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RESUMO 

 

 

O desenvolvimento de biomateriais em nanoescala associado a polímeros vem 

crescendo com o passar dos anos, devido a suas características estruturais 

importantes para aplicações em sistemas biológicos. O presente estudo teve 

como finalidade sintetizar um novo biovidro pela rota sol-gel dopado com Sr e 

Co, e desenvolver fibras de PLA associadas ao biovidro para regeneração 

tecidual óssea. O biovidro foi preparado pela rota sol-gel nas proporções: 60% 

de SiO2; 36% de CaCl2 e 4% de P2O5, e dopado com os íons cobalto e estrôncio. 

Após, foram preparadas soluções de PLA e acrescentado 4% de biovidro puro 

ou dopado com 5% de estrôncio ou cobalto, resultando assim em quatro grupos: 

controle (somente PLA); PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr. Os espécimes obtidos 

tiveram suas características morfológicas e físico-químicas analisadas por 

microscópio eletrônico de varredura, análise do diâmetro médio de fibras, 

análise do ângulo de contato, espectroscopia de energia dispersiva, 

espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier; difratometria de 

Raios X, espectroscopia de Raman e granulometria por difração a laser. Os 

testes in vitro para caracterização biológica foram feitos com culturas de células 

mesenquimais oriundas de fêmures de 9 ratos, cultivadas em meio de cultura 

total suplementado osteogênico, após indução de diferenciação osteoblástica 

foram realizadas a análise da viabilidade celular, atividade de fosfatase alcalina, 

quantificação de conteúdo de proteína total e visualização de nódulos de 

mineralização. Como resultados foi observado que houve a efetiva incorporação 

dos íons na estrutura do biovidro, sendo o vidro nitrato free, com partículas em 

dimensões nanométricas e clorado. Quanto às análises biológicas todos os 

grupos apresentaram viabilidade celular, não houve diferença estatística 

significativa em relação aos demais testes para todos os grupos analisados. Foi 

possível desenvolver scaffolds de PLA/Biovidro dopado com íons sem 

citotoxicidade, sendo um possível material para aplicação na engenharia 

tecidual. 

 

 

Palavras-chave: Biomaterial. Engenharia tecidual. Nanofibras. Regeneração 

óssea.  



 
 

   
 

De Souza JR. Polymeric biomaterial obtained by electrospinning: polylactic 

acid nanofibers incorporated with bioglass doped with strontium and cobalt 

[dissertation]. São José dos Campos (SP): São Paulo State University (Unesp), 

Institute of Science and Technology; 2021. 

 

 

ABSTRACT 

 

 

The development of nanoscale biomaterials associated with polymers has grown 

over the years, due to its important structural characteristics for applications in 

biological systems. The present study aimed to synthesize a new bioglass of 

composition 58s doped with Sr and Co, and to develop PLA fibers associated 

with the bioglass for bone tissue regeneration. The bioglass was prepared by the 

sol-gel route in the proportions: 60% SiO2; 36% CaCl2 and 4% P2O5, and 

doped with cobalt and strontium ions. Afterwards, PLA solutions were prepared 

and 4% pure or doped bioglass with 5% strontium or cobalt was added, thus 

resulting in four groups: control (PLA only); PLA-P, PLA-P + Co and PLA-P + 

Sr. The obtained specimens had their morphological and physicochemical 

characteristics analyzed by scanning electron microscope, analysis of the 

average fiber diameter, contact angle analysis, dispersive energy spectroscopy, 

Fourier transform infrared spectroscopy; X-ray diffraction, Raman 

spectroscopy and laser diffraction granulometry. The in vitro tests for biological 

characterization were performed with cultures of mesenchymal cells from 

femurs of 9 rats, cultured in total supplemented osteogenic culture medium, 

after induction of osteoblastic differentiation, cell viability analysis, alkaline 

phosphatase activity, quantification of total protein content and visualization of 

mineralization nodules. As a result, it was observed that there was an effective 

incorporation of ions in the structure of the bioglass, the glass being nitrate 

free, with particles in nanometric dimensions and chlorinated. As for biological 

analyzes, all groups showed cell viability, there was no statistically significant 

difference in relation to the other tests for all groups analyzed. It was possible to 

develop PLA/Bioglass scaffolds doped with ions without cytotoxicity, being a 

possible material for application in tissue engineering. 

 

 

Keywords: Biomaterial. Tissue engineering. Nanofibers. Bone regeneration. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Na odontologia, doenças periodontais comprometem as estruturas de 

suporte e sustentação do dente resultando na perda de tecido mole e tecido 

ósseo, levando a uma possível extração do elemento dentário, que pode levar à 

um colapso dos tecidos no local da extração, inibindo a formação de tecido 

ósseo e sua regeneração. O comprometimento ósseo pode resultar em 

complicações biológicas em tratamentos com implantes dentários, ou até mesmo 

resultar na impossibilidade desse tratamento (Pihlstrom et al., 2005; Sarmast et 

al., 2017). 

Neste sentido, a necessidade de novos materiais aptos a serem utilizados 

para regeneração óssea tem impulsionado novas pesquisas para elaboração de 

biomateriais na área de engenharia tecidual (Dawson et al., 2019; Vas et al., 

2017). Dessa forma, o uso de membranas reabsorvíveis produzidas a partir de 

biomateriais, como o Ácido Polilático (PLA), surgem como uma opção ao 

processo de reparação de tecido ósseo formando um arcabouço de condução 

óssea (Xu et al., 2017). 

Biomateriais devem apresentar características que os tornem compatíveis 

com o corpo humano, nesse contexto, estes são tidos como qualquer substância 

(que não seja um fármaco) ou combinação de substâncias, de origem sintética ou 

natural, que podem ser utilizadas por um período de tempo, como um todo ou 

parte de um sistema que trata, regenera ou substitui qualquer tecido, órgão ou 

função corpórea (Chen et al., 2016; Williams, 2009). 
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A confecção de biomateriais poliméricos em nanoestrutura tem se 

mostrado promissora, devido a possibilidade de diversas aplicações como 

liberação controlada de fármaco, engenharia de tecidos, cicatrização, reparação e 

regeneração tecidual (Boudriot et al., 2006; Greiner, Wendorff, 2007). Com isso, 

nanofibras de materiais poliméricos vem ganhando notoriedade devido a 

possibilidade de confecção de arcabouços estimuladores de fixação e 

diferenciação celular. 

As nanofibras são fibras em escala nanométrica que apresentam 

características estruturais importantes para aplicações em sistemas biológicos, 

uma vez que possuem alta área superficial, alta porosidade, excelentes 

propriedades mecânicas e podem participar na confecção de estruturas 3D 

(Greiner, Wendorff, 2007; Huang et al., 2003; Sedghi et al., 2020). Dentre os 

métodos utilizados para fabricação de fibras poliméricas, destaca-se o método da 

eletrofiação (Jun et al., 2003). 

Essencialmente, o processo de eletrofiação é observado quando um 

campo elétrico age sobre uma solução polimérica ou polímero fundido (Greiner, 

Wendorff, 2007; Huang et al., 2003; Reneker, Chun, 1996). Para tanto, o 

método de eletrofiação é um sistema constituído por um anteparo coletor, uma 

seringa com um capilar metálico, uma bomba de infusão e uma fonte de alta 

tensão contínua (Huang et al., 2003).  

A dimensão e a forma das fibras eletrofiadas dependem de algumas 

variáveis (Boudriot et al., 2006), tais como: parâmetros ambientais, como 

temperatura e umidade relativa do ar, parâmetros do processo de eletrofiação, 

como amplitude da tensão elétrica, distância do capilar ao coletor (DCC) e razão 

de fluxo, e parâmetros da solução, como a viscosidade, tensão superficial e o 

tipo de polímero utilizado (Deitzel et al., 2001; Doshi, Reneker, 1995; Greiner, 

Wendorff, 2007). 
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Um polímero utilizado para fabricação de nanofibras em engenharia 

tecidual é o PLA, biopolímero sintético derivado do monômero natural l-láctico, 

biodegradável e biocompatível, que apresenta como vantagem ser adequado para 

aplicações que necessitam suportar carga, como suturas e fixações ortopédicas 

(Dhar, Katiyar, 2017; Ruiz et al., 2009). Esse biopolímero é amplamente 

utilizado para fabricação de arcabouços ósseos biodegradáveis, visto que 

apresenta uma formação micro-porosa que permite um ambiente adequado para 

crescimento celular devido a suas propriedades físicas (Li et al., 2019; Lin et al., 

2018; Xu et al., 2017). 

Nesse sentido, as nanofibras de PLA podem ser associadas a outras 

substâncias, agregando novas características e propriedades de interesse para 

aplicação em engenharia tecidual e regeneração óssea, como uma superfície de 

maior capacidade de adesão e proliferação de células (Boudriot et al., 2006; Xu 

et al., 2017). 

Os biovidros, grupo de biomateriais sintéticos de vitro cerâmica à base 

de sílica (Cao, Hench, 1996; Kaur et al., 2014), podem ser utilizados associados 

ao Ácido Polilático, visto que, tal material pode melhorar as propriedades 

mecânicas do polímero, uma vez que essa composição polímero/biovidro, teria 

maior estabilidade mecânica da fase cerâmica e boa tenacidade plástica devido 

ao polímero (Costa et al., 2007).  

Ademais, o vidro bioativo apresenta alta biocompatibilidade e possui 

grande capacidade de ligação ao osso, o que se deve a sua reatividade química 

em fluidos fisiológicos, resultando na formação de uma camada de 

hidroxiapatita, à qual o osso é capaz de se ligar (Singh et al., 2019; Wu et al., 

2013). Dessa forma, o biovidro pode ser utilizado para aumentar a taxa de 

cicatrização óssea em defeitos ósseos e fraturas, sendo um biomaterial 

amplamente estudado para aplicações médicas e odontológicas, devido sua 

biocompatibilidade e osteocondutividade (Moghanian et al., 2018; Wu et al., 
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2008). 

O biovidro obtido pela rota sol-gel tem potencial de estimular a 

expressão gênica e a resposta celular que é necessária para proliferação tecidual 

(Han et al., 2007), além de apresentar uma maior bioatividade e potencial 

osteogênico, devido suas características físico-químicas, em relação aos vidros 

obtidos por fusão (Sepulveda et al., 2002).   

O biovidro pode ser dopado com íons terapêuticos, tais como os íons 

divalentes estrôncio e cobalto (Wu, Chang, 2014). O estrôncio (Sr2+) possui uma 

excelente capacidade de se ligar a fase mineral da hidroxiapatita, possui um 

mecanismo de ação que aumenta a proliferação pré-osteoblástica tipo I e 

mineralização da matriz óssea, além de inibir a proliferação e ativação dos 

osteoclastos (Pilmane et al., 2017; Wu et al., 2015). No trabalho de Wu et al. 

(2008), o estrôncio promoveu proliferação celular e angiogênese de forma 

aumentada em relação ao grupo controle. Também foi capaz de diminuir a 

reabsorção óssea e melhorar a formação óssea (Buehler et al., 2001; Canalis et 

al., 1996). 

O cobalto, é um elemento fundamental na fisiologia humana, uma vez 

que é integrante da vitamina B12 (Li et al., 2003). O íon cobalto (Co2+) é um 

indutor químico de HIF-1α que desencadeia uma resposta semelhante a hipóxia, 

dessa forma, o fator de crescimento endotelial vascular é ativado levando à um 

resposta neovascularização, e em nanoescala pode aumentar a angiogênese e 

osteogênese in vivo (Lin et al., 2018; Wu et al., 2012). Além disso, o íon cobalto 

apresenta propriedades antimicrobianas, uma vez que interage no mecanismo de 

difusão de ferro reduzindo a disponibilidade e absorção de íons férricos pelas 

células bacterianas (Wu et al., 2012). Zheng et al. (2019), em estudo de 

biocerâmica dopada com íon cobalto, comprovaram a viabilidade de 

neovascularização óssea (Zheng et al., 2019). 
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Com isso, o biovidro obtido pela rota sol-gel dopado com estrôncio e 

cobalto, tem como finalidade combinar a estabilidade mecânica favorável do 

vidro com os benefícios biológicos já documentados do estrôncio e cobalto 

(Bellucci et al., 2018; Shi et al., 2019). A partir da atual demanda por 

biomateriais em engenharia de tecidual, o presente estudo se faz importante 

devido sua investigação quanto a compósitos de nanofibras de PLA associadas 

ao biovidro dopado com estrôncio e cobalto.  
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 Engenharia de tecidos  

 

 

A engenharia de tecidos visa integrar princípios médicos, biológicos e de 

engenharia para tratar tecidos danificados por meio de substitutos funcionais 

artificiais semelhantes ao tecido/órgão (Fathi-Achachelouei et al., 2019; Langer, 

Vacanti, 1993; Vieira et al., 2017). A engenharia tecidual combina três 

elementos essenciais – Scaffolds (estrutura que dá suporte para o crescimento 

celular); fonte de células e fatores de crescimento (para que haja diferenciação 

celular e crescimento das células formando o novo tecido/órgão) (Vieira et al., 

2017). 

Um dos maiores desafios para a engenharia de tecidos é a regeneração 

tecidual óssea, visto que o tecido ósseo apresenta alta complexidade anatômica e 

sofre alto estresse mecânico. Dessa forma, a nanotecnologia se faz importante 

para desenvolver estruturas de dimensões iguais aos encontrados no tecido ósseo 

e dessa forma aprimorar propriedades mecânicas (Kim et al., 2014), de 

osteoindução, osteocondução e osteointegração (Laschke et al., 2010; Qian et 

al., 2014).  

Na odontologia, doenças periodontais, endodônticas e sequelas 

cirúrgicas (Daubert et al., 2020; Kim et al., 2018) são responsáveis por acometer 

tecidos de suporte e proteção dos elementos dentários, podendo resultar na perda 

desse elemento (Shi et al., 2018). Além das doenças periodontais, outros 

motivos podem levar a uma perda dentária, como a doença cárie e traumatismo 

dentário, e consequentemente pode ocorrer uma perda óssea e atrofia da crista 

óssea alveolar (Jordan, 2004; Pihlstrom et al., 2005).  
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2.2 Eletrofiação 

 

 

Dentre os métodos utilizados para fabricação de fibras, destaca-se a 

técnica de eletrofiação que é um método versátil e viável. A eletrofiação é um 

método constituído de quatro elementos: Uma fonte de alta tensão; uma bomba 

de infusão, uma seringa com capilar metálico e um anteparo coletor (Greiner, 

Wendorff, 2007; de Souza et al., 2017).  

Na seringa é colocada a solução polimérica ou polímero fundido, a fonte 

de alta tensão cria um campo elétrico que agirá sobre a solução 

polimérica/polímero fundido dentro da seringa (Ahmed et al., 2015), e com o 

aumento da tensão elétrica, a superfície da solução polimérica na ponta do 

capilar metálico se alonga adquirindo uma forma cônica, devido a repulsão 

eletrostática das cargas da superfície, conhecida como Cone de Taylor (Taylor, 

Dyke, 1969).  

Pela ação da bomba infusora e do campo elétrico, a solução 

polimérica/polímero fundido percorre a seringa e inicialmente o jato se estende 

de forma linear e posteriormente sofre movimentos de chicoteamento, devido à 

instabilidade de flexão, e quando a tensão superficial é vencida, (Ahmed et al., 

2015; Taylor, Dyke, 1969) jatos poliméricos são ejetados em direção ao coletor, 

e com a evaporação do solvente são coletadas nanofibras sólidas (Cloupeau, 

Prunet-Foch, 1990; Doshi, Reneker, 1995). 

No entanto, os parâmetros relacionados ao processo, meio e solução 

polimérica, podem levar a modificações na conformação das fibras eletrofiadas, 

como diâmetro e formação de defeitos (de Souza et al., 2017). 
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2.3 Biopolímeros  

 

 

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). 

Os biopolímeros como suporte para crescimento celular vem ganhando 

destaque na engenharia de tecidos, devido aos benefícios que esses materiais 

apresentam, podendo desenvolver papel de arcabouço para suporte celular e 

levar a regeneração de tecidos e órgãos (Kellomäki, Törmälä, 2004). Dessa 

forma, o material polimérico é desenvolvido de forma a suportar mecanicamente 

as células, e o polímero é degradado e reabsorvido gradualmente, permitindo 

espaço para proliferação celular e formação de tecido (Sahana, Rekha, 2018). 

O Ácido Polilático (PLA), é um biopolímero muito utilizado em 

engenharia tecidual, devido suas propriedades favoráveis de biodegradabilidade 

e biocompatibilidade, esse polímero vem sendo bastante explorado, não só na 

engenharia de tecidos como também nas áreas farmacêutica, alimentícia, 

agricultura, dentre outras (Mirzaei et al., 2017). 

O PLA é uma escolha viável para fabricação de material para 

regeneração tecidual. Com o PLA é possível confeccionar nanofibras pelo 

método de eletrofiação e, a esse polímero podem ser associadas outras 

substâncias, agregando novas características e propriedades de interesse, como 

uma superfície de maior capacidade de adesão, proliferação e diferenciação 

celulares. 
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2.4 Biovidro 

 

 

Os vidros bioativos são biomateriais que apresentam em sua 

composição, principalmente, óxidos de cálcio e de silício. Existem diferentes 

tipos de biovidros com variadas composições; como exemplo tem-se o biovidro 

45S5 (45% SiO2) e 58S (58% SiO2) (Moghanian et al., 2018). 

O biovidro 58S apresenta em sua composição SiO2, CaO e P2O5, é 

obtido pelo método Sol-Gel, que proporciona a esse biovidro um maior teor de 

silício e cálcio o que favorece a formação de apatita na superfície desse vidro, 

fazendo com que esse biomaterial tenha melhores propriedades bioativas que o 

45S5, obtido pelo método fusão (Balamurugan et al., 2006; Huang et al., 2014; 

Moghanian et al., 2018; Saravanakumar et al., 2011). 

Além de biocompatíveis e bioabsorvíveis, os vidros bioativos 

apresentam uma excelente ligação com os tecidos devido a sua reatividade 

química em fluidos teciduais, visto que esse biomaterial possui a capacidade de 

formar uma camada de apatita quando em contato com fluidos biológicos 

(Catteaux et al., 2013). 

Dessa forma, os vidros bioativos são utilizados em engenharia tecidual 

para regeneração óssea, uma vez que esse biomaterial apresenta semelhança ao 

tecido natural e induz a regeneração óssea (Balamurugan et al., 2006). 
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2.5 Agentes terapêuticos  

 

 

Íons metálicos, como o cobalto, cobre, gálio, ferro, manganês, prata, 

estrôncio, vanádio e zinco, apresentam características interessantes para 

utilização como agentes terapêuticos em scaffolds com finalidade de 

regeneração tecidual, uma vez que possuem a vantagem de apresentar 

estabilidade e interação com outros íons que podem alterar as funções biológicas 

(como ativação de canais iônicos e ligação a macromoléculas), essas ações dos 

íons metálicos, podem fornecer efeitos distintos aos alcançados através de outras 

manipulações químicas, genéticas ou bioquímicas (Mouriño et al., 2012). 

Os íons estrôncio e cobalto são íons divalentes com propriedades de 

regeneração tecidual óssea. Esses íons podem ser dopados ao biovidro para 

aumentar a capacidade de regeneração óssea desse biomaterial. 

O estrôncio é um íon que tem a capacidade de aumentar a retenção de 

cálcio no organismo e impedir a reabsorção óssea, sendo, portanto, utilizado 

para prevenir e reduzir a perda óssea (Anupama et al., 2016). Estudos 

demonstraram que o estrôncio é capaz de aumentar a atividade dos osteoblastos, 

enquanto inibe a diferenciação de osteoclastos (Bonnelye et al., 2008; Marie, 

2005). 

O Cobalto é um elemento essencial para os humanos, uma vez que 

apresenta diversas funções biológicas. Esse íon apresenta a capacidade de 

estabilizar a HIF-1α (Fator 1-alfa induzível por hipóxia) promovendo uma 

condição que se assemelha a hipóxia, levando a um acoplamento da angiogênese 

a osteogênese, dessa forma resultando em uma neovascularização (Kulanthaivel 

et al., 2016). 

Dessa forma, os íons terapêuticos podem ser associados ao biovidro 58S 

para favorecer a resposta tecidual durante a regeneração óssea. 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

Objetivo geral: 

 Produzir e testar scaffolds poliméricos compostos por fibras de PLA 

associados a um novo biovidro obtido pela rota sol-gel (clorado, 

nanoestruturado e nitrato free), dopado com íons terapêuticos 

estrôncio (Sr2+) ou cobalto (Co2+) para utilização em engenharia 

tecidual. 

 

Objetivo específico:  

 Realizar a caracterização físico/química e topográfica;  

 Realizar a caracterização biológica quanto a citotoxicidade, adesão 

celular, viabilidade celular, proteína total, fosfatase alcalina e nódulo 

de mineralização óssea. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Materiais utilizados  

 

 

Todos os materiais utilizados no presente estudo estão citados no quadro 

1, assim como sua composição e o fabricante.  

 

 

Quadro 1 - Materiais utilizados para obtenção dos espécimes 

 

Material Fabricante Composição 

Acetato Cobalto II Vetec Química C4H6CoO4.4H2O 

Ácido Polilático (PLA) Nature Works CH3O2 

Biovidro 58S Fabricação Própria SIO2, CaCl2, P2O5 

Cloreto de Estrôncio Sigma - Aldrich Co3Sr 

Clorofórmio  Synth CHCl3 

Dimetilformamida 

(DMF) 

Sigma - Aldrich HCON(CH3)2 

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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4.2 Síntese dos biovidros 

 

 

4.2.1 Síntese de biovidro obtido pela rota sol-gel com precipitação (P) 

 

 

O biovidro foi preparado pela rota sol-gel nas proporções: 60% de SiO2; 

36% de CaCl2, 4% de P2O5 (Silver et al., 2001). Inicialmente 6,16 g de cloreto 

de cálcio e 2,6 g de fosfato de amônio monobásico foi incorporado em 150 mL 

de ácido silícico e deixado sob agitação até total dissolução (Figura 1). Após, 

150 mL de solução de bicarbonato de amônio em água (3 litros de água em 40 g 

de bicarbonato de amônio), foi adicionado à solução (para que ocorresse a 

precipitação do vidro) em temperatura ambiente, e agitado em ultrassom de 

ponteira para melhor homogeneização das partículas. A solução foi seca em 

estufa para geleificar por 12 horas a uma temperatura de 100°C e posteriormente 

sofreu processo de calcinação por 5 horas a uma temperatura de 500°C, após o 

biovidro foi triturado (Figura 2) e peneirado (peneira de 75 μm).  
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Figura 1 – Produção de biovidro com precipitação  

 

 

Legenda: a) cloreto de cálcio; b) fosfato de amônio monobásico e c) cloreto de cálcio e fosfato de 
amônio monobásico + ácido silícico em agitador magnético.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 2 – Processo de trituração do biovidro  

 

 

Legenda: a) biovidro geleificado e calcinado; b) maceração do biovidro; c) biovidro triturado 
peneirado em peneira de 75 µm. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.2.2 Síntese de biovidro P dopado com cobalto (P+Co) 

 

 

Para o vidro P dopado com cobalto, a solução base de biovidro foi 

preparada e adicionado 5% (Wu et al., 2013) em massa de acetato de cobalto II e 

deixado sob agitação em temperatura ambiente até total dissolução. Após, 150 

mL de solução de bicarbonato de amônio em água foi adicionado à solução para 

precipitação do vidro e deixado sob agitação em temperatura ambiente (Figura 

3) e agitado em ultrassom de ponteira. A solução foi seca em estufa para 

geleificar por 12 horas a uma temperatura de 100°C e posteriormente sofreu 

processo de calcinação por 5 h a uma temperatura de 500°C, após, o biovidro foi 

triturado e peneirado (peneira de 75 μm).  

 

 

Figura 3 – Biovidro dopado com cobalto 

 

 
Legenda: a) acetato de cobalto II b) 5% de acetato de cobalto II + solução base de biovidro 58S, 

coloração rosa devido ao pH básico da solução; c) acetato de cobalto II + biovidro 58S + bicarbonato 

de amônio (acrescentado para precipitação do vidro, coloração roxa devido ao pH ácido da solução). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.2.3 Síntese de biovidro P dopado com estrôncio (P+Sr) 

 

 

Já para o biovidro dopado com estrôncio, todo o processo de síntese de 

biovidro foi feito e após foi acrescentado 5% (Wu et al., 2015) em massa de 

cloreto de estrôncio e dissolvido em 150 mL de água destilada, deixado sob 

agitação em temperatura ambiente e agitado em ultrassom de ponteira para 

melhor homogeneização das partículas. A solução foi seca em estufa para 

geleificar por 12 horas a uma temperatura de 100°C e posteriormente sofreu 

processo de calcinação por 5 h a uma temperatura de 500°C, após, o biovidro foi 

triturado e peneirado (peneira de 75 μm). 

Foram obtidos 3 diferentes biovidros, como ilustrado na figura 4. 

 

 

Figura 4 – Biovidro e composição 

 

 

Legenda: Biovidros desenvolvidos no presente trabalho e sua composição 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.3 Preparo das soluções  

 

 

4.3.1 Solução de PLA 

 

 

Uma solução a 7 % de PLA foi preparada dissolvendo-se 1,0 g de ácido 

polilático (PLA) em 7,5 mL de Clorofórmio, e deixado sob agitação constante 

(300 rpm) em temperatura ambiente até total dissolução do polímero. Após, foi 

incorporado 2,5 mL de dimetilformamida (DMF) a solução (para estabilidade da 

solução), e deixado sob agitação constante (300 rpm) em temperatura ambiente, 

durante 12 horas. Os materiais utilizados são ilustrados na figura 5. 

 

 

Figura 5 – Preparo solução de PLA 

 

 

Legenda: a) ácido polilático (PLA); b) clorofórmio; c) dimetilformamida (DMF). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.3.2 Solução de PLA/Biovidro (PLA-P) 

 

 

Para solução de PLA/Biovidro, foi preparada uma solução de PLA pura, 

e após foi incorporado 4% em volume (30% em massa) de biovidro 58S 

precipitado (P) e então a solução foi deixado sob agitação constante em 

temperatura ambiente durante 24 horas, obtendo-se uma solução de 

PLA/Biovidro Precipitado (PLA-P)  

 

 

4.3.3 Solução de PLA/Biovidro P e íons terapêuticos  

 

 

Para solução de PLA/Biovidro dopado com cobalto e estrôncio, foi 

preparada uma solução de PLA pura, e após foi incorporado 4% em volume de 

biovidro 58S dopado com 5% de acetato de cobalto II (Vetec – Química) 

(Figura 6) ou 5% de cloreto de estrôncio (Sigma – Aldrich) e então a solução foi 

deixado sob agitação constante em temperatura ambiente durante 24 horas. As 

soluções obtidas são ilustradas na figura 7. 
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Figura 6 – Preparo solução de PLA/Biovidro P e Cobalto 

 

 

Legenda: a) solução de PLA puro; b) biovidro P dopado com cobalto c) solução final de PLA/Biovidro 

P dopado com cobalto (PLA-P+Co). 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 7 – Soluções obtidas no trabalho  

 

 

Legenda: Foram obtidas quatro soluções poliméricas no presente estudo, PLA (controle), PLA-P, 

PLA-P+Co e PLA-P+Sr. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.4 Síntese de nanofibras e obtenção de scaffolds PLA/Biovidro 

 

 

Para síntese das nanofibras foi utilizado o equipamento de eletrofiação 

(laboratório de Bioengenharia e Biomateriais do Instituto de Ciência e 

Tecnologia de São José dos Campos –UNESP), sendo sua estrutura composta 

por uma bomba de infusão, uma fonte de alta tensão, uma seringa plástica de 5 

mL com capilar metálico e um anteparo coletor, como pode ser observado na 

figura 8. As soluções de PLA, PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr, foram 

colocadas, separadamente, em uma seringa de plástico com um capilar metálico 

(0,7 mm Ø) e submetidas ao processo de eletrofiação, sob os parâmetros: razão 

de fluxo de 0,7 mL h-1, distância do capilar ao coletor de 10 cm e tensão elétrica 

de 15 kV.  

 

 

Figura 8 - Sistema para processo de eletrofiação 

 

 

Legenda: Equipamento para eletrofiação, que consiste em uma bomba de infusão, uma seringa com 

capilar metálico, uma fonte de alta tensão e um anteparo coletor.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Os espécimes foram cortados com o auxílio de instrumento com bordas 

cortantes (punch) no diâmetro de 6 mm e espessura de 0,03 mm, figuras 9 e 10. 

 

 

Figura 9 – Obtenção de scaffolds 

 

 

Legenda: Obtenção de Scaffold com diâmetro de 6 mm. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 10 – Scaffold PLA/Biovidro 

 

 

Legenda: a) vista frontal do scaffold, b) evidenciação da espessura de 0,03 mm do scaffold com 

paquímetro digital. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.5 Testes para caracterização das nanofibras 

 

 

Os testes para caracterização das nanofibras foram realizados no 

laboratório de Bioengenharia e Biomateriais do Instituto de Ciência e 

Tecnologia de São José dos Campos – UNESP, laboratório de Materiais 

Dentários do Instituto de Ciência e Tecnologia de São José dos Campos –

UNESP, laboratório Labmat do Instituto Tecnológico de Aeronáutica - ITA, São 

José dos Campos, laboratório Lass do Instituto Nacional de Pesquisas Especiais 

– INPE, São José dos Campos e Laboratório NAPCEM – Núcleo de Apoio à 

Pesquisa e Ciência e Engenharia de Materiais, do Instituto de Ciência e 

Tecnologia de São José dos Campos - UNIFESP. 

 

 

4.5.1 Análise em microscópio eletrônico de varredura (MEV-FEG) 

 

 

A partir das amostras eletrofiadas foram obtidas imagens através do 

Microscópio Eletrônico de Varredura para análise da topografia superficial. Para 

isso, três amostras de cada grupo (PLA, PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr) foram 

posicionadas em uma plataforma de alumínio (stub), auxiliado por uma fita 

dupla face e metalizadas com uma fina camada de ouro, que foi depositado 

através de vaporização iônica (sputtering) na máquina metalizadora por 130s 

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 secundário, projetados sobre a superfície da amostra; e também por 

meio do detector de elétron retro espalhado. 
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4.5.2 Análise de diâmetro médio das fibras 

 

 

A morfologia estrutural e o diâmetro médio das nanofibras foram 

analisados por meio do software de análise de imagem ImageJ (Versão 1.44o, 

National Public of Health) por meio das micrografias obtidas a partir do MEV. 

Foram analisadas 3 micrografias por grupo (PLA, PLA-P, PLA-P+Co e PLA-

P+Sr) com 10 mensurações de diâmetro em 9 regiões distintas, sendo 90 

análises para cada imagem (Figura 11).  

 

 

Figura 11 – Análise do diâmetro das fibras em software de análise de imagem 

 

 

Legenda: Micrografia obtida em MEV dividida em 9 quadrantes para mensuração do diâmetro das 

fibras, destaque para análise do diâmetro das fibras com numeração em cada mensuração.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.5.3 Análise de molhabilidade utilizando a técnica de ângulo de contato  

 

 

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

grupo (PLA, PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr) e então o ângulo de contato das 

superfícies foi analisado por meio de um tensiômetro óptico (TL 1000 – 

Invoiced freight, Theta Lioe, Attension, Lichfield, Staffordshire, RU - Instituto 

de Ciência e Tecnologia de São José dos Campos –UNESP), onde uma seringa 

de vidro do sistema (Gastight Syringes #1001 – 1 mL, Hamilton, Reno, Nevada, 

EUA) deposita uma gota de água destilada sobre a superfície da amostra.  

 

 

4.5.4 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 

 

Para realização de análise qualitativa da composição química dos 

elementos químicos das nanofibras, 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). Instituto Nacional de Pesquisas 

Espaciais - INPE, São José dos Campos. 
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4.5.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

 

 

A análise da estrutura química da superfície das nanofibras foi realizada 

utilizando o espectrômetro de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

(Parkin-Elmer, modelo Spectrum GX - Instituto Tecnológico de Aeronáutica - 

ITA, São José dos Campos) no modo UATR. Para tanto, foram preparadas duas 

amostras de cada grupo (PLA, PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr).  

 

 

4.5.6 Difratometria de Raios X (DRX) 

 

 

Para análise da fase cristalina dos compósitos duas amostras de cada 

grupo (PLA, PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr) foram preparadas no formato 3x3 

cm e posicionadas no aparelho de DRX, (Shimadzu XRD 7000, radiação CuKα, 

2θ= 20-80º, 30 mA, 40 kV). Instituto Tecnológico de Aeronáutica – ITA.  

 

 

4.5.7 Espectroscopia Raman 

 

 

Uma amostra de cada grupo de biovidro (P, P+Co e P+Sr) foi submetida 

à espectroscopia de Raman para análise da composição estrutural do vidro. As 

medições da espectroscopia Raman foram realizadas usando um modelo do 

sistema Renishaw 2000 (Horiba Scientific, Palaiseau France - Instituto 

Tecnológico de Aeronáutica - ITA, São José dos Campos), equipado com um 

laser de íons de ar (514,5 nm). 
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4.5.8 Granulometria por difração a laser 

 

 

Para determinar a distribuição e o tamanho médio das partículas de 

biovidro foi utilizado um analisador de tamanho de partículas de difração a laser 

(DelsaTM Nano, Beckman Coulter) Laboratório NAPCEM – Núcleo de Apoio à 

Pesquisa e Ciência e Engenharia de Materiais, do Instituto de Ciência e 

Tecnologia da Unifesp de São José dos Campos. As amostras foram preparadas 

na forma de suspensão (amostra + álcool isopropílico), e submetidas à agitação  

ultrassônica (Ultrassom de ponta, modelo VCX 500, Sonics) por 15 minutos 

para completa desaglomeração das partículas. A suspensão foi então inserida no 

equipamento e realizada a leitura.  
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4.6 Ensaios biológicos in vitro  

 

 

4.6.1 Isolamento celular 

 

 

Os procedimentos para isolamento celular e testes in vitro foram 

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 

14/2020, a fim de contemplar as diretrizes do CONCEA dos 3Rs (Cazarin et al., 

2004). 

A eutanásia de 9 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, Jacareí - Brasil) e 

administrada via intramuscular. Após confirmação da instalação da anestesia, os 

animais foram submetidos ao procedimento de decapitação por guilhotina. 

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

óssea de fêmures conforme descrita previamente por 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. 
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Em seguida a peça óssea foi levada para o fluxo laminar tendo as epífises 

removidas e a diáfise lavada com 20 mL de meio de cultura suplementado 

composto por meio 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, o conteúdo das lavagens contendo as 

células foi inserido em frascos para cultura de 25 mL e 75 cm2 (TPP, 

Biosystems, Curitiba, Brasil) para o cultivo. Essas células foram mantidas em 

estufa a uma temperatura de 37°C com umidade atmosférica contendo 5% de 

CO2. O meio de cultura foi renovado a cada 48 horas e foi realizada a seleção 

das células mesenquimais pela sua capacidade de adesão ao poliestireno, sendo 

expandidas até atingirem mais de 80% de confluência.  

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 sobrenadante do pellet 

foi descartado, as células ressuspendidas em meio alfa MEM e distribuídas nos 

poços das placas de 96 poços contendo as amostras. Foi realizado o 

plaqueamento celular com 10.000 células/poço, após a contagem celular 

realizada utilizando a câmara de Neubauer. Previamente as amostras foram 

colocadas nos poços e acrescentado meio de cultura, até a obtenção do volume 

final de 200 µl. O meio de cultura utilizado para o plaqueamento celular foi o 

meio de cultura osteogênico, o qual adicionalmente a suplementação, tem 5 

mg/mL de ácido ascórbico (Neon) e 2,16 g de beta glicerofosfato (Sigma-
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Aldrich ref 50020). 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 triplicata, sendo que cada triplicata teve um pool de células 

provenientes dos fêmures 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). 

 

 

4.6.2 Protocolo de lavagem e esterilização dos scaffolds para ensaio 

biológico 

 

 

Para evitar que as amostras flutuassem no meio de cultura (devido à alta 

hidrofobicidade dos scaffolds) e que houvesse contaminação, previamente a 

cultura celular, todas as amostras foram cortadas com auxílio de um punch e 

submetidas à um protocolo de lavagem e esterilização.  

Após cortadas, as amostras foram lavadas com uma solução de gelatina 

(LabSynth, Diadema, Brasil) por 12 horas. A gelatina foi removida e as 

amostras foram lavadas com álcool 70% por 30 min, depois de removido o 

álcool as amostras foram lavadas 2 vezes com  PBS por 30 min; e então foram 

esterilizadas em raio ultravioleta (UV) por 30 min (15 min cada lado). E por fim, 

foi acrescentado 200 µl de meio de cultura MTS-O contendo as células. Sendo 

os grupos avaliados: a) grupo PLA: células mesenquimais plaqueadas com PLA, 

b) grupo PLA-P: células mesenquimais plaqueadas com o compósito de 
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PLA/Biovidro precipitado, c) grupo PLA-P+Co: células mesenquimais 

plaqueadas com o compósito de PLA/Biovidro precipitado dopado com cobalto 

e d) grupo PLA-P+Sr: células mesenquimais plaqueadas com o compósito de 

PLA/Biovidro precipitado dopado com estrôncio. 

 

 

4.6.3 Adesão celular 

 

 

Para o teste de adesão celular (n=3), após 5 dias de cultura celular, o 

meio de cultura contendo as células foi removido de todas as amostras e cada 

poço foi lavado 3 vezes de com PBS e após foi adicionado formaldeído em 

todos os poços e deixado durante 1 hora em temperatura ambiente. Após, o 

formaldeído foi removido e realizada nova lavagem com PBS (3x). Em seguida, 

cada poço foi lavado com uma série de etanol (50%, 60%, 70%, 80%, 90%, e 

100%) durante 10 minutos. Por fim, o etanol foi removido de cada poço e a 

placa foi deixada para secar em temperatura ambiente para posterior análise 

através do microscópio eletrônico de varredura.  

 

 

4.6.4 Determinação da viabilidade celular (citotoxicidade) 

 

 

A avaliação quantitativa de células viáveis, por meio da exposição ao 

corante MTT [brometo de 3-4,5- dimetiltiazol] (Sigma Aldrich) (Figura 12a) e 
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análise espectrofotométrica do corante incorporado, foi realizada após 7 dias de 

cultura celular (n=5 para cada grupo experimental). Alíquotas de MTT a 0,5 

mg/mL em PBS foram preparadas, procedendo-se em seguida à incubação das 

culturas primárias com esta solução por 4 horas a 37°C, em estufa contendo 5% 

de CO2 (Figura 12b). 

Após, a solução de MTT foi removida e foi adicionado 500 µl da solução 

de DMSO (Dimethyl Sulfoxide) que permaneceu nos poços por 10 minutos em 

estufa de CO2 a 37°C. A seguir a placa foi colocada sob agitação por dez 

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

de 96 poços (Greiner) para medição colorimétrica em espectrofotômetro 

(intervalo de 570 nm a 650 nm) (EL 808 BioTek Instruments, Winooski, EUA)  

(do Prado et al., 2015). 

 

 

Figura 12 – Análise de viabilidade celular (MTT) 

 

 

Legenda: a) MTT [brometo de 3-4,5- dimetiltiazol] e b) amostras imersas em corante MTT. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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4.6.5 Conteúdo de proteína total 

 

 

O conteúdo de proteína total foi calculado após 7 dias de cultura (n=5 

para cada grupo experimental). Desse modo, para extração proteica, os poços 

foram lavados três vezes com PBS, após a remoção do meio de cultura, e logo 

preenchidos com 200 µL de lauril sulfato de sódio a 0,1% (Sigma-Aldrich), para 

lise celular e consequente liberação de todas as proteínas no sobrenadante. 30 

minutos após, foi realizado agitação do conjunto nos poços para promover 

otimização dessa lise celular, sucedido pela mistura de 100 µL da solução de 

Lowry (SigmaAldrich) a 1 mL da solução de cada poço (20 minutos, 

temperatura ambiente). Logo após, 100 µL de reagente de Folin e Ciocalteau 

(Sigma-Aldrich) foi acrescentado (30 minutos, temperatura ambiente). E então, 

a absorbância foi aferida a 680 nm em espectrofotômetro (Micronal AJX 1900). 

 

 

4.6.6 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada após 7 dias de cultura 

celular (n=5 para cada grupo experimental), 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). 
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4.6.7 Formação de nódulos de mineralização 

 

 

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

cultura (n=5 para cada grupo experimental). Para tanto, o meio de cultura foi 

removido de todas as mostras e adicionado solução de Hank 's (previamente 

aquecido em Banho-Maria). A solução de Hank 's foi removida e adicionado 

álcool 70% em cada poço contendo amostra e deixado na geladeira durante 1 

hora. Após a incubação, o álcool foi removido e os poços foram lavados com 

PBS gelado. Após, foi adicionado água destilada em cada poço, a água foi 

removida e acrescentado corante Vermelho de Alizarina S a 4,2% (Sigma-

Aldrich, St. Louis, Brasil), por 15 minutos. O corante vermelho de Alizarina S 

cora áreas que são ricas em cálcio. Após a remoção do corante os poços foram 

lavados delicadamente com água destilada. Todos os poços foram mantidos com 

PBS durante 15 minutos e lavados duas vezes com água destilada. Por fim a 

água foi removida e as amostras foram deixadas para secar durante 24 horas em 

temperatura ambiente.  

As amostras foram analisadas por meio de fotografia em microscópio de 

fluorescência.  
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5 ESTATÍSTICA 

 

 

Todos os dados foram plotados e realizada a estatística descritiva (média 

e desvio padrão). Para análise de diâmetro médio das nanofibras e goniometria 

foi utilizado o teste não paramétrico Kruskal-Wallis (p=0,05). Quanto aos dados 

obtidos no ensaio biológico (mtt, proteína total e fosfatase alcalina) dependendo 

do comportamento da amostra foi utilizado teste paramétrico ANOVA one-way 

ou não paramétrico Kruskal-Wallis (p=0,05). A seguir está descrita a quantidade 

de amostras utilizadas para cada grupo e teste realizado (Figura 13).  

 

 

Figura 13 – Quantidade de amostras e testes realizados  

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6 RESULTADO 

 

 

6.1 Análises morfológicas e físico-químicas  

 

 

Foram obtidas no coletor estruturas 3D em formato de manta, constituída 

por nanofibras. Visualmente não foi possível observar diferença na textura das 

mantas eletrofiadas quando da inclusão de biovidro (P, P+Co e P+Sr), sendo as 

mantas com biovidro mais maleáveis que a do grupo PLA.  

 

 

6.1.1 Microscopia eletrônica de varredura (MEV-FEG) 

 

 

De acordo com as análises realizadas em MEV-FEG, foi possível 

verificar o tamanho das partículas de biovidro obtidas pela rota sol-gel com 

precipitação, sendo demonstrado que esse vidro apresentou partículas em 

dimensões nanométricas (Figura 14). Além disso, foi possível constatar a 

formação efetiva de nanofibras em todos os grupos avaliados no presente estudo 

(PLA, PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr), figuras 15 e 16. 
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Figura 14 – Partículas de biovidro P  

 

 

Legenda: Partículas de biovidro P a) aumento de 1.000 x, b) aumento de 50.000 x e c) aumento de 

150.000 x. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 15 – Nanofibras de PLA  

 

 

Legenda: Nanofibras de PLA P a) aumento de 1.000 x e b) aumento de 5.000 x. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 16 – Nanofibras PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr 

 

 

Legenda: Formação de nanofibras a) PLA-P aumento de 5.000 x, b) PLA-P+Co aumento de 5.000 x e 

c) PLA-P+Sr aumento de 5.000 x. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

As figura 17 e 18 apresentam micrografias obtidas por FEG, nas quais é 

possível observar partículas de vidro nas mantas de nanofibras de PLA-P, as 

partículas de biovidro ficaram em evidência devido ao modo Retro Espalhado, o 

qual permitiu observar a presença das partículas de biovidro não só na superfície 

das nanofibras como em seu interior. Nas fibras de PLA-P as partículas são 

encontradas também no interior da fibra de forma homogênea e desaglomerada, 

demonstrando que as partículas obtidas de P são nanométricas. 

Também foi possível constatar a presença de partículas de biovidro nos 

scaffolds de PLA/Biovidro dopado com íons terapêuticos. Na figura 19, devido a 

utilização do modo retro espalhado, as partículas de biovidro ficaram em 

evidência, não só na superfície dos scaffolds como também em seu interior.  
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Figura 17 – Microscopias obtidas por MEV-FEG 

 

 

Legenda: Nanofibras de PLA-P, é possível constatar a presença de partículas de biovidro não só na 

superfície das fibras como também em seu interior a) aumento de 5 000 x e b) aumento de 10 000 x.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 18 – Microscopia obtida por MEV-FEG 

 

 

Legenda: Nanofibras de PLA-P, coradas para melhor visualização de nanopartículas no interior da 

fibra.  

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 19 – Scaffolds de PLA-P+Co e PLA-P+Sr 

 

 

 
Legenda: Nanofibras de PLA-P+Co e PLA-P+Sr, é possível constatar a presença de nanopartículas de 
biovidro não só na superfície das fibras como também em seu interior a) nanofibras de PLA-P+Co 

aumento de 1 000 x e 20 000 respectivamente e b) nanofibras de PLA-P+Sr aumento de 1 000 x e 5 

000 x respectivamente. As setas indicam as partículas de biovidro. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6.1.2 Análise do diâmetro médio de fibras  

 

 

Foi realizada estatística descritiva apresentando a média e desvio padrão 

do diâmetro das nanofibras (Figura 20). Além disso, a estatística inferencial 

(teste de Kruskal-Wallis), demonstrou que não houve diferença significativa 

entre o diâmetro médio das nanofibras.  

 

 

Figura 20 – Gráfico representativo do diâmetro das fibras 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 



54 

 

   
 

6.1.3 Análise de ângulo de contato  

 

 

Na tabela 1 é possível observar a média ± desvio padrão do ângulo de 

contato das amostras: PLA, PLA-P, PLA-P+Sr e PLA-P+Co. As médias não 

apresentaram diferença significativa (Figura 21), no entanto todas as amostras 

apresentaram um elevado ângulo de contato (>90°) demonstrando a alta 

hidrofobicidade das amostras. 

 

 

Tabela 1 – Análise de ângulo de contato 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 21 – Gráfico representativo da média de ângulo de contato 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

6.1.4 Espectroscopia de energia dispersiva (EDS) 

 

 

As figuras de 22 e 23 evidenciam a presença dos elementos químicos O, 

Si, Ca, P e Cl que compõem o biovidro utilizado neste trabalho, demonstrando 

assim, a presença de biovidro nos scaffolds de PLA/Biovidro. Além disso, na 

figura 23 é possível constatar que houve efetiva incorporação dos íons cobalto 

(Figura 23a) e estrôncio (Figura 23b) ao biovidro. 
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Figura 22 – EDS das amostras PLA (a) e PLA-P (b) 

 

 

Legenda: a) EDS PLA e b) EDS do compósito PLA-P. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 23: EDS dos Compósitos PLA-P+Co (a) e PLA-P+Sr (b) 

 

 

Legenda: a) EDS do compósito PLA-P+Co e b) EDS do compósito PLA-P+Sr. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6.1.5 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

 

 

Os espectros de FTIR dos grupos PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr, são 

apresentados na figura 24. É possível observar as bandas de sílica, fosfato e as 

bandas tipo não ponte que representam a ligação do silício com um heteroátomo. 

Na tabela 1 são representadas as ligações encontradas na análise FTIR. Sendo a 

ligação NBO uma ligação entre o silício e um heteroátomo através do oxigênio e 

a ligação NO uma ligação entre silício e oxigênio. Devido a limitação da técnica 

não foi possível constatar diferença intensa entre os espectros. Dessa forma se 

fez necessário a análise em espectroscopia Raman. 

 

 

Tabela 1 – Tabela representativa das ligações encontradas na análise FTIR 

  

Atribuições Frequência  

Ligação NO (Si-O-Si) 400-500, 800 cm-1 

Fosfato (PO4) 500-600, 1100 cm-1 

Ligação NBO (Si-O-X+) 900-1000 cm-1 

Grupo hidroxila  1500-1750, 3000-3500 cm-1 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 24 – Espectro de infravermelho dos vidros: P, P+Co e P+Sr 

 

 

Legenda: Na ligação Si-OX+, em X pode ser encontrado Ca, Co ou Sr.  
Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

6.1.6 Difratômetro de Raios X (DRX) 

 

 

Na análise de DRX, todos os materiais apresentaram uma pequena fração 

de hidroxiapatita (HA), o que se deve ao P2O5 presente na composição do 

biovidro, portanto é uma fase minoritária, a maior fase do material é vítrea 

figura 25. 
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Figura 25 – Difratômetro de Raios X (DRX) 

 

 

Legenda: DRX dos compósitos: PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

6.1.7 Espectroscopia Raman 

 

 

A figura 26 a seguir, evidencia que houve diminuição da intensidade de 

Q3 em relação a Q2 nos vidros P+Co e P+Sr em relação ao vidro P, sendo um 
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indicativo da incorporação heteroátomo na estrutura do vidro, demonstrando a 

efetividade de incorporação dos íons terapêuticos.  

 

 

Figura 26 – Espectroscopia Raman 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6.1.8 Granulometria por difração a laser 

 

 

A curva granulométrica do biovidro desenvolvido é mostrada na figura 

27. A análise da curva granulométrica revela que o pó de biovidro obtido 

apresenta uma distribuição granulométrica de característica monomodal com 

valores de tamanho de partículas médio de 268,5 nm (D50) com range de 

distribuição de 111,3 nm (D10) e 773,8 nm (D90) respectivamente.  

 

 

Figura 27 – Gráfico representativo da granulometria por difração a laser 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6.2 Ensaios biológicos in vitro  

 

 

6.2.1 Adesão celular 

 

Após 5 dias de cultura, a interação celular sobre as amostras foi 

observada. As micrografias obtidas em MEV demonstram que todas as amostras 

permitiram o espraiamento celular (Figura 29). Além disso, foi possível 

constatar partículas de biovidro com aspecto poroso, demonstrando que houve 

liberação de vidro para o meio de cultura celular (Figura 28). 

 

 

Figura 28 – Partícula de biovidro em meio celular 

 

 

Legenda: Na micrografia é possível observar que houve liberação de biovidro para o meio celular. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 29 – Micrografias adesão celular 

 

 

 

Legenda: Após 5 dias de cultura celular, foi possível constatar o espraiamento celular sobre os 

scaffolds. a) PLA-P aumento de 6 000 x, b) PLA-P+Co aumento de 4 000 x e c) PLA-P+Sr aumento 

de 6 000 x. As células estão destacadas na cor azul.  

Fonte: Elaborado pelo autor.  
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6.2.2 Determinação da viabilidade celular (citotoxicidade) 

 

 

Todas as amostras apresentaram viabilidade celular, sem diferença 

estatística significativa (Figura 30). 

 

 

Figura 30 – Gráfico de viabilidade celular 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6.2.3 Conteúdo de proteína total 

 

 

Na figura 31 é possível observar um gráfico representativo de 

quantificação de proteína total em todos os grupos, sem diferença estatística 

significativa.  

 

 

Figura 31 – Gráfico representativo do conteúdo de proteína total 

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6.2.4 Atividade de fosfatase alcalina (ALP) 

 

 

Na figura 32 é possível observar um gráfico representativo da expressão 

de fosfatase alcalina, sendo evidenciado que não houve diferença estatística 

entre os grupos analisados.  

 

 

Figura 32 – Gráfico representativo de fosfatase alcalina  

 

 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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6.2.5 Formação de nódulos de mineralização 

 

 

Após 14 dias de cultura celular a formação de nódulos de mineralização 

foi verificada em todas as amostras como demonstrado nas figuras de 33 à 36. 

Sendo a amostra de PLA-P+Sr a que visualmente sugere-se maior quantidade de 

nódulos (Figura 36).  

 

 

Figura 33 – Nódulo de mineralização no scaffold de PLA 

 

 

Legenda: As setas pretas indicam os nódulos de mineralização e a seta amarela aponta para o scaffold 
de PLA. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 34 – Nódulo de mineralização no scaffold de PLA-P 

 

 

Legenda: As setas pretas indicam os nódulos de mineralização e a seta amarela aponta para o scaffold 

de PLA-P. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 

 

 

Figura 35 – Nódulo de mineralização no scaffold de PLA-P+Co 

 

 

Legenda: As setas pretas indicam os nódulos de mineralização e as setas amarelas apontam para o 
scaffold de PLA-P+Co. 

Fonte: Elaborado pelo autor. 
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Figura 36 – Nódulo de mineralização no scaffold de PLA-P+Sr 

 

 

Legenda: As setas pretas indicam os nódulos de mineralização e as setas amarelas apontam para o 

scaffold de PLA-P+Sr. 
Fonte: Elaborado pelo autor. 
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7 DISCUSSÃO 

 

 

A regeneração de defeitos ósseos é um desafio na odontologia, uma vez 

que há grande incidência de doenças periodontais, má formação, trauma, tumor 

e outras doenças que podem resultar na formação de defeitos intraósseos (Kao et 

al., 2015). Como tratamento podem ser utilizados osso autógeno, heterógeno, 

artificial ou membranas de engenharia tecidual (Li et al., 2017). O uso de osso 

autógeno continua sendo o padrão ouro, no entanto essa técnica leva a 

morbidade no local cirúrgico da área doadora que pode levar a complicações 

pós-cirúrgicas (Falisi et al., 2013).  

Como alternativa menos traumática, o estudo e o uso de biomateriais têm 

sido amplamente abordados para utilização em regeneração óssea (Singla et al., 

2019; Vieira et al., 2017). Como exemplo de biomaterial, as membranas 

reabsorvíveis, que induzem a diferenciação e proliferação de células 

osteogênicas, são utilizadas com o intuito de promover a ósseo-indução e ósseo-

condução sem necessidade de nova cirurgia para remoção da membrana (Naung 

et al., 2019). 

Esse estudo teve como objetivo desenvolver um scaffold de PLA 

incorporado de partículas de um novo biovidro 58S clorado, nanoparticulado e 

nitrato free, dopado com os íons terapêuticos estrôncio (Sr2+) e cobalto (Co2+). 

Esse biomaterial possibilitaria a reparação óssea através da ósseo indução e 

condução sem necessidade de adição de agentes indutores. 

Com as análises realizadas em MEV-FEG e granulometria por difração a 

laser (Figuras 14 e 27 respectivamente), foi possível constatar que o biovidro 

desenvolvido nesse trabalho obteve partículas em escala nanométrica, sendo 

essa uma importante caracterização a ser feita nos biovidros, uma vez que, 

alguns estudos sugerem que o tamanho da partícula influencia na adesão celular 
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e no tempo de dissolução iônica (Chen et al., 2018; Leclerc et al., 2012).  

De acordo com o estudo de Lopresti et al. (2020), partículas 

micrométricas incorporadas ao PLA, atuaram como um defeito local fazendo 

com que a fibra se tornasse mais frágil que as incorporadas com partículas 

nanométricas, que seriam fibras mais homogêneas e uniformes, o que corrobora 

com os resultados obtidos no presente estudo, uma vez que é possível identificar 

nanopartículas de forma desaglomerada e uniforme no interior das fibras de 

PLA-P (figuras 17 e 18). Além disso, no mesmo estudo, é demonstrado que as 

nanopartículas induziram uma colonização celular mais homogênea ao scaffold 

(Lopresti et al., 2020).   

A análise de granulometria por difração de laser mostra a média de 

tamanho das partículas de biovidro, desenvolvido no presente estudo (268 nm), 

porém é possível encontrar partículas inferiores a 100 nm e partículas de valores 

mais elevados, não ultrapassando 75 µm que foi a peneira utilizada), isso 

justifica as partículas de biovidro encontradas na superfície das mantas de 

nanofibras (figuras 19 e 28), o que seria uma vantagem, uma que vez que teria 

liberação de vidro de forma imediata para o meio celular, partículas maiores, e 

liberação de biovidro de forma mais lenta, quando no interior das fibras.  

Quanto ao tamanho das fibras eletrofiadas, estudos mostram que a 

dimensão da fibra influencia na adesão e mobilidade celular. Segundo Pelipenko 

et al. (2015) a mobilidade celular diminui com o aumento da espessura das 

fibras (300 a 700 nm) ao passo que a adesão celular aumenta. Dessa forma, as 

fibras encontradas no presente estudo seriam mais favoráveis à adesão celular 

uma vez que todos os grupos estudados se enquadram nas dimensões 400 à 600 

nm (Figura 20). 

Em relação ao ângulo de contato das nanofibras, todos os grupos 

apresentaram elevada média (>90°), demonstrando o caráter hidrofóbico dos 

scaffolds (figura 21), dessa forma foi desenvolvido um protocolo de lavagem 
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para contornar a hidrofobicidade dos scaffolds e possibilitar a realização do 

ensaio biológico. 

Os resultados da análise em EDS mostraram a presença dos elementos 

químicos utilizados para o desenvolvimento do biovidro pela rota Sol-Gel (O, 

Si, Ca, P e Cl) figuras 22 e 23. Os pequenos valores de desvio padrão indicam 

que o material é homogêneo (Rezabeigi et al., 2014). Foi possível detectar 

também a presença dos elementos Co e Sr nos scaffolds de PLA-P+Co e PLA-

P+Sr, respectivamente (Figura 23), demonstrando que houve incorporação dos 

íons ao vidro e às fibras.  

A detecção do elemento cloro na análise de EDS demonstra a efetiva 

incorporação desse elemento no vidro desenvolvido, como já observado em 

outros estudos (Chen et al., 2017, 2015; Wang, Morita, 2016), isso se deve a 

temperatura de calcinação do biovidro ser inferior a de saída do cloro. O cloro 

pode ser eficiente na formação de cloroapatita e assim levar a uma 

remineralização superior. Além disso, a ausência de nitrato torna o vidro mais 

bioativo e não tóxico (Rezabeigi et al., 2014). 

A figura 24 mostra a análise de FTIR, os espectros de FTIR exibiram 

principalmente vibrações de alongamento e flexão de Si-O-Si (Wu et al., 2015). 

Em análise de DRX foi detectado picos característicos de hidroxiapatita em 

todos os compósitos (PLA-P, PLA-P+Co e PLA-P+Sr) figura 25, demonstrando 

que o material não é totalmente amorfo (Rezabeigi et al., 2014). No entanto, 

trata-se de uma fase cristalina pequena, sendo o material em sua maior parte 

vítreo.  

A Espectroscopia de Raman (Figura 26), demonstrou que houve uma 

diminuição de Q3 em relação a Q2 nos vidros dopados com íons terapêuticos, o 

que deixa claro a efetiva incorporação dos íons terapêuticos na estrutura do 

vidro (Lee et al., 2019; Lin et al., 2012). 
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De acordo com o MEV realizado após 5 dias de cultura celular, foi 

possível observar que houve adesão celular em todos os materiais testados 

demonstrando a não citotoxicidade dos scaffolds (Figura 29). No entanto, as 

células não penetram de forma eficiente nos scaffolds, isso pode ser explicado 

pela topografia irregular e microporosa das membranas de nanofibras (Sachot et 

al., 2016). 

Após 7 dias de cultura celular, foi realizado análise de viabilidade celular 

e foi demonstrado a não citotoxicidade dos scaffolds, corroborando com os 

resultados obtidos na adesão celular, visto que houve viabilidade celular em 

todos os grupos, no entanto não teve diferença estatística entre os grupos (figura 

30).  

A não diferença estatística entre os grupos controle com os demais 

grupos pode ser justificada pelo tempo em que foi realizada a análise, alguns 

estudos já demonstraram que a proliferação celular ocorre de forma mais 

exacerbada nos três primeiros dias havendo um decréscimo na proliferação 

celular entre o terceiro e sétimo dia (Shen et al., 2018; Solanki et al., 2021). 

No presente estudo, o período de 7 dias para realização da análise de 

viabilidade celular foi escolhido para esperar um maior tempo de degradação do 

material e assim melhores resultados.  

No trabalho de Lee et al. (2019), os resultados de citotoxicidade mostram 

que o biovidro dopado com Sr teve diferença estatística significativa em relação 

aos scaffolds sem íon terapêutico, foi demonstrado que o Sr teve uma 

capacidade de viabilidade celular superior ao PLA puro. Isso pode ser 

justificado pela morfologia das membranas de nanofibras (alinhadas), diferença 

entre as células utilizadas e diferença entre os vidros.  

De acordo com o teste de proteína total após 7 dias de cultura celular 

(Figura 31), foi possível constatar que não houve diferença estatística entre os 

grupos analisados.  
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Em relação a fosfatase alcalina após 7 dias de cultura celular (Figura 32), 

também não foi observado diferença estatística entre os grupos, demonstrando a 

capacidade semelhante entre todos os grupos quanto à atividade de fosfatase 

alcalina.  

A formação de nódulos de mineralização foi observada após 14 dias de 

cultura celular, para comprovar que as células se diferenciaram em osteoblastos 

funcionais produzindo nódulos. Foi possível constatar a presença de nódulos em 

todos os grupos analisados (Figuras de 33 à 36), visualmente sugere-se que o 

grupo que teve maior quantidade foi o PLA-P+Sr (Figura 36). 

A não diferença estatística significativa dos vidros dopados pode estar 

relacionada a falta de receptor para esses íons nos ensaios biológicos realizados 

no presente trabalho. O íon cobalto induz uma neoformação vascular o que não é 

possível de se detectar em estudo in vitro (Kulanthaivel et al., 2016; Lin et al., 

2018; Wu et al., 2012).  

Ademais, estudos in vitro apresentam algumas limitações, uma vez que 

não refletem as interações celulares e propriedades estruturais do tecido (Veiga-

lopez et al., 2019), sendo preditivo para o presente trabalho a realização de um 

estudo in vivo.  
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8 CONCLUSÃO 

 

 

Concluímos que foi possível produzir scaffolds poliméricos compostos 

por nanofibras de PLA associados a um biovidro obtido pela rota sol-gel 

(nanoestruturado, nitrato free e clorado) dopado com íons terapêuticos. Não 

apresentando citotoxicidade no estudo in vitro.  

Sendo um possível biomaterial para aplicação em engenharia tecidual 

para regeneração óssea.  
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