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Resumo:

Os scaffolds vem sendo difundidos como materiais promissores para diversas aplicacdes médicas. Trata-se de uma estrutura
tridimensional que pode se combinar com diferentes tipos de células e fornecer um ambiente adequado para formagdo dssea.
H& uma grande busca por novas tecnologias e metodologias de producéo que aperfeicoem esses materiais e permitam melhorar
a porosidade e as suas propriedades fisicas, quimicas e mecéanicas. Sendo assim, esta pesquisa teve como objetivo produzir e
caracterizar scaffolds hibridos inorganico/organico constituido por nanofibras de silica e diferentes concentracdes de poli
(&cido D, L- lético) (PDLLA). As nanofibras de silica foram produzidas utilizando a técnica de Fia¢do por Sopro em Solugédo
(SBS), utilizando poli(vinil) pirrolidona (PVP) como auxiliar de fiagdo, alcool etilico como solvente, tetraetilortosilicato
(TEOS) como precursor de silica e o acido cloridrico (HCI). As nanofibras de silica foram tratadas termicamente e
caracterizadas por difracdo de raios X (DRX), calorimetria diferencial de varredura (DSC) e microscopia eletrbnica de
varredura (MEV). Os scaffolds foram produzidos com PDLLA (2 e 5%) dissolvidos em dimetilcarbonato (DMC) e o Pluronic,
como surfactante para as composi¢cGes com 2%. Ap6s serem resfriados em banho de nitrogénio liquido para a separagdo de
fases termicamente induzida (TIPS) foram liofilizados e em seguida caracterizados por MEV. As imagens microscépicas
indicaram que os scaffods de silica com 2% de PDLLA apresentaram resultados mais satisfatorios devido a sua estrutura com
poros mais abertos, sem que houvesse encapsulamento da fibra. Desta forma, a técnica SBS associada a TIPS/liofilizacao foi
capaz de produzir com sucesso scaffods hibridos de silica/PDLLA.

Palavras chave: Scaffolds, Hibrido Inorganico/organico, Fiagdo por Sopro em Solugéo.

Abstract:

Scaffolds have been widespread as promising material for various medical applications due to their different characteristics. It
is a three-dimensional structure that can combine with different cell types and provide a suitable environment for bone
formation. There is a great search for new technologies and production methodologies that improve these materials and their
porosity and  physical, chemical and mechanical properties. Thus, this work aimed to produce and characterize
inorganic/organic hybrid scaffolds consisting of silica nanofibers and different concentrations of polylactic acid (PDLLA).
Silica nanofibers were produced by Solution Blow Spinning (SBS) technique, using poly (vinyl) pyrrolidone (PVP) as a
spinning aid, ethyl alcohol as a solvent, tetraethylorthosilicate (TEQS) as a silica precursor and hydrochloric acid. (HCI). Silica
nanofibers were heat treated and characterized by X-ray diffraction (XRD), differential scanning calorimetry (DSC) and
scanning electron microscopy (SEM). Scaffolds were produced with PLA (2 and 3%) dissolved in dimethylcarbonate (DMC)
and Pluronic as surfactant. Samples were cooled in a liquid nitrogen bath for thermally induced phase separation (TIPS) and
then lyophilized. The scaffolds were characterized by SEM. Micrographic images indicated that silica with 2% PLA scaffods
showed more satisfactory results due to their open structure, without fiber encapsulation. Thus, the TIPS/lyophilization-
associated SBS technique was able to successfully produce hybrid silica/PLA.

Keywords: Scaffolds, Inorganic/organic Hybrid, Solution Blow Spinning.

1. Introducao

Os scaffolds sdo de grande importancia para a engenharia reconstrugdo Ossea [1-3]. Eles promovem e estimulam a
de tecidos devido a possibilidade de serem utilizados para a regeneracdo natural do tecido 0sseo e fornecem resisténcia
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mecanica ao esqueleto durante o processo de cicatrizagdo [1,
4]. E fundamental que os scaffolds apresentem porosidade,
biocompatibilidade e boas propriedades mecénicas a fim de
facilitar o crescimento celular e vascularizacdo em toda a
estrutura [5, 6].

Ha diferentes estruturas atribuidas aos scaffolds, tais
como scaffolds porosos biodegradaveis, scaffolds fibrosos,
scaffolds formados por microesferas e scaffolds injetaveis [7,
8]. Recentemente houve um crescente interesse pelo
desenvolvimento de scaffolds fibrosos por apresentarem
elevada area superficial especifica e uma estrutura porosa que
favorece a adesdo celular e facilita o transporte de nutrientes
entre o scaffold e o ambiente externo, além de mimetizar a
matriz extracelular. Essas caracteristicas sdo fundamentais
para um implante 6sseo ser bem-sucedido [9-12].

Além disso, diversas pesquisas evidenciam o grande
potencial de utilizagdo das nanofibras cerdmicas para
aplicagcBes na area biomédica, com o uso aprimorado em
biomateriais [13-16]. Dentre os diversos materiais usados para
estas aplicacGes pode-se destacar o uso das nanofibras de
silica, por apresentar biocompatibilidade, baixa toxicidade e
disponibilidade de sintese em larga escala [17-19]. Por outro
lado, a sintese de scaffolds hibrido constituido por nanofibras
de silica/orgénico pode apresentar propriedades diferenciadas
devido a combinacdo das propriedades da silica e do material
organico desejado.

Com relacdo as nanofibras, estas podem ser
produzidas a partir de diversas técnicas. Atualmente, a técnica
de fiag&o por sopro em solucéo (SBS) vem sendo reconhecida
como uma técnica promissora para a produgdo de nanofibras
de véarios materiais [20-28] devido a possibilidade de
producdo em larga escala, ao seu custo reduzido, aparato
simples para o seu funcionamento e por ndo apresentar riscos
para o operador [23, 29]. Recentemente, Farias et al. [25]
produziram com sucesso nanofibras de silica utilizando a
técnica de fiacdo por sopro em solucdo (SBS) com didmetro
médio de 287 + 106 nm.

Por outro lado, dentre as técnicas convencionais para a
producdo dos scaffolds com estrutura porosa, a técnica de
separagdo de fases termicamente induzida (TIPS) seguida de
liofilizacdo € uma ferramenta poderosa para a producdo de
materiais porosos [3, 30].

Neste sentido, esse trabalho teve como objetivo produzir
scaffolds hibridos porosos constituido por nanofibras de silica
e poli (acido D, L- latico) (PDLLA) a partir das técnicas SBS
e TIPS/liofilizag&o.

2. Materiais e métodos
Materiais

Poli(vinil) pirrolidona (Sigma Aldrich Chemistry) e
tetraetilortosilicato (Sigma Aldrich Chemistry) foram usados
como auxiliar de fiagdo e precursor da fase silica,
respectivamente. Alcool etilico absoluto (Synth) foi utilizado
como solvente e &cido cloridrico (Cinética), como aditivo.
Poli(acido D, L- latico), (Biomater) e dimetilcarbonato,
(Sigma-Aldrich Chemistry) foram utilizados como a fase
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organica na  obtencdo  dos  scaffolds  hibridos
inorgénico/orgénico. O surfactante pluronic (Sigma Aldrich
Chemistry) foi utilizado para auxiliar na formagéo dos poros.

Obtencdo de nanofibras de silica

As nanofibras de silica foram obtidas conforme
metodologia previamente reportada [25]. Brevemente, o PVP
foi dissolvido em etanol (5%m/v) sob agitacdo magnética até
completa dissolucdo do polimero. Adicionaram-se 0,8 ml de
TEOS e 100 ul de HCI. A solucdo permaneceu sob agitacdo
constante por cerca de uma hora, para em seguida ser
submetida a fiagdo através da técnica de SBS. Os pardmetros
do processo de fiagdo utilizados foram: taxa de injecéo de 6,6
mL/h, ar comprimido a uma pressdo de 0,34 MPa, protuséo de
2mm, distancia do bico de injecdo até o coletor de 80 cm,
incluindo o tubo metédlico do forno tubular. Durante o
processo, a solucdo foi ejetada atravessando um tubo metalico
dentro de um forno tubular operando em temperatura de
300°C para facilitar a evaporacdo do solvente com a
temperatura no interior do tubo de aproximadamente 70°C. As
nanofibras de silica/PVP obtidas foram calcinadas a
temperatura de 700 °C por duas horas com taxa de
aquecimento de 5 °C/min para a remocdo do PVP e formacédo
da fase silica.

Caracterizacdo das Nanofibras

As nanofibras foram caracterizadas por difracdo de
raios X (DRX) em um difratdmetro de raios-X (XRD 6000,
Shimadzu), com radiagdo Ko do Cu (A=0,154nm). A
caracterizacdo morfoldgica foi realizada por meio da técnica
de microscopia eletrénica de varredura (MEV), utilizando o
microscopio do modelo 1430 da marca LEO e 0 modelo SSX-
550 da marca Shimadzu. As amostras foram metalizadas com
ouro (Quorum, Q150R), durante 30s a 20mA. Os diametros
das fibras foram verificados através do programa ImageJ
(Versdo 1.48, NIH, USA). As andlises por calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) das amostras foram realizadas
no DSC-60 da Shimadzu sob atmosfera de argdnio (50
ml/min) com porta amostra de aluminio.

Preparacdo dos scaffolds hibridos Silica/PDDLA

Preparacdo da Disperséo

As nanofibras de silica produzidas foram dispersas em
uma solucdo polimérica de PDLLA/DMC afim de formar
dispersdes. A concentracdo de PDLLA variou em 2 e 5% m/v
e a concentracdo de silica utilizada foi de 17% (nas
composicdes de 5%) e 33% (nas composi¢des de 2%) em
relagdo ao polimero.

As solugdes foram dispersas manualmente e utilizando o
aparelho de ultrassom com tempo de 1 minuto para nédo
promover a quebra da estrutura fibrilar.
Termicamente  Induzido

Separagdo de  Fases

(TIPS)/Liofilizacdo



Bezerra Neta et. al/ Revista Eletrénica de Materiais e Processos / ISSN 1809-8797 /v. 14, n. 3 (2019) 104-111

As dispersdes foram submetidas ao banho de nitrogénio
liquido, que em funcdo do alto super-resfriamento provocou o
processo de separagdo de fases quase que instantdneo. Em
seguida foram liofilizadas, onde o solvente foi eliminado por
sublimacéo para a formacéo dos scaffolds porosos.

Caracterizacdo dos scaffolds Silica/PDDLA

Os scaffolds hibridos Silica/PDDLA foram analisados
morfologicamente pelo microscopio eletrdnico de varredura
(MEV), modelo450 FEI Quanta, Czech Republic. Os
didmetros das fibras e poros dos scaffolds foram verificados
através do programa ImageJ (Versdo 1.48, NIH, USA). As
amostras secas foram pesadas e, em seguida, deixadas
submersas em agua durante 24h. Ap6s o término do tempo, as
amostras Umidas foram pesadas e através da Equacdo (1)
calculou-se a porcentagem de absorcédo de dgua no scaffold.

AA(%) = Pynigo - Psco X 100

PSECO

1)

3. Resultados e Discussao

A Figura 1 ilustra o difratograma de raio X das
nanofibras de silica calcinadas a 700 °C, o qual apresenta
apenas uma banda larga, com 26 variando entre 15 e 35° (com
base na ficha cristalografica JCPDS 52-1379), caracteristica
de silica amorfa o que estd de acordo com os resultados
observados na literatura para amostras de silica obtidas nesta
temperatura [18, 31, 32].

—700°C

150 -

25

Figura 1 - Difratograma de raios X das nanofibras de silica
queimadas em 700 °C.

A Figura 2 ilustra a imagem microgréfica das nanofibras
de silica (a) e a imagem fotografica da manta fibrosa obtida
(b) apds calcinagdo a 700°C. As nanofibras apresentam
didmetro médio em torno de 269 + 117 nm conforme
observado na Figura 2c, em que 90% das nanofibras
apresentam didmetros inferiores a 400 nm.
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Figura 2 - Imagem microgréafica (a), fotografia da manta (b) e
grafico de distribuicdo de didmetros das nanofibras de silica

(©).

As curvas DSC de fibra verde, do PVP e da fibra de
silica estdo apresentadas na Figura 3. A curva DSC para o
PVP apresentou uma banda (endotérmico) referente a
absorcdo de agua em aproximadamente 110°C. Um segundo
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evento endotérmico pode ser observado em aproximadamente
173°C, esta flexdo da curva deve ser atribuida a transicdo
vitrea (Tg) do polimero, que é na faixa de 170 °C, como
relatado na literatura [33]. Os resultados da curva DSC para a
fibra verde antes do tratamento térmico apresentaram também
a regido endotérmica referente a perda de A4gua, em
aproximadamente 97°C, sendo esta uma faixa de temperatura
menor quando comparada ao PVP. Para a fibra de silica,
observa-se apenas uma banda representativa da evaporacdo da
agua, em aproximadamente 100°C.

PVP

~ Fibra Verde

Fluxo de calor (dw/dT)

L] T v T v L] ' T

T T
40 80 80 100 120 140 160 180 200

Temperatura (°C)

Figura 3 - Curvas DSC da fibra de silica, de PVP e da fibra
verde.

No scaffold hibrido cada componente tem uma fungéo
estrutural especifica, assim como encontrado nos materiais
hibridos. O polimero utilizado fornece a flexibilidade
estrutural necesséria, dando também sustentagdo e protecdo a
fibra fragil. A Figura 4(a) ilustra a imagem fotografica do
Scaffold produzido, o qual apresenta o formato do elpendorf
utilizado como molde. O resfriamento criogénico das
dispersdes apds a submersdo dos elpendorfs no nitrogénio
liquido leva, aparentemente, a um fluxo de calor radial, como
ilustrado na Figura 4(b). Isso é evidenciado pela estrutura
porosa do tipo colmeia formada para o sistema
silicayPDLLA/DMC com 5%m/v (polimero/solvente) e 17%
de silica (em relagdo ao polimero), cujos poros cresceram
alinhados perpendicularmente a direcdo do seccionamento, ou
seja, paralelamente a linhas de fluxo de calor. O didmetro dos
macroporos foram medidos de acordo com se¢do marcada na
Figura 5a, sendo em torno de 6.548um. Na Figura 5b devido a
maior magnificacdo, observa-se que as paredes que formam as
células das colmeias sdo compostas de estruturas
nanomeétricas de poros em torno de 226 + 86 nm de diametro,
comunicando uma célula a outra, conforme apontado pelo
circulo verde.
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Assim como na Figura 5b (ver circulo vermelho), na
Figura 6 também observa-se que a quantidade de polimero
utilizada encapsulou a fibra (circulo vermelho) de forma que a
estrutura do scaffold ficou bastante fechada, o que pode ser
prejudicial para sua interconectividade, sendo necessario uma
reducdo da quantidade de polimero utilizado, para promover
apenas o recobrimento da fibra e consequentemente uma
estrutura com poros maiores.

Com relacdo a forma de agitacdo, a agitacdo manual
(Figura 5), promoveu maior clareza na estrutura do tipo
colmeia, em que as fibras deram ao scaffold um melhor
direcionamento provocado através do refriamento, gquando
comparada a estrutura formada pelos scaffolds obtidos
utilizando agitagdo através do ultrassom (Figura 6). Além
disso, nos scaffolds utilizando o ultrasson houve redugédo na
quantidade de poros na parte superior, 0 que pode indicar
quebra das fibras durante a procedimento.

b) Segao de analise
“ ~
S —~
Possivel direcao

de fluxo
de calor (radial)

Figura 4 - Fotografia do scaffold produzido (a) e a imagem
ilustratriva do scaffold e sua possivel direcdo de fluxo de calor

(b).
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Figura 5 - Imagens micrograficas do scaffold hibrido de silica/PDLLA com 5%m/v (polimero/solvente) e 17% de silica (em
relacéo ao polimero), agitada manualmente com corte transversal (a) e na superficie (b).

Figura 6 - Imagens micrograficas do scaffold hibrido de silica/PDLLA com 5%m/v (polimero/solvente) e 17% de silica (em
relacéo ao polimero) agitada com ultrassom com corte transversal (a) e na superficie (b).

A Figura 7 apresenta as imagens microgréficas de
scaffolds de Silica/PDLLA com reducdo da proporcdo de
polimero e uso do surfactante. O didmetro médio dessas fibras
recorbertas pelo polimero foi de aproximadamente 3.8 um, o
que evidencia que mesmo reduzindo a quantidade de polimero
houve o encapsulamento das fibras e consequente aumento
dos didmetros. Em contrapartida, pode-se observar que a
reducdo da quantidade de polimero foi um fator de extrema
importancia para o melhor recobrimento da fibra, visto que

observa-se conservacdo da estrutura original da fibra e a
formacéo de um scaffod com estrutura mais porosa, gerando
espacos livre de aproximadamente 71um, proporcionando
uma maior interconectividade das fibras, que ¢é de
fundamental importancia para o crescimento celular. Tal
estrutura também foi influenciada pelo uso do surfactante, que
tem papel importante no aumento dos poros, devido a
formacdo de bolhas quando este ¢ utilizado.
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Figura 7 - Imagens micrograficas de scaffolds hibridos de silica/PDLLA + Surfactante com 2%m/v (polimero/solvente) e 33%

de silica (em relacéo ao polimero).

Os testes de absorcdo de 4gua nos scaffolds de
silica/PDLLA a 2 e 5% apontaram que a amostra com 2% de
PDLLA obteve absor¢do de 4gua de 189,7%, enquanto que a
amostra com 5% de PDLLA (agitada manualmente) obteve
absorcdo de agua de 121,9%. Esta menor absorcdo de agua
quando comparada a anterior pode esta relacionada com a
estrutura mais aberta e interconectada da amostra com menor
teor de polimero como observadas nas imagens microgréficas.
Conclusdes

Um simples método de obten¢do de Scaffolds hibrido poroso
constituido por nanofibras de silica e poli(acido D, L- latico)
(PDLLA) foi desenvolvido através da associacdo das técnicas
de fiacdo por sopro em solugdo e da separacdo de fases
termicamente induzida seguida de liofilizagdo. O scaffod com
5%m/v de PDLLA apresentou estrutura do tipo “colmeia”
guando submetidos a agitacdo manual, apresentando poros
mais abertos e estrutura mais uniforme quando comparado aos
submetidos a agitacdo por ultrassom. Entretanto, esta
quantidade de polimero promoveu total encapsulamento da
fibra. O Scaffold com 2%m/v de polimero mais surfactante
apresentou melhores resultados, com fibras expostas e poros
mais abertos, além de apresentar uma maior absorcdo de agua
guando comparada com a amostra contendo 5% de polimero.
Os scaffolds obtidos apresentam potencial uso para
engenharia de tecido e/ou outros dispositivos.
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