângulo de contato dos grupos de fibras podem ser observados em valores 

médios na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Dados médios do ângulo de contato para as fibras de PCL e PCL com 

biovidro 

 

Grupo Imagem Média do ângulo médio 

 
PCL 

 

 
93,31°±16,65 

 
PCL SG 

 

 

 
110,83°±5,17 

 
PCL P 

 

 

 
98,24°±6,76 

 
PCL P Mg 

 

 

 
87,09°±14,26 

 
PCL P Li 

 

 

 
111,07°±9,76 

Legenda: PCL) Fibras de PCL sem biovidro. PCL SG) Fibras de PCL com Biovidro 58S 

produzido pela rota Sol-gel. PCL P) Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel 
Precipitado. PCL P Mg) Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel 

Precipitado dopado com Mg. PCL P Li) Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido pela rota 

Sol-gel Precipitado dopado com Li. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 17 – Valores da análise do ângulo de contato 

 

 

Legenda: PCL) Fibras de PCL sem biovidro. PCL SG) Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido 
pela rota Sol-gel. PCL P) Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. 

PCL P Mg) Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com 

Mg. PCL P Li) Fibras de PCL com Biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado 
com Li. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

A partir dos resultados obtidos pela análise da molhabilidade (Figura 

17) foi observado que todos os grupos são estatisticamente semelhantes. O 

grupo PCL/SG e o grupo PCL/P+Mg apresentou fibras com os menores 

ângulos de contato. 

Os dados da análise da molhabilidade mostram o caráter hidrofóbico 

das fibras produzidas em todos os grupos, característico do polímero 

utilizado, apresentando ângulos de contato médios de 87,09° a 111,07°. 
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5.2 Caracterização físico-química 

 

 

5.2.1 Espectroscopia de raios X por dispersão em energia (EDS) 

 

 

Os dados obtidos por EDS realizados nas fibras produzidas 

apresentam os elementos químicos presente nas fibras e comprovam a 

presença dos materiais utilizados para a produção. Para as fibras de PCL 

podemos observar os elementos carbono e oxigênio, característicos do 

polímero utilizado. Para as fibras de PCL com biovidro Sol-gel e Sol-gel 

Precipitado podemos observar os elementos carbono, oxigênio, cálcio, 

silício e cloro, característicos do biovidro produzido. As análises químicas 

com os componentes de cada grupo de fibras pode ser observado na Figuras 

18, 19 e 20. 
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Figura 18 – Análise química por espectroscopia de raios X por dispersão em 

energia 

 

 

A 

B 

Legenda: A) EDS referente às fibras de PCL. B) EDS referente às fibras de PCL com biovidro 
58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. 

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 19 – Análise química por espectroscopia de raios X por dispersão em 

energia 

 

C 

D 

Legenda: C) EDS referente às fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel. D) 
EDS referente às fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado 

com íons Mg+2. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 20 – Análise química por espectroscopia de raios X por dispersão em 

energia 

 

 

Legenda: E) EDS referente às fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel 

Precipitado dopado com íons Li+. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.2.2 Difratometria de raios X (DRX) 

 

 

Os difratogramas de raios X para as fibras de PCL e PCL com 

biovidro são mostrados nas Figuras 21 e 22. O padrão “SG” mostra-se sem 

picos de difratometria devido à característica amorfa do biovidro 58S 

produzido pela rota Sol-gel. O padrão “P” mostra-se característico de um 

material amorfo como o biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel 

Precipitado e evidencia picos de hidroxiapatita precipitados do biovidro. No 

padrão “PCL” o gráfico apresenta picos de difratometria característicos do 

polímero utilizado para a produção das fibras. Nos padrões “PCL-SG” e 

“PCL-P” o gráfico apresenta uma exacerbação dos picos característicos do 
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polímero utilizado, o que pode ter sido provocado pela presença dos 

biovidros nas fibras, além de no padrão “PCL-P” apresentar picos 

característicos da precipitação de hidroxiapatita assim como no padrão “P”. 

O padrão “Mg” apresenta picos de CaMgSiO6 que mostram que o Mg foi 

incorporado à estrutura do material, sendo um indicativo de homogeneidade 

e o padrão “Li’ mostra uma ausência de cristalização de fases que sejam 

diferentes do padrão “P” controle. 

 

 

Figura 21 – Difratogramas dos biomateriais produzidos 

 
 

Legenda: SG) Pó de biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel. P) Pó de biovidro 58S produzido 
pela rota Sol-gel Precipitado. PCL-SG) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-

gel. PCL-P) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. PCL) 
Fibras de PCL. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 22 - Difratogramas dos biomateriais produzidos 

 

10 20 30 40 50 60 70 80 90 

2

Legenda: Mg) Pó de biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Mg. Li) 

Pó de biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Li. P) Pó de biovidro 
58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.2.3 Espectroscopia de infravermelho por transformada de 

Fourier (FTIR) 

 

 

Através da análise de FTIR das fibras de PCL com os biovidros foi 

possível observar bandas referente às estruturas químicas sílica (Si-O-Si), 

fosfato (PO4) e grupo silanol (SiOH), o qual é responsável pela intensa 

adesão celular ao material (Souza, 2014). Durante a análise das fibras de 

PCL sem biovidro foi possível observar bandas características do polímero 
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puro, evidenciando que não ouve alteração da composição química do 

polímero durante o processo de eletrofiação das fibras produzidas (Figuras 

23 e 24). 

 

 

Figura 23 – Espectro de infravermelho dos materiais produzidos 

 

 

Legenda: SG) Partículas de biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel. P) Partículas de biovidro 58S 
produzido pela rota Sol-gel Precipitado. PCL-SG) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-

gel. PCL-P) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. PCL) Fibras de PCL. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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OH 
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OH 
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Figura 24 – Espectro de infravermelho dos materiais produzidos 

 

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 

cm-1 

Legenda: PCL-Mg) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado 
dopado com Mg. PCL-Li) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel 

Precipitado dopado com Li. PCL-P) Fibras de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-

gel Precipitado. PCL) Fibras de PCL. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.2.4 Espectroscopia de Raman 

 

 

Através dos dados obtidos pela espectroscopia de Raman (Figura 25) 

foi observado que para o grupo Li que a redução de Q3 e o aumento de Q2 

são indicativos da incorporação de hetero-átomos na rede, sendo um forte 

indicativo da incorporação do lítio na rede vítrea. Os demais grupos não 

obtiveram resultado devido à fluorescência causada pelos grupos OH, 

artefato que impede que tenha um espectro de qualidade suficiente para 

determinar as ligações químicas presentes no material. 
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Figura 25 – Espectros de Raman para os biovidros sol-gel precipitado e sol-gel 

precipitado dopado com Li  

 

 
Legenda: Espectros de Raman. Q2 e Q3) Grupos de ligações siloxanas. Li) Biovidro produzido pela rota Sol-

gel Precipitado dopado com Li. C) Grupo controle de biovidro produzido pela rota Sol-gel Precipitado. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.3 Caracterização biológica in vitro 

 

 

5.3.1 Teste de viabilidade celular (MTT) 

 

 

A partir dos resultados obtidos para o teste de MTT (Figura 26) foi 

observado que todos os grupos experimentais apresentaram viabilidade 
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celular acima de 70%. O grupo PCL apresentou o maior valor de MTT e foi 

estatisticamente semelhante ao grupo PCL/P+Mg (p>0,05). Os grupos 

PCL/SG, PCL/P e PCL/P+Li foram estatisticamente semelhantes entre si e 

ao grupo PCL/P+Mg. 

 

 

Figura 26 – Valores de viabilidade celular 

 

Legenda: PCL) Scaffold de PCL. PCL/SG) Scaffold de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel. 

PCL/P) Scaffold de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. PCL/P+Mg) Scaffold de 
PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Mg. PCL/P+Li) Scaffold de PCL 

com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Li. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.3.2 Proteína Total 

 

 

Nos resultados obtidos para o teste de proteína total (Figura 27) foi 

observado que todos os grupos foram estatisticamente semelhantes entre si. 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -- - 70% 
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O grupo PCL/P apresentou o maior valor do conteúdo de proteína total e o 

grupo PCL apresentou o menor valor do conteúdo de proteína total. 

 

 

Figura 27 – Valores do conteúdo de proteína total 

 

. 

 Legenda: PCL) Scaffold de PCL. PCL/SG) Scaffold de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel 

PCL/P) Scaffold de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. PCL/P+Mg) Scaffold de 
PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Mg. PCL/P+Li) Scaffold de PCL 

com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado com Li. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.3.3 Atividade da fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

Nos resultados obtidos para o teste de ALP (Figura 28) observou-se 

que todos os grupos foram estatisticamente semelhantes entre si. O grupo 

PCL apresentou o maior valor de ALP e o grupo PCL/P apresentou o menor 

valor do conteúdo de ALP. 

µ
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Figura 28 – Valores da atividade da fosfatase alcalina 

 

 

Legenda: PCL) Scaffold de PCL. PCL/SG) Scaffold de PCL com biovidro 58S produzido pela 
rota Sol-gel. PCL/P) Scaffold de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado. 

PCL/P+Mg) Scaffold de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado dopado 

com Mg. PCL/P+Li) Scaffold de PCL com biovidro 58S produzido pela rota Sol-gel Precipitado 
dopado com Li. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.3.4 Nódulos de mineralização 

 

 

A partir dos resultados obtidos para o teste de nódulos de 

mineralização foi observado que todos os grupos apresentaram, 

qualitativamente, formação de nódulos de mineralização, sendo observados 

indicados pelas setas (Figura 29 a 33). 
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Figura 29 – Micrografia dos nódulos de mineralização dos scaffolds de PCL 

 

  

  

Legenda: A) Aumento de 10X. B) Aumento de 20X. C) Aumento de 20X. D) Aumento de 40X. 

Os nódulos de mineralização estão indicados pelas setas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B 

C D 
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Figura 30 – Micrografia dos nódulos de mineralização dos scaffolds de PCL P 

 

  

  

Legenda: A) Aumento de 10X. B) Aumento de 20X. C) Aumento de 40X. D) Aumento de 40X. 

Os nódulos de mineralização estão indicados pelas setas. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B 

C D 
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Figura 31 – Micrografia dos nódulos de mineralização dos scaffolds de PCL SG 

 

  

  

Legenda: A) Aumento de 5X. B) Aumento de 10X. C) Aumento de 20X. D) Aumento de 40X. 

Os nódulos de mineralização estão indicados pelas setas. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 

B A 

D C 
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Figura 32 – Micrografia dos nódulos de mineralização dos scaffolds de PCL Mg 

 

  

  

Legenda: A) Aumento de 10X. B) Aumento de 20X. C) Aumento de 20X. D) Aumento de 40X . 
Os nódulos de mineralização estão indicados pelas setas. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

A B 

D C 
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Figura 33 – Micrografia dos nódulos de mineralização dos scaffolds de PCL Li 

 

 

  

  

Legenda: A) Aumento de 10X. B) Aumento de 10X. C) Aumento de 20X. D) Aumento de 40X. 

Os nódulos de mineralização estão indicados pelas setas. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

5.3.5 Microscopia Eletrônica de Varredura 

 

 

Nas imagens obtidas por MEV foi possível observar a presença de 

células nos scaffolds produzidos, comprovando a viabilidade celular e a sua 

não citotoxicidade (Figura 34). 

D 

B 

C 

A 
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Figura 34 – Micrografia após fixação celular dos scaffolds 

 

 

Legenda: Células, em rosa, presentes entre as fibras produzidas.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

A reabsorção óssea como consequência de doenças, como a doença 

periodontal, e que afeta os tecidos periodontais é uma das causas mais 

comuns de perda óssea em pacientes odontológicos (Kerbauy et al., 1999), 

sendo necessário o desenvolvimento de alternativas para suprir a 

necessidade em tratamentos clínicos baseados em regeneração 

tecidual(Amaral, 2018). 

A utilização de polímeros biodegradáveis, como o PCL, tem sido 

amplamente estudada para a utilização como estruturas tridimensionais que 

auxiliam no processo de regeneração óssea, sendo uma alternativa de fácil 

utilização, produção e de baixo custo (Dziadek et al., 2015). 

No estudo realizado, a utilização de fibras ultrafinas de PCL 

associadas ao biovidro dopado foi diretamente atribuída às propriedades de 

oesteoindução dos biovidros. Esses materiais recebem atenção por poderem 

ser desenvolvidos para aplicações específicas como para implantes dentais, 

cicatrização óssea e osseointegração (Ratner et al., 2004). 

A utilização de biovidros 58S pela rota Sol-gel apresenta como 

vantagens sobre os métodos tradicionais uma maior pureza e 

homogeneidade, temperaturas de processamento mais baixas, melhor ligação 

ao tecido ósseo e melhor degradabilidade e reabsorção in vivo (Bejarano et 

al., 2015). A partir da caracterização dos biovidros podemos observar que os 

biovidros produzidos pelas duas diferentes rotas apresentam diferenças em 

relação ao tamanho das partículas, sendo o biovidro produzido pela rota Sol-

gel Precipitado o que apresentou menores partículas e mais homogêneas, o 

que resultaria em taxas de mineralização mais elevadas quando comparado 

com partículas micrométricas (Frazão et al., 2015), e que a adição de íons 

terapêuticos na produção dos biovidros influenciou na morfologia e 
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quantidade das fibras produzidas, porém a influencia na molhabilidade do 

polímero não foi estatisticamente significante. 

Nanofibras produzidas por eletrofiação possuem a mesma estrutura e 

topologia que as matrizes extracelulares naturais, assim são candidatas 

ideais para a produção destes suportes (Goes et al., 2012). Com base nos 

resultados obtidos podemos observar que apesar de apresentarem diferença 

morfológica entre os grupos, em ambos pode-se observar uma satisfatória 

produção de fibras com ausência de defeitos e com a possibilidade de 

observar a presença de partículas de biovidro no interior e na superfície das 

fibras produzidas. 

Os dados obtidos por EDS apresentam os elementos químicos 

presente nas fibras e comprovam a presença dos materiais utilizados para a 

produção. Para as fibras de PCL podemos observar os elementos carbono e 

oxigênio, característicos do polímero utilizado, concordado com estudos de 

(Liu et al., 2019). 

Para as fibras de PCL com biovidro Sol-gel e Sol-gel Precipitado 

podemos observar os elementos carbono, oxigênio, cálcio, silício e cloro, 

característicos do biovidro produzido, concordando com estudos de 

(Cañaveral et al., 2019). 

O resultado de difratometria de cada material apresentou padrões de 

difratometria característicos de cada material, como em trabalhos de (Pereira 

et al., 2013; Sánchez Cepeda, 2016). Nos padrões “PCL-SG” e “PCL-P” foi 

possível observar que a presença do biovidro causa uma exacerbação dos 

picos característicos do polímero. O padrão “Mg” apresenta picos de 

CaMgSiO6 que mostram a característica de um material homogêneo com 

pouca cristalização e o padrão “Li’ mostra uma maior formação de grupo 

silanol, característico de materiais de promovem intensa adesão celular (da 

Fonseca et al., 2020; Leonor et al., 2011). 

Através da análise de FTIR foi possível observar bandas referentes 
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às estruturas químicas sílica (Si-O-Si), fosfato (PO4) e grupo silanol (SiOH), 

o qual é responsável pela intensa adesão celular ao material (Souza, 2014) e 

foi possível confirmar a incorporação dos biovidros nos polímeros. Durante 

a análise das fibras de PCL sem biovidro foi possível observar bandas 

características do polímero puro, evidenciando que não ouve alteração da 

composição química do polímero durante o processo de eletrofiação das 

fibras produzidas (Catauro et al., 2014). 

A partir dos testes in vitro realizados, os resultados mostraram que os 

biomateriais testados não são citotóxicos. Em relação à viabilidade celular, 

os estudos revelaram presença de células viáveis em todos os grupos, 

sugerindo que PCL e biovidro têm efeito sobre a proliferação celular, 

concordando com trabalhos já realizados (da Fonseca et al., 2020). 

A atividade e diferenciação celular, bem como a formação óssea 

foram realizados por meio dos testes de proteína total, fosfatase alcalina e 

nódulo de mineralização, respectivamente. Analisando a proteína total, os 

grupos contendo biovidro obtiveram resultados superiores em relação ao 

grupo com o polímero puro, porém sem diferença estatística. Na mensuração 

da produção de enzima da fosfatase alcalina (importante na mineralização de 

matriz extracelular) os grupos não apresentaram diferença estatística. 

Estudos mostram que materiais poliméricos de PCL com biovidro podem 

liberar íons cálcio, silício e fosfato, responsáveis por intensificar a ALP 

(Dziadek et al., 2015). 

Foi analisada também, de forma qualitativa, a formação de nódulos de 

mineralização, onde foi possível observar sua formação em todos os grupos 

testados, indicando que foi possível a adesão, proliferação e formação de 

nódulos de mineralização pelas células mesenquimais nos scaffolds 

produzidos. Estudos mostram que a presença dos componentes presentes nos 

biovidros também estão relacionados com o favorecimento do processo de 

mineralização (Farea et al., 2014). 
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CONCLUSÃO 

 

 

Considerando os resultados obtidos, foi possível produzir e 

caracterizar os novos biomateriais produzidos, sendo considerados 

biomateriais promissores para a área de engenharia tecidual, uma vez que 

apresentam respostas físicas, químicas e biológicas favoráveis ao 

comportamento celular, porém são necessárias maiores investigações sobre 

sua influência in vitro, como a avaliação da taxa de degradação e métodos 

de esterilização dos scaffolds, e in vivo, com testes em animais 

experimentais e testes clínicos. 
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