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RESUMO

Materiais nanoestruturados a base de diéxido de titanio (TiO2) tém apresentado
grande potencial para o desenvolvimento de biomateriais devido as suas excelentes
propriedades fisico-quimicas. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivo
produzir scaffolds nanofibrilares de TiOze hibrido de poli(acido latico)/diéxido de titanio
(PLA/TiO2) por fiagao por sopro em solugao visando sua aplicagao na regeneragéo de
tecido Osseo. As nanofibras de TiO2 foram obtidas empregando etanol, dimetil
carbonato e isopropoxido de titanio (TTIP) com proporcdo em volume 1:1:0,8,
respectivamente. Enquanto, as nanofibras hibridas foram produzidas com TTIP e
acido acético na proporcao (em volume) 1,2:1. Os scaffolds de TiO2 foram produzidos
por prensagem uniaxial utilizando fibras n&o calcinadas e calcinados a
500, 600 e 700 °C. As nanofibras hibridas obtidas de TiO2/PLA foram colocadas na
estufa a 60 °C, resultando em um scaffold hibrido constituido de TiOz2 e PLA. Os
scaffolds de TiO2 e o hibrido foram caracterizados por microscopia eletrdnica de
varredura (MEV), difracdo de raios X (DRX), espectroscopia de infravermelho por
transformada de fourrier (FTIR), microtomografia computadorizada, analise térmica
diferencial (DTA) e gravimétrica (TGA). A analise morfolégica mostrou que o0s
scaffolds nanofibrilares de TiO2z calcinados apresentaram uma quantidade menor de
beads e uma morfologia uniforme e sem defeitos. Através da analise de DRX e FTIR
foi verificada a formacgéo das fases anatase na temperatura de 500 °C e de rutilo na
temperatura de 600 °C. Enquanto o hibrido apresenta uma banda, o que indica seu
comportamento predominantemente amorfo. As imagens microtomogréaficas
revelaram que os scaffolds de TiO2 produzidos a 700 °C e o hibrido apresentaram
uma estrutura interligada e altamente porosa. Enquanto os scaffolds produzidos por

prensagem e calcinacao apresentaram porosidade inferior a 5%.

Palavras chave: Scaffolds nanofibrilares, hibrido, diéxido de titanio, biomateriais.



ABSTRACT

Nanostructured materials based on titanium dioxide (TiO2) have great potencial for the
development of biomaterials due to their excellent physical and chemical
characteristics. Thus, the present work aims to produce nanofibrillary scaffolds of TiO2
and hybrid of poly (lactic acid) / titanium dioxide (PLA / TiOz) by solution blow
spinning that uses its regeneration of bone tissue. As TiO2 nanofibers were used in the
use of ethanol, dimethyl carbonate and titanium isopropoxide (TTIP) with a 1: 1: 0,8
volume ratio, respectively. While the hybrid nanofibers were produced with TTIP and
acetic acid in the proportion (by volume) 1.2: 1. TiOz scaffolds was used by uniaxial
compression, using uncalcined and calcined fibers at 500, 600 and 700 ° C. As
nanofibers Hybrid cut TiO2/ PLA were placed in the oven at 60 ° C, resulting in a hybrid
scaffold consisting of TiO2 and PLA. The TiO2 scaffolds and the hybrid used were
characterized by scanning electron microscopy (MEV), X-ray diffraction (DRX), Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR), thermogravimetry (TGA), differential thermal
analysis (DTA) and computerized microtomography. The morphological analysis
showed that the calcined TiOz nanofibrillary scaffolds presented a smaller number of
beads and a uniform morphology. Through the analysis of DRX and FTIR, the
formation of anatomical phases was verified at a temperature of 500 ° C and at a
temperature of rutile use of 600 ° C. While the hybrid has a band, which indicates its
predominantly amorphous behavior. As microtomographic images revealed the TiOz
scaffolds applied at 700 ° C and the hybrid showed an interconnected and highly
porous structure. While the scaffolds produced by pressing and calcination showed

porosity below 5%.

Keywords: Nanofibrillary scaffolds, hybrid, titanium dioxide, biomaterials.
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1 INTRODUCAO

Os scaffolds sdo de grande importancia para a engenharia de tecidos devido a
possibilidade de serem utilizados para a reconstrugdo 6ssea (Haugen, H. J. et al,,
2013; Thavornyutikarn, Boonlom et al., 2014; Naahidi et al., 2017). Eles promovem e
estimulam a regeneracao natural do tecido ésseo e fornecem resisténcia mecénica ao
esqueleto durante o processo de cicatrizacao (Tiainen et al., 2012; Haugen, H. J. et
al., 2013). E fundamental que os scaffolds apresentem porosidade, biocompatibilidade
e boas propriedades mecéanicas a fim de facilitar o crescimento celular e
vascularizacdo em toda a estrutura (O'brien, 2011; Jazayeri et al., 2018).

Nos ultimos anos, diversos materiais vém sendo estudados para a fabricacao
de scaffolds. O dioxido de titanio (TiO2) tem sido difundido como material promissor
no campo ortopédico devido ao seu conjunto de propriedades mecanicas,
biocompatibilidade, estabilidade nos fluidos corporais e resisténcia a corroséo, sendo
um material com potencial para ser usado na regeneracao do tecido 6sseo (Gulati,
2012; Tiainen et al., 2012).

O poli(acido latico) (PLA) desempenha um papel cada vez mais significativo em
aplicacbes biomédicas devido a sua capacidade unica de ser reabsorvido
completamente em prazos projetados que variam de meses a alguns anos
(Nampoothiri et al., 2010; Farah et al., 2016; Ramot et al., 2016). Entretanto, este
polimero bioabsorvivel apresenta dificuldade em controlar a taxa de hidrélise, o que
pode levar a produgéo de scaffolds com baixa adesao celular (Chen, Q. et al., 2017;
Gutiérrez-Sanchez et al., 2019; Mondal et al., 2019).

Por outro lado, recentemente (Aadil et al., 2019; Li et al., 2019; Chen et al.,
2020; Sedghi et al., 2020; Tan et al., 2020) tem ocorrido um crescente interesse pelo
desenvolvimento de scaffolds nanofibrilares, por estes apresentarem elevada area
especifica e uma estrutura porosa que favorece a adeséao 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. Deste modo, a producéo de scaffolds nanoestruturados constituidos
por nanofibras vém sendo uma nova tendéncia no desenvolvimento de materiais para

aplicac6es médicas.
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A Fiacao por Sopro em Solugédo (SBS) vem atraindo a atencao de grupos de
pesquisa devido apresentarem como vantagens a possibilidade de alta produtividade
de nanofibras ceramicas e poliméricas em larga escala e com custo reduzido,
utilizando um aparato simples para o seu desempenho (Medeiros et al., 2009; Oliveira
etal.,2011). Além disso, os produtos desta técnica apresentam potencial para uso em
tecidos médicos, liberacao controlada de farmaco e em aplica¢des biomédicas (Zhang
et al., 2009; Souza et al., 2014; Bonan et al., 2015).

Os avancos significativos nas pesquisas sobre nanofibras de diéxido de titanio
para uso biomédico (Tavangar et al., 2011; Samadi et al., 2018; Tiainen et al., 2010;
Loca et al., 2015; Rao et al., 2018; Wang et al., 2018) evidenciaram elevada razéo
superficie/volume, estabilidade térmica e excelente bioatividade sugerem o
desenvolvimento de scaffolds nanofibrilares de TiO2. Além disso, os scaffolds hibridos
sdo uma alternativa promissora para ampliar a aplicabilidade do material devido as
melhores propriedades que podem ser observadas quando ha a formacao de
organico/inorganico, tais como propriedades mecanicas, adeséo e proliferacdo de
osteoblastos (Song et al., 2008; Toniatto et al., 2017; Athanasoulia et al., 2018;
Salahuddin et al., 2020). Assim, este trabalho tem como objetivo produzir scaffolds
nanofibrilares de TiO2z e hibridos de TiO2/PLA, através da técnica de fiacao por sopro

em solucéo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Desenvolvimento de scaffolds

Materiais para auxiliar a reparacédo ou recomposi¢ao 6ssea S0 necessarios em
varias situacdes que ocorrem na ortopedia e na ortodontia, sendo fundamentais para
as pessoas que possuem doencgas osteoporoticas, cancer 6sseo, articular e doencas
da coluna vertebral (Lin et al., 2017). Com o envelhecimento da populagdo mundial e
0 aumento acentuado de casos de osteoporose e traumas 6sseos em pessoas idosas
0 numero de pessoas que precisam de preenchimento das cavidades 0sseas para a
sua adequada regeneracdo tem crescido vertiginosamente nas ultimas décadas
(Khang et al., 2008; Wang et al., 2018).

Ha uma longa historia de utilizacdo de ossos autégenos e alégenos no
tratamento de lesdes dsseas. No entanto, ha desvantagens severas no uso de ambas
as praticas: no caso dos enxertos autdgenos é necessario cirurgias secundarias e ha
uma certa limitacdo na quantidade do enxerto; ja no alégeno ha risco de infeccdes e
respostas imunes, o que pode causar outros severos problemas de saude (Venugopal
et al., 2008; Amini et al., 2012).

Como alternativa a esses casos tem-se os biomateriais sintéticos (Kokubo et
al.,, 2003; Amini et al., 2012; Lv et al., 2015), particularmente através do uso de
scaffolds a base de materiais biocompativeis e com bioatividade. Os scaffolds sao
biomateriais desenvolvidos numa estrutura 3D, capazes de mimetizar a matriz
extracelular do tecido 6sseo, fornecendo suporte celular e porosidade adequada para
0 processo de adeséo, proliferacdo e diferenciagdo celular durante o processo de
formacao 6ssea. Assim, muitos pesquisadores vém propondo o uso de scaffolds em
diversas aplicagbes médicas (Yan e Chen, 2015; Lu et al., 2018; Sanhueza, Claudia
et al., 2018), notadamente em regeneracao 6ssea.

Os scaffolds tém sido difundidos como material promissor para diversos
procedimentos cirdrgicos na regeneracao 6ssea devido ao risco limitado de falha do
implante (Tiainen et al., 2010; Haugen, H. J. et al., 2013). Trata-se de uma estrutura
tridimensional que pode se combinar com diferentes tipos de células e fornecer um
ambiente adequado para formacao 6ssea (Tiainen et al., 2012; Haugen, H. J. et al,,
2013; Chen, Y. et al., 2017; Roseti et al., 2017).
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O desempenho dos scaffolds depende de suas caracteristicas. E fundamental
que esses substratos apresentem estrutura com poros interconectados e elevada
razao superficie/volume a fim de facilitar o crescimento e proliferagdo celular, entrega
de nutrientes e saida de residuos (Tiainen et al., 2010; Laurent et al., 2018; Turnbull
et al., 2018; Rasoulianboroujeni et al, 2019). Além disso, biocompatibilidade,
biodegradabilidade, bioatividade e estabilidade mecénica para que as células
funcionem e migrem para a superficie sem que ocorra resposta inflamatéria (O'brien,
2011; Stipniece et al., 2016; Turnbull et al., 2018).

A biocompatibilidade é um termo usado nos ultimos 40 anos para distinguir os
biomateriais que podem ser utilizados clinicamente de outros materiais. Um material
€ biocompativel quando ele é capaz de exercer suas fungdes especificas e interagir
com tecidos vivos sem risco de causar nenhuma resposta imunologica indesejada
(Ghasemi-Mobarakeh et al., 2019; Wang, S. et al., 2019). No caso de material que
apresente bioatividade, o tecido interage e se deposita na superficie deste. Ha uma
forte ligacdo na interface osso-implante. As propriedades mecanicas dos scaffolds
garantem que o material possa ser manuseado durantes das atividades do paciente
sem que ocorra o colapso da estrutura (Bose et al., 2012; Liu et al., 2013).

Diversos métodos podem ser utilizados para produzir scaffolds, tais como:
separacao de fases, liofilizacdo, formacao de espuma, sol-gel e impresséo 3D (Liu et
al., 2007; Thavornyutikarn, B. et al., 2014). Estes devem ser capazes de controlar os
parametros do seu processo, como a porosidade, morfologia e area de superficie das
estruturas tridimensionais (Ghosal et al., 2018).

Os scaffolds fibrosos vém ganhando muito destaque em virtude de suas
caracteristicas diferenciadas, notadamente, elevada porosidade e capacidade de
aderéncia celular. Por outro lado, no campo biomédico, muitos tecidos e 6rgaos tém
semelhanca com estruturas fibrosas altamente organizadas, hierarquizadas e nano-
dimensionadas. Assim, os estudos sobre aplicacbes de scaffolds fibrosos e
nanoestruturados (scaffolds nanofibrilares) vém demonstrando ser o novo horizonte
da pesquisa nesse segmento tecnologico.

Os scaffolds fibrosos confeccionados a partir de nanofibras produzidas por
eletrofiacdo apresentam uma estrutura com poros interconectados distribuidos
uniformente e simulam uma matriz bioativa para acomodagdes celulares (Gao et al.,
2018; Jin et al., 2018; Sadeghi et al., 2018). Essas estruturas tridimensionais vém
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demonstrando uma elevada capacidade de proliferacdo e diferenciacdo celular
(Haider et al., 2015; Santoro, M. et al., 2016).

Dentre as caracteristicas dos scaffolds nanofibrilares que vem despertando o
interesse de pesquisadores tem-se elevada razdo superficie/volume, alta porosidade
com poros interconectados, propriedades mecanicas e morfologia semelhante a
matriz extracelular natural. Estudos (Carbone et al., 2014; Haider et al., 2015; Rezvani
etal., 2016; Fadaie et al., 2018) vém observando que essas estruturas tridimensionais
em nanoescala servem como ambiente adequado para promover adesdo e
proliferacdo celular. Além disso, estas podem ser facilmente manipuladas em
diferentes formas e tamanho para serem utilizadas no tratamento dos pacientes com
defeitos 6sseos (Liang et al., 2007). Dessa forma, os scaffolds nanofibrilares
apresentam grande potencial para serem utilizados em regeneracéo 0ssea.

O desejo de reunir as propriedades tridimensionais naturais em um scaffold é
uma demanda desafiadora, para atender as varias necessidades de engenharia de
tecidos. Nesse contexto, a integracdo de dois ou mais materiais com diferentes
composicoes para a sintese de scaffold hibrido tem sido amplamente investigado na
tentativa de imitar a matriz extracelular de um tecido natural (Torres et al., 2013; Hoque
et al., 2014; Jahnavi et al., 2017).

Os materiais hibridos organico-inorganicos que combinam tanto a
funcionalidade dos compostos organicos e a estabilidade de compostos inorganicos
apresenta inimeras vantagens devido ao efeito sinérgico de cada componente (Dai
et al., 2010; Shiu et al., 2010; Woo et al., 2010; Mitran et al., 2015). Estudos
comprovam que o scaffold hibrido apresenta biocompatibilidade e melhore
propriedades biomecanicas, melhore a adeséao celular e proliferacdo de osteoblastos
(Sasmazel, 2011; Depan et al., 2013; Hoque et al., 2014; Castro et al., 2017).

2.2 Dioxido de titanio

O dioxido de titanio € um soélido branco de grande importancia tecnolégica
(Warheit, 2013; Wen et al., 2015) devido ao seu conjunto de propriedades especiais,
tais como, boa resisténcia a tracao (Tan, A. W. et al., 2012; Simi e Rajendran, 2017;
Shepa et al., 2018; Wang et al., 2018), biocompatibilidade e resisténcia a corrosao,
além de sua abundéancia. O TiO2 tem sido utilizado em diversas aplica¢des, como: na
area biomédica, em suportes cataliticos (Zhu et al., 2005; Wen et al., 2015; Yan e
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Chen, 2015), na purificacdo de agua e do ar (Wang, Y. et al., 2014; Rahimi et al.,
2016), em pigmentos ou opacificantes, cosmeéticos (Warheit, 2013; Wen et al., 2015)
e em células solares (Carp, 2004; Wen et al., 2015; Zainullina, V. M. et al., 2015).

O TiO2 pode existir em trés formas polimérficas (Tabela 1), conhecidas como
rutilo, anatase e brookita (Li et al., 2018a; Shepa et al., 2018). Esses polimorfos podem
ser descritos por um céation de Ti** coordenado por seis oxigénios, formando um
octaedro distorcido (Zainullina, V. M. et al., 2015; Binas et al., 2017; Li et al., 2018a),
com as formas polimorfas sendo ditadas pela maneira como esses octaedros se
combinam. A anatase (Figura 1a) possui uma estrutura tetragonal e célula unitaria
com duas moléculas de didxido de titanio. A estrutura do rutilo (Figura 1b) também é
tetragonal e possui duas moléculas de diéxido de titanio por célula unitaria. Ja o
mineral brookita (Figura 1c) apresenta estrutura ortorrémbica e célula unitaria com
quatro moléculas de diéxido de titanio. Em comparacdo com a anatase e o rutilo, ela
€ a forma menos densa (Carp, 2004; Zhu et al., 2005; Hanaor e Sorrell, 2010; Pelaez,
Nolan, Pillai, Seery, Falaras, Kontos, Dunlop, Hamilton, Byrne, O'shea, et al., 2012).

-

(a)

Figura 1 — Estrutura cristalina do (a)anatase, (b)rutilo e (c)brookita. As esferas preta e branca
representam os atomos de O e Ti, respectivamente.

As propriedades dos polimorfos do TiOz2 dependem das suas estruturas
cristalinas. O rutilo é a forma mais estavel, enquanto as fases anatase e brookita sao
metaestaveis e podem ser transformadas irreversivelmente em rutilo em elevadas
temperaturas (Zhu et al., 2005; Hanaor e Sorrell, 2010). Essa transi¢do e estabilidade
de fase pode ser influenciada por impurezas, defeitos, tamanho de grao, atmosfera de
reacdo e condig¢des de sintese (Miszczak e Pietrzyk, 2015).



Tabela 1-Propriedades da anatase, rutilo e brookita.

20

Propriedades

Anatase

Rutilo Brookita

Referéncia

Estrutura

Grupo
Espacial

Parametros
da célula
unitaria (nm)

Volume (A3)

Comprimento
da ligagao
Ti-O (A)

Angulo  de
ligacéo
O-Ti-0O

Densidade
especifica
(g/cm?d)

Tetragonal

[41/amd

a=0.3733-
0.3785

c=0.937-
0.9515

34.02-
34.061

1.937-1.94
(4)

1.965-1.97
(2)

77.7-102°

3.79-3.83

Tetragonal Ortorrémbico

P42/mnm Pbca

a= 0.45936-
0.4594

c = 0.2953-
0.29589

a=0.917-0.9184
b=0.5447-0.546
c=0.514-0.5154

31.12-31.216 32.172-32.20

1.946-1.95 (4) -
1.980-1.984 (2)

81.1-98.9° 80.7-105°

4.13-4.25 3.99-4.170

(Lin et al, 2012;
Wang, L. et al., 2014;
Zainullina, V. et al.,
2015; Ramos-
Delgado et al., 2016;
Erol e Ertugrul, 2018)

(Carp et al, 2004;
Gupta e Tripathi,
2011; Rahimi et al.,
2016; Ali et al., 2018;
Singh e Dutta, 2018)

(Carp et al, 2004;
Gupta e Tripathi,
2011; Hanaor e
Sorrell, 2011; Yan e
Chen, 2011;
Zainullina, V. et al,
2015; Verma et al,
2017; Ali et al., 2018;
Li et al., 2018b)

(Gupta e Tripathi,
2011; Zainullina, V. et
al., 2015; Rahimi et
al., 2016; Ali et al.,
2018; Singh e Dutta,
2018)

(Gupta e Tripathi,
2011; Pelaez, Nolan,
Pillai, Seery, Falaras,
Kontos, Dunlop,
Hamilton, Byrne e
O'shea, 2012; Rahimi
et al., 2016; Ali et al.,
2018)

(Gupta e Tripathi,
2011; Livraghi et al.,
2014; Zainullina, V. et
al., 2015; Ali et al.,
2018)

(Carp et al, 2004;
Hanaor e Sorrell,
2011; Yan e Chen,
2011; Lin et al., 2012;
Singh e Dutta, 2018)
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Energia do 3.20-3.3 3.01-3.02 3.13-3.26 (Zaleska, 2008; Tan,
bang gap A. et al, 2012
(eV) Abdullah et al., 2017;

Khalid et al, 2017;
Verma et al.,, 2017;
Mishra et al., 2018;
Shayegan et al.,
2018; Al-Mamun et
al., 2019; Fatima et
al., 2019)

O TiO2 € um semicondutor do tipo n e suas propriedades eletrdnicas e dpticas
sao influenciadas pela banda de conducgéao (Yan e Chen, 2015; Li et al., 2018a). O
processo fotocatalitico € baseado na absorcdo de luz UV pelo diéxido de titanio.
Quando o nivel de energia do féton € maior ou igual a do band gap, os elétrons
fotoexcitados saltam da banda de valéncia para a de conducao, deixando buracos
eletrénicos (Equagéo 1).

Nos ultimos anos, o TiO2 nanoestruturado tem atraido grande atencdo dos
pesquisadores devido a possibilidade de ser utilizado em varios campos da ciéncia e
tecnologia. Os polimorfos nanoestruturados do TiO2 sdo constituidos por pelo menos
uma das suas dimensdes em uma escala entre 1 e 100 nm. Conforme o ramo da
ciéncia e area tecnoldgica materiais com uma de suas dimensdes inferiores a 1000
nm mas superior a 100nm também sdo denominados de nanométricos ou entao
considerados submicrométricos. Os materiais nanométricos possuem elevada razao
entre area superficial e o volume, podendo ser filmes finos, nanotubos, nanofios,
nanofitas, nanofibras e nanoparticulas (Mao et al., 2012; Nor et al., 2017; Kabir et al.,
2018).

As nanofibras de TiO2 possuem excelente biocompatibilidade, estabilidade
térmica e resisténcia a corrosdo, o que possibilita que sejam usadas em diversas
aplicacbes, tais como: sensores de gas, producdo de scaffolds nanofibrilares,
modificagdes superficies de implantes, sistema de liberagdo de farmacos e outros
dispositivos médicos (Tavangar et al., 2011; Samadi et al., 2018).

O TiO2 nanoestruturado & um material promissor para a producao de scaffolds
para regeneracao de defeitos dsseos. A hidrofilicidade e a rugosidade superficial em
nanoescala permite adesao celular, assoaciadas a elevada razao superficie/volume,
caracteristico de materiais nanoestruturados, promovem elevada adesao, proliferagao
e diferenciacao celular (Haugen, H. J. et al., 2013; Loca et al., 2015; Imani, R. et al.,
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2016; Gunputh, U. F. et al., 2018). O osso € um composto nanoestruturado de fibras
de colageno e hidroxiapatita (Tampieri et al., 2003; Xu et al., 2007; Swami et al., 2011;
Wang, G. et al, 2019). Deste modo, a topografia em nanoescala mimetiza as
caracteristicas topograficas da matriz extracelular do tecido 6sseo fornecendo suporte
celular e, em alguns casos, porosidade adequada para o processo de adesao,
proliferacao e diferenciacao celular durante o processo de formacao éssea (Winardi
et al., 2010; Lee et al., 2014; Wang et al., 2017). Sendo assim, o diéxido de titanio
nanoestruturado apresenta propriedades fundamentais para o bom desempenho dos
scaffolds para uso em regeneragao éssea.

2.3 Poli(acido latico)

O Poli(acido latico) - (PLA) € um poliéster alifatico que pode ser derivado de
fontes renovaveis, como amido de milho, arroz e cana de agucar (Mofokeng e Luyt,
2015; Kian et al.,, 2019). O PLA pode ser utilizado em muitas aplicacées na area
médica, incluindo engenharia de tecidos, implantes oftalmolégicos, fixacao de fraturas
devido apresentar caracteristicas como biocompatibilidade, biodegradabilidade e a
facilidade de processamento (Nampoothiri et al., 2010; Zhou et al., 2012; Ramot et al.,
2016).

O PLA, cuja estrutura quimica esta representada na Figura 2, pode ser obtido
industrialmente através da polimerizagdo do acido latico ou da polimerizacao por
abertura de anel utilizando o monémero lactideo (Nampoothiri et al., 2010; Murariu e
Dubois, 2016). Esses processos envolvem um produto com massa molar baixa e alta,
respectivamente. A sintese deste polimero requer rigoroso controle de condicbes
(temperatura, pressao e pH), o uso de catalisadores e longos tempos de polimerizagao
(Nagahata et al., 2007; Farah et al., 2016).

.
C C
O CH,

Figura 2 — Estrutura do Poli(acido latico) — PLA.
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O PLA possui temperatura de fusdo, Tm, na faixa de 175-184 °C e uma
temperatura de transigéo vitrea, Tg, entre 55-60 °C (Rancan et al., 2009; Palacio et
al.,, 2016; Sonchaeng et al., 2018). Ele também possui propriedades mecanicas
compativeis com a area médica, com alta resisténcia a tragdo e médulo de Young,
boa flexibilidade, que sdo ainda maiores que os de poliestireno, polipropileno e
polietileno (Murariu e Dubois, 2016; Sonchaeng et al., 2018). Entretanto, a baixa
instabilidade térmica, a hidrofobicidade e a fragilidade do PLA limitam seu
desempenho em varias aplicagées. Dessa forma, o PLA pode ser misturado com
outros polimeros flexiveis que atuardo como plastificantes para melhorar sua
resisténcia e reduzir sua fragilidade. Um desses polimeros é a policaprolactona (PCL),
que € um biocompativel e poliéster alifatico biodegradavel como o PLA (Nampoothiri
et al., 2010; Mofokeng e Luyt, 2015; Kian et al., 2019).

O PLA possui quatro estereoisémeros, poli (acido L-latico) (PLLA), poli (4cido
D, L- latico) (PDLLA), (D, acido L-lactico) (PDLLA) e meso-poli (4cido lactico) devido
a presenca de um carbono assimétrico na cadeia (Li et al., 2013; Vert, 2015; Ramot
etal.,2016; Koh et al., 2018). O polimero semi-cristalino de poli (acido L-latico) (PLLA)
€ obtido a partir do &cido latico e é isotatico, transparente, duro, com uma resisténcia
a tracdo de 45-70 Mpa e possui baixa solubilidade em solventes como tolueno,
acetona, acetonitrila, metanol e acetato de etila. O poli (acido D, L- latico) (PDLLA) é
um polimero amorfo e atatico sem ponto de fusdo muito mais baixo, resisténcia a
tracdo e alta solubilidade nos solventes citados anteriormente (Liu et al., 2006; Gao et
al., 2015; Tyler et al., 2016).

O PDLLA apresenta uma degradacéo in vivo mais rapida e controlavel do que
o PLLA. Estudos in vivo mostraram que o PLLA cristalino se degrada completamente
entre 2 a 5 anos, enquanto que PDLLA amorfo perde forga em menos de 2 meses e
se degrada dentro de 12 meses. Por isso, o PDLLA é um candidato que apresenta
propriedades mais promissoras para uso em aplicacoes médicas (Nair e Laurencin,
2007; Zanin et al., 2016; Silva et al., 2017).

O PLA vem sendo investigado para uso em scaffolds para regeneragao éssea
devido a sua biocompatibilidade, biodegradabilidade, estrutura, estabilidade e
propriedades mecanicas (Serra et al., 2014; Salerno et al., 2015; Santoro, Marco et
al., 2016; Jitphuthi et al., 2017; Feng et al., 2018; Mao et al., 2018; Bhattarai et al.,
2019). Além disso, este é um material barato e de facil fabricacdo que torna mais
preferivel do que outros biodegradaveis tradicionais polimeros médicos (Helal et al.,
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2019). Os pesquisadores vém utilizando a combinagéo de dois ou mais materiais para
a producao dos scaffolds, para melhorar e introduzir as propriedades necessarias para
um material de implante 6sseo. Por exemplo, o acido polidtico com a adigdo de
nanoparticulas de hidroxiapatita e quitosona. Os resultados nos testes de SBF
indicaram que o hibrido organico-inorganico houve a deposicdo de apatita e que
possuiam excelente biocompatibilidade (Tanodekaew et al., 2013; Tajbakhsh e Hajiali,
2017; Pon-On et al., 2018; Alam et al., 2019).

2.4 Scaffolds de TiO2

Os biomateriais baseados em TiO2 sdo amplamente empregados em aplicacdes
biomédicas, particularmente para uso em scaffold devido a sua biocompatibilidade
(Narkevica et al., 2017; Klemm e Tiainen, 2018). Estudos comprovam que a resposta
celular é afetada pela topografia do material (Wennerberg et al., 1995; Wennerberg et
al., 1998; Liu e Webster, 2007; Junker et al., 2009; Mcnamara et al., 2010; Bauer et
al., 2013). As células respondem positivamente a nanotopografia, com mudancas na
morfologia celular, organizacao do citoesqueleto e proliferacdo. Isso significa que a
nanoestruturacdo exerce um papel importante na interacéo celular (Brammer et al.,
2012; Fu e Mo, 2018).

Diversas propriedades podem afetar as respostas celulares e adsorcao de
proteinas em sistemas biolégicos (Smith et al., 2011; Kummer et al., 2012). E relatado
que a hidrofilicidade e a rugosidade superficial (Eriksson et al., 2004; Rani et al., 2010;
Gittens et al., 2014; Jia et al., 2016; Awad et al., 2017) associadas a elevada razao
superficie/volume, caracteristico de materiais nanoestruturados, promovem elevada
adesao, proliferacao e diferenciacdo celular (Haugen, Havard Jostein et al., 2013;
Loca et al., 2015; Imani, Roghayeh et al., 2016; Gunputh, Urvashi Fowdar et al., 2018).

Estudos comprovam que a topografia em nanoescala é o tamanho ideal para a
melhor funcionalidade dos osteoblastos (Bauer et al., 2008; Bauer et al., 2009; Park
et al., 2009). Conforme relatado por Oh, Seunghan et al. (2006) a adesao/propagacao
dos osteoblastos € melhorada com a topografia dos nanotubos de TiO2, formando uma
estrutura celular interligada. A estrutura em nanoescala induziu uma aceleragédo na
taxa de crescimento das células osteoblasticas MC3T3-E1 em até 300- 400 %.

Os scaffolds de TiO2 apresentam a capacidade de exibir respostas celulares e
simular uma matriz bioativa para acomodacgdes celulares (Haugen et al., 2004). Neste
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contexto, estudos (Tiainen et al., 2010; Loca et al., 2015; Rao et al., 2018, Tiainen et
al., 2012) constataram que os scaffolds de TiO2 apresentam uma estrutura com poros
interconectados, bem como uma excelente bioatividade para formagéo éssea, sendo
um material promissor para regeneragao 0ssea.

Wang et al. (2018) produziram scaffold pelo método sol-gel seguido de
sinterizagao para avaliar potencial para engenharia de tecidos 6sseos. Os resultados
indicaram que os scaffolds produzidos forneceram um ambiente biocompativel que
favorece o crescimento e a adesao das células, o qual foi demostrado pela cultura da
linha celular osteoblastica de camundongo MC3T3-E1. Adicionalmente, Narkevica et
al. (2017) fabricaram scaffolds de TiO2 com potencial para serem usados na
regeneracao ossea. Os resultados mostraram uma estrutura de poros totalmente
aberta e interconectada com porosidade acima de 95%. Estudos in vitro confirmaram
que os suportes sao citocompativeis € aumentam a disseminacao celular. As células
MG-63-GFP no material estudado eram planos e se espalhavam ativamente com
varias protrusdes de fildpodes, indicagdo de uma ligacao celular normal e crescimento.
Células tipo osteoblastos aderiram bem a superficie do scaffold e espalhado por toda
a estrutura do scaffold. Foram observados a formagé&o de aglomerados de células
entre os poros das paredes opostas. Este sugere que ambos os scaffold fornegam um
ambiente biocompativel para fixacao celular favoravel.

Scaffolds de TiO2 que sao sinterizados a elevadas temperaturas sao resistentes
mecanicamente devido ao crescimento de graos (Haugen et al., 2004; Jayakumar et
al., 2011; Narkevica et al., 2017). Pesquisadores (Oh, Seunghan et al., 2006; Kunze
et al., 2008; Brammer et al., 2009; Yu et al., 2010) relatam que o TiO2 na fase anatase
apresenta uma boa adeséo celular e osseointegracao devido ao seu arranjo atémico
adequado para a formagéo da hidroxiapatita.

A fase rutilica promove inducao da formacao 6ssea na restauracao de defeitos
0sseos com melhores propriedades mecanicas. Tiainen et al. (2013) produziram
scaffolds de TiO2 constituidos pela fase rutilica. Os autores observaram estrutura
altamente porosa com distribuicdo adequada do tamanho de poros adequadas as
exigidas de scaffold ésseo e a capacidade de promover adesado, proliferacdo e
diferenciacdo de osteoblastos, sendo um material promissor para induzir formacao
Ossea.

Os scaffolds constituidos de polimeros/inorganicos tém sido intensamente
investigados para aplicagdo biomédica (Johnson e Herschler, 2011; Okamoto e John,
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2013; Li et al, 2014). Essa combinagdo possibilita superar as desvantagens
encontradas em cada material. Nesse contexto, um grande niumero de nanomateriais,
como silica, hidroxiapatita, didxido de titanio foram incorporados ao PLA para obter
melhores propriedades fisico-quimicas. Foi relatado que o diéxido de titanio pode
conferir bioatividade ao PLA, aumentar a cristalinidade do PLA, desempenhando um
papel importante na melhoria da propriedades mecanicas (Foruzanmehr et al., 2016;
Athanasoulia et al., 2018).

Buzarovska et al. (2015) produziram scaffolds de PLA com nanoparticulas de
TiO2 através da técnica separacdo de fases termicamente induzida (TIPS). Os
resultados mostraram que os scaffolds obtidos apresentaram alta porosidade (86 *
2%), com poros abertos e interconectados, com didametro e comprimento nas faixas
de 40-80 um e 200-400 um, respectivamente, ideal para obter penetracao celular e
vascularizagdo adequada. Além disso, os scaffolds apresentaram uma quantidade de
hidroxiapatita quatro vezes maior que a do PLA comum.

2.5 Obtencao de scaffolds nanofibrilares

Os scaffolds podem ser produzidos por métodos ditos convencionais ou
prototipagem rapida. Cada um destes produz caracteristicas diferentes, incluindo
estrutura dos poros, interconectividade e propriedades mecénicas. Os métodos
convencionais sao bastante utilizados para a obtencédo de diversas estruturas, entre
estes destacam-se lixiviagdo, formacdo de espuma, freeze casting, eletrofiacdo e
separacdo de fases termicamente induzidas. Entretanto, boa parte desses métodos
nao produz uma morfologia uniforme dentro do scaffold e necessita da utilizagdo de
um solvente organico téxico, o que limita o seu uso. A prototipagem rapida permite um
controle mais preciso do que as técnicas ditas convencionais sobre a estrutura,
tamanho de poros e o desempenho mecanico dos scaffolds. Os principais métodos
da prototipagem répida sdo: impressdao 3D, sinterizacdo seletiva a laser e
bioimpressdo (Mozafari e Moztarzadeh, 2014; Thavornyutikarn, B. et al., 2014;
Turnbull et al., 2018).

Por outro lado, recentemente, vem-se desenvolvendo scaffolds nanofibrilares
devido as semelhancgas de suas caracteristicas com as da matriz extracelular natural,
as quais sado fundamentais para promover ades&o, migragao e diferenciagao celular
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(Kouhi et al., 2018; Miszuk et al., 2018). As nanofibras dos scaffolds nanofibrilares sao
produzidas via de regra por eletrofiacdo, que muitas vezes também é usada para a
producao do proprio scaffold durante a producao da nanofibra. A eletrofiagao tornou-
se muito utilizada na producéao de scaffolds nanofibrilares devido a sua versatilidade,
reprodutibilidade e habilidade de produzir nanofibras com elevada razéo
superficie/volume e scaffolds com poros interconectados. Esta técnica produz fibras
com diametro na faixa de 50 nm a 5 um e oferece um controle sobre a morfologia
através da manipulacao das variaveis de processamento (Luo et al., 2012; Sanhueza,
C. etal., 2018). Alem disso, é possivel o emprego de varios tipos de matérias-primas,
polimeros e compositos (Luo et al., 2012; Haider et al., 2015).

Varios pesquisadores vém propondo a producao de scaffolds nanofibrilares de
diferentes materiais pela técnica de eletrofiagdo, como quitosona, 6xido de grafeno,
poli (acido latico) e TiO2 (Samadi et al., 2018), poli (acido lactico co-glicolico)
quimicamente revestido com nanoparticulas de ouro (Lee et al, 2018) e
PLGA/gelatina (Sanaei-Rad et al., 2016).

A utilizacdo de um método para a produgdo dos scaffolds nanofibrilares, as
vezes nao é suficiente para atender as propriedades fisicas e mecanicas desejadas
(Turnbull et al., 2018). Assim, normalmente sdo utilizadas duas técnicas para
satisfazer os requisitos, como por exemplo, eletrofiacdo e freeze casting (Chen et al.,
2016). Esta dltima, também denominada de liofilizacdo, tem despertado interesse
devido a sua versatilidade, producao de materiais porosos com poros interconectados
e resisténcia mecénica razoavelmente alta (Yan et al., 2017; Du et al., 2018; Jia et al.,
2018). Alem disso, a técnica freeze casting pode ser utilizada para diversos materiais
com potencial para ser aplicada em diversas areas, tais como scaffolds para
engenharia de tecidos, processos de separacdo, engenharia de alimentos,
catalisadores e células de combustivel (Yook et al., 2012; Chen et al., 2018)

Por outro lado, a baixa produtividade, risco de operacao ao trabalhar com altas
voltagens e restricdo dos tipos de solventes limitam o uso da eletrofiagdo em larga
escala (Luo et al, 2012; Haider et al., 2015). Deste modo, pesquisadores
desenvolveram a técnica de fiagdo por sopro em solugéo (SBS) para superar as
limitac6es da eletrofiagdo (Medeiros et al., 2009).

A técnica SBS permite uma taxa de injecéo elevada, diminuindo assim o tempo
de trabalho e consequentemente proporciona a fabricacao de fibras em escala micro
e manométricas com uma alta taxa de produtividade (Oliveira et al., 2011; Daristotle
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et al., 2016). A Figura 3 apresenta um esquema ilustrativo da aparelhagem utilizada
para a producao de nanofibras pela fiacao por sopro em solucéo. Esta técnica consiste
em colocar a solugdo na seringa, a qual é bombeada até a ponta do bico interno a
uma taxa de injecdo controlada e constante. Simultaneamente, o fluxo de gés
pressurizado entra na matriz por um bico externo e pressiona a solucdao de modo que
esta sai do bico interno em forma cénica, semelhante ao cone de Taylor da
eletrofiagdo, denominado jato de formacao das fibras. Em seguida, as fibras vao se
formando, sendo direcionadas para o coletor e o solvente vai evaporando.
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Figura 3 — Esquema da aparelhagem da técnica de fiagdo por sopro em solugdo. (1)
Reservatério do gas, (2) bomba de injecao, (3) matriz de fiagcao, (4) distancia de trabalho e (5)
coletor.

A morfologia das mesmas depende da taxa de injecao, distancia de protusao,
concentragdo da solucao, volatilidade do solvente e reologia (Medeiros et al., 2009;
Costa et al., 2016).

Silva et al. (2015) avaliaram a influéncia da taxa de injecdo e pressao do gas
no didmetro das fibras produzidas por SBS. Os autores observaram que baixas taxas
de inje¢ao nao fornecem solugao polimérica corretamente, resultando em instabilidade
no jato. Enquanto, taxas de injecdo elevadas podem provocar obstrucdo do bico
interno devido ao excesso de polimero solidificado pela rapida evaporagcao do
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solvente. Além disso, constataram que o diametro médio das fibras diminui com o
aumento da pressdo. No entanto, pressdes muito elevadas podem provocar o
aumento do didmetro médio das fibras, em razao da maior taxa de evaporagao do
solvente.

A técnica SBS tem sido empregada para produzir fibras submicrométricas e
nanomeétricas de diversos polimeros, tais como, poli (acido latico), polimetilmetacrilato,
poliestireno (Medeiros et al., 2009; Oliveira et al., 2011), poli (alcool vinilico) (Santos
et al., 2016). Além disso, também tem sido utilizada para a produc¢ao de nanofibras
ceramicas, como por exemplo, mulita (Da Costa Farias et al., 2015), alumina (Li et al.,
2015; Mota et al., 2019) dioxido de titanio e éxido de zinco (Costa et al., 2016; Santos
et al., 2018).

Santos et al. (2018) produziram nanofibras de TiO2. Os resultados indicaram a
obtencdo de nanofibras homogéneas, apresentando diametros 206 + 85 a
270 £ 55 nm. Comprovando assim a eficiéncia da técnica na producao de fibras
nanomeétricas. Além disso, foi relatado que a fase anatase foi formada quando as fibras
foram calcinadas a 500 °C. Enquanto, a fase rutilica foi formada em 600 °C, tendo
picos com maiores intensidades a 700 °C.

Costa et al. (2016) fabricaram fibras nanométricas e submicrométricas de
diéxido de titanio e éxido de zinco através da técnica fiacao por sopro em solugcéo. Os
autores observaram que as fibras de TiO2 apresentaram diametro variando entre
300nm a 600nm e ZnO variando de 200nm a 550nm. Além disso, as fibras de TiO2
qgue foram calcinadas a 600 °C apresentaram a fases anatase e rutilo.

Assim, a técnica SBS vem sendo eficiente para a producédo de nanofibras de
varios polimeros e ceramicas com suas excelentes propriedades fisico-quimicas e
capacidade de exibir resposta celular positiva. Dessa forma, os scaffolds

nanofibrilares apresentam o potencial para o campo biomédico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Os materiais utilizados nesta pesquisa foram os seguintes:

e isopropoxido de titanio (TTIP), (pureza 99%, Sigma Aldrich Chemistry), utilizado
como precursor do didxido de titanio;

e poli (vinil pirrolidona) (PVP), (massa ponderal média 1.300.000 g/ mol, Sigma Aldrich
Chemistry) utilizado como polimero auxiliar de fiagao;

e poli (4cido latico) (PLA), (massa ponderal média 75000 g/mol, Biomater 07187) em
forma de granulos;

e etanol P.A. absoluto (Synth) utilizado como solvente;

e acido acético (VWR Prolabo Chemicals) a ser utilizado como aditivo no processo;

e dimetil carbonato (DMC) (Sigma-Aldrich, Brasil) utilizado para dissolugdo do

polimero na solugéo.

3.2 Metodologia

Nessa seccao sera descrita a metodologia utilizada no desenvolvimento dessa
pesquisa para a obtencdo de scaffolds. A Figura 4 apresenta o fluxograma dos

procedimentos experimentais que foram realizados.

[ Producdo de nanofibras }
| |
~
Scaffolds cotton-like Scaffolds prensados Scaffoldhibrido
(Coleta) (Prensagem) (Estufa/condensacao)
A
| | |
[ Caracterizacdo

Figura 4- Fluxograma dos procedimentos experimentais para a obtengao dos scaffolds.
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3.2.1 Producao de nanofibras e scaffolds

Para a obtengédo de nanofibras de diéxido de titanio, foi preparada a solugao
precursora, contendo precursor ceramico, polimero e solventes. A Tabela 1 apresenta
os parametros do processo. A solucado foi preparada da seguinte forma: foram
adicionados etanol, DMC e TTIP com propor¢cao em volume 1:1:0,8 respectivamente.
O acido acético foi adicionado a solugcao antes da adicao do isopropéxido de titanio
através da razao TTIP/acido acético (em volume) igual a 8. Apds agitagdo magnética
de 1 hora e 30 minutos, o poli (vinil pirrolidona) foi adicionado com razao polimero
solvente (massa/volume) igual a 7,466 %. ApdOs a preparacdo da solucao, esta foi
submetida a fiacao através da técnica de fiagdo por sopro em solugéo.

Para a obtengéo das nanofibras hibridas de didxido de titanio- poli(acido latico)
foram preparadas duas solucdes: na primeira foram adicionados DMC e PLA com
razao polimero solvente (massa/volume) igual a 16,6%; na segunda solucédo foram
adicionados TTIP e acido acético na propor¢cado (em volume) 1,2:1. Estas solucdes
permaneceram separadas sob agitacao por 2 horas. Em seguida, as duas solugdes

foram misturadas e agitadas constantemente por 60 minutos a temperatura ambiente.

Tabela 2 - Pardmetros utilizados durante o processo de fiagao.

Parametros
Taxa de injecao 6 mL/h
Pressao do gas de injecéao 30 Mpa
Distancia de trabalho 60 cm
Protrusao 0,7 mm

e Scaffolds cotton-like

Apos a fiagao por sopro em solugdo, as nanofibras foram coletadas resultando
nos scaffolds cotton-like. Em seguida, estes foram submetidos ao processo de queima
para remoc¢ao dos compostos organicos e formacao das fases desejadas, utilizando-
se um forno tipo mufla. Os scaffoldsobtidos foram calcinados as temperaturas de 500,
600 e 700 °C por duas horas com taxa de aquecimento de 5 °C/min. Em seguida,
estes foram caracterizadas por microscopia eletrénica de varredura (MEV), difracao



32

de raios X (DRX), termogravimetria (TG), analise térmica diferencial (DTA) e

espectroscopia de infravermelho por transformada de fourrier (FTIR).

e Scaffolds prensados

Os scaffolds prensados foram produzidos a partir das nanofibras de TiO,. As
nanofibras foram coletadas ap6s a fiacdo e em seguida prensadas uniaxialmente em
molde metélico, usando os parametros que estdao apresentados na Tabela 3. Em
seqguida, os scaffolds prensados foram queimados a 500 e 700 °C. Estes foram

submetidos a caracterizagdo através da técnica microtomografia computadorizada.

Tabela 3 - Parametros do molde metalico utilizado durante o processo de prensagem.

Parametros
Diametro interno do pistao 11,82 mm
Diametro externo do pistao 25,25 mm
Altura do pistéao 73,54 mm
Diametro da matriz 49,81 mm
Peso do pistao 75,62 g
Presséo 6760,5 Pa

e Scaffold hibrido

O scaffold hibrido de TiO2/PLA foi obtido a partir da coleta das nanofibras
hibridas apds fiagdo. Esses scaffolds apresentam uma estrutura 3D tipo cotton-like.
Apés coleta os scaffolds foram colocado na estufa a 60 °C. O scaffold hibrido foi
submetido a caracterizacdo através das técnicas de difracdo espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourier, difracdo de raios X e microtomografia

computadorizada.

3.2.2 Caracterizacao

Os ensaios de caracterizagdao das amostras foram realizados no Laboratério de
Tecnologia de Materiais (LTM) e Laboratério de Caracterizacdo de Materiais (LCM)
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da Universidade Federal de Campina Grande, no Laboratério de Materiais e
Biossistemas (LAMAB) e no Laborat6rio de Microscopia e Imagem Biol6gica (LAMIB)

da Universidade Federal da Paraiba.

e Analise térmica

A analise termogravimétrica (TG) e a analise térmica diferencial (DTA) foram
realizadas simultaneamente em um equipamento da marca Shimadzu, modelo TA-
60H, sob atmosfera de ar (50ml/min), em uma panela aberta de platina, a uma taxa
de aquecimento de 5°C/min, da temperatura ambiente até 700 e 800°C para as
nanofibras de TiO2 e as hibridas de TiO2/PLA, respectivamente. As analises foram
realizadas no LTM.

e Microscopia eletronica de varredura

A caracterizacdo morfoldgica foi realizada por meio da técnica de Microscopia
Eletrénica de Varredura, utilizando o equipamento Shimadzu, modelo SSX-550
Superscan. A superficie da amostra foi previamente recoberta com uma camada de
ouro por sputtering, utilizando uma corrente de 4 mA e uma tensao de 15 kV por um
periodo de 4 minutos. Foi utilizado o microscopio eletrénico de varredura no LCM. Os
didmetros das fibras e dos poros foram medidos através de um software analisador
de imagens (Image J, National Institutes of Health, USA). Para cada amostra o
didmetro médio e sua distribuicdo foi determinada a partir da analise de no minimo

100 fibras/poros aleatorias.

o Difracao de raios X

A difracao de raios X foi realizada em equipamento de difracao de raios X da marca
SHIMADZU, modelo XRD-6000, com radiacdo Ka do cobre (A = 1,5418), tensao 40
Kv, corrente 30 mA e modo de operagcao de tempo fixo; tempo de permanéncia de
0,60 segundos, varredura de 20° a 80° e passo de 0,02°. Este procedimento foi
realizado no LCM. Sera feita uma comparacéo entre as intensidades e as posicoes
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dos picos de difracado com os valores tabelados pelo JCPDS, do International Centre
for Diffraction Data,) com a finalidade de identificar as fases cristalinas.

o Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR)

A presenca dos grupos funcionais das amostras apds o tratamento térmico foi
estudada pela Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourrier (FTIR).
A analise foi feita utilizando um espectrofotdmetro da marca SHIMADZU, modelo
IRAffinity-1/1S, no LAMAB. O espectro de infravermelho foi registrado na faixa
espectral de 4000 a 400 cm™'.

¢ Microtomografia computadorizada

A Microtomografia Computadorizada é uma técnica que permite a obtencao de
imagens de alta resolucdo de secOes transversais de um objeto, contendo
informacdes sobre o tamanho dos poros, didmetro de interconexdao dos poros e
medida de interconectividade e obtencao da porosidade (Jones, J. R. et al., 2009;
Barbetta et al., 2012). A microtomografia foi realizada no LAMIB. A andlise foi feita

empregando microtomografo (SkyScan 1172, Bruker, Bélgica).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

As curvas de termogravimetria (TGA), termogravimétrica derivada (DTG) e
analise térmica diferencial (DTA) do scaffold cotto-like estdo apresentadas na Figura
5.

I I I 1 1 I I 010005
100 - 40,0000
- 40

4 -0,0005

X 4 -0,0010
@ 80+ 20 A ]
N g =
@ > 4-0,0015 £
= = =
© < 0}
= = o-0.0020 O

@)

S 60 s s

@ 4 -0,0025

* d
endao
l 4 -0,0030
20
40 1 g 1 -0,0035
T T T T T T T T T T T T T T '0,0040
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C)

Figura 5-Analise termogravimeétrica, termogravimétrica derivada e analise térmica diferencial

do scaffold cotto-like.

De acordo com as curvas, nota-se que houve perdas de massa na temperatura
abaixo de aproximadamente 100 °C, acompanhada de um pico endotérmico. Houve
uma perda de massa de 20% devido a eliminagdo de umidade e evaporagdo dos
solventes. A segunda perda de massa foi de 15% observada entre 255 a 370 °C. Esta
relacionada ao evento exotérmico devido a decomposicao do isopropdxido de titanio
e desidratacdo na cadeia lateral do polimero. O pico em 429 °C correspondeu a
formacao de residuos de peroxidos. A outra perda de massa foi de 20 % na
temperatura de 400 a 505 °C, acompanhada de um pico intenso exotérmico, indicando
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uma perda devido a cristalizagdo do TiOz2em anatase. Nenhuma perda de massa foi
observada ap6s 510 °C. Comparativamente observa-se que esse comportamento foi
semelhante com a literatura (Peniche et al., 1993; Tekmen et al., 2008; Someswararao
et al., 2018).

A Figura 6 apresenta a andlise termogravimétrica, termogravimétrica derivada
e analise térmica diferencial do hibrido PLA/TiO2. Esta apresentou duas perdas de
massa. A primeira perda de massa abaixo de 100 °C devido a eliminagao da umidade
e evaporacao do solvente. O processo de degradagao térmica do PLA ocorreu em
aproximadamente em temperaturas acima de 200 até 350 °C devido a cisdo das
ligacbes ésteres entre as unidades repetidas. Além disso, ocorreu também a
decomposicao do isopropoxido de titdnio, como mostra a literatura (Yang e Lin, 2009;
Athanasoulia et al., 2018; Mallick et al., 2018). A perda de massa total foi de 74 %.
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Figura 6-Analise termogravimétrica, termogravimétrica derivada e analise térmica diferencial
do scaffold hibrido TiO2/ PLA.

A Figura 7 apresenta as micrografias dos scaffolds cotto-like, constituidos por
polimero e precursor de TiOz2 (fibras verde). Pode-se observar a formacao das fibras
pela técnica de fiacdo por sopro em solucédo (SBS). Estas apresentaram didametro
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médio de 883 = 70,21 nm e unidas umas as outras devido a baixa evaporacao dos

solventes.

Figura 7-Micrografias dos scaffolds cotto-like em diferentes amplia¢des.

A Figura 8 ilustra os scaffolds cotto-like calcinados a 500, 600 e 700 °C com
didmetro médio de 710 £ 56,091, 632 + 102,608 e 348 £ 95,840 nm, respectivamente.
Apés a calcinacao, as fibras apresentaram um diametro menor em comparacao com
as fibras a verde devido a perda de PVP e a cristalizagdo do TiO2 (Nuansing et al.,
2006; Kuchi et al., 2018). De maneira geral, os scaffolds cotto-like calcinados
apresentaram superficie uniforme e com pequena quantidade de defeitos, beads.
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Figura 8-Micrografias dos scaffolds cotto-like calcinados a 500, 600 e 700 °C
c”’, d’ e d”) indicam outra ampliagao.
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A Figura 9 ilustra os gréficos de distribuicao de diametros e os desvios padrao
correspondentes. Observa-se claramente que o didametro das fibras é afetado pela
temperatura de calcinagdo. Os diametros das fibras a verde diminuiram de
883 +70,21 nm para 710 + 56,091, 632 + 102,608 e 348 + 95,840 nm com o tratamento
térmico de 500, 600 e 700 °C, respectivamente. Esses dados sdo semelhantes aos
na literatura (Nuansing et al., 2006; Kuchi et al., 2018). Além disso, foi verificado que
os diametros das fibras produzidas estavam em escala submicrométrica, pois

apresentaram uma de suas dimensdes em escala inferior a 1uym e superior a 100 nm.
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Figura 9-Distribuicdo de didametro das fibras dos scaffolds cotto-like. (a) fibras a verde, (b-d)
fibras calcinadas a 500, 600 e 700 °C, respectivamente.

No caso de implantes 6sseos, onde é necessaria uma estreita proximidade com
osteoblastos para a osteointegracao, fixacdo celular e adesividade no material
implantado é fundamental que o material apresente uma topografia superficial
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adequada. Estudos comprovam que a densidade dos osteoblastos € maior quando as
células sdo cultivadas em escala nanométrica (Kulkarni et al., 2015; Burnat et al.,
2017).

A Figura 10 apresenta os difratogramas dos scaffolds cotto-like calcinados a
500, 600 e 700 °C. Os picos apresentados correspondem as estruturas cristalinas de
anatase e rutilo de acordo com o JCPDS de numero de 21-1272 e 21-1276,
respectivamente. Os scaffolds calcinados a 500 °C apresentaram picos da fase
anatase com estrutura tetragonal. A 600 °C foram identificados picos caracteristicos
das fases anatase e rutilica. Na temperatura de sinterizacao de 700°C, observa-se
picos da fase anatase e do rutilo, mas os rutilicos com maior intensidade. Pode-se
observar que, em todas as temperaturas empregadas, a fase anatase (Nuansing et
al., 2006; Loca et al., 2015; Kuchi et al., 2018; Someswararao et al., 2018). Assim, a
diminuicado do diametro médio das fibras pode estar relacionado ao processo de
densificacdo/sinterizacdo com o aumento da temperatura de queima, mas também
com o polimorfismo do TiOz2 e formagé&o do rutilo. O rutilo € mais denso que o anatase
e sua formagdo esta associada a retracdo do material, e neste caso,

consequentemente, a diminuicdo no diametro da fibra.
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Figura 10-Difratogramas de raios X dos scaffolds cotto-like calcinados em diferentes

temperaturas.
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Conforme observado por diversos autores (Oh, S. et al., 2006; He et al., 2008;
Wang et al., 2011; Shi et al., 2013; Lv et al., 2015), a fase anatase e rutilo fornecem
arranjos atbmicos adequados para a formacao da hidroxiapatita. A primeira possibilita
os melhores efeitos para adeséao, proliferacdo e diferenciagédo celular devido ser
quimicamente mais reativa. Apesar disso, ha também um interesse na fase rutilica
devido esta apresentar maior modulo de elasticidade, dureza e forca adesiva do que
a anatase. Dessa forma, as fases anatase e rutilica sdo benéficas para o crescimento
0sseo.

Os difratogramas de raios X do PLA e do scaffold hibrido estéo representados
na Figura 11. A curva azul corresponde a um material com caracteristica de ser
predominantemente amorfo, indicada pelo halo variando entre 10 e 24,5°. Observa-se
que o scaffold hibrido também apresentou estrutura amorfa. Resultados semelhantes
foram encontrados por (Athanasoulia et al., 2018; Mallick et al., 2018).

— Scaffold hibrido
—PLA

Intensidade (u.a)

10 20 30 40 50 60
20

Figura 11-Difratograma de raios X do PLA e do scaffold hibrido.

Os espectros de FTIR dos scaffolds cotto-like calcinados a 500, 600 e 700 °C
estdo apresentados na Figura 12. A banda larga centrada em 3423 cm™ pode ser
atribuida a interagao intermolecular do grupo hidroxila para molécula de 4gua com a
superficie de TiO2. Duas bandas fracas de ligacdo entre 2920 e 2819 cm™ estdo
relacionadas as vibragdes de alongamento do C-H. O pico em 2300 cm™ pode ser
associado ao caboxil C=0, o qual nado foi observado para os scaffolds de TiOz
calcinadas a 700 °C. Além disso, a banda larga da regido de 1000 a 400 cm™ é
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atribuida as vibracoes de flexao (Ti-O-Ti) na rede da fase anatase de TiO2. (Liu et al.,
2006; Lv et al., 2009; EI-Sherbiny et al., 2014).
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Figura 12-Espectros de FTIR dos os scaffolds cotto-like calcinados 500, 600 e 700 °C.

O espectro do scaffold hibrido na faixa de frequéncia de 4000 a 500 cm ' esta
apresentado na Figura 13. A banda em cerca de 3426 cm™' é atribuida a vibragéo do
alongamento da ligacdo O - H e a banda em cerca de 1631 cm™! est4 relacionada ao
estiramento do (CH-). Adicionalmente, existe uma banda a 1750 cm™ que esta
associada ao estiramento do C=0 do grupo éster presente na cadeia do PLA. As
bandas em 1456 e 1385 cm' sdo relacionadas a deformagao assimétrica e simétrica
de CHs e banda a 1182 cm™' é atribuida ao alongamento C-O-C. H&4 um amplo pico de
absorgao entre 500 e 800 cm™' que esta relacionada a ligagédo Ti-O (Furukawa et al.,
2005; Nakayama e Hayashi, 2007; Porwal et al., 2010; Xu et al., 2017).
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Figura 13-Espectro de FTIR dos scaffold hibrido.

A Figura 14 apresenta a estrutura interna dos scaffolds os scaffolds cotto-like,
prensados e do hibrido PLA/TiOz2, revelando a presenca dos poros. Observa-se que
os scaffolds cotto-like calcinados a 700 °C e o hibrido apresentaram uma interconexao
entre os poros. Enquanto os scaffolds prensados e calcinados a 700 °C apresentaram
uma estrutura ndo porosa. Para garantir as trocas de nutrientes, a migracao e
proliferacao de osteoblastos, bem como vascularizagao, é necessario que o scaffold
que tenha um grande volume de poros adequados e uma conexdao média de poros
(Kuboki et al., 1998; Story et al., 1998; Hutmacher, 2001; Jones e Hench, 2003).
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Figura 14-lmagens microtomograficas de diferentes secgbes dos scaffolds cotto-like
calcinados a 700 °C (a,b,c), scaffolds prensados e calcinados a 700 °C (d,e,f) e do hibrido

(9,h,i).

A distribuicdo de didametros dos poros e os desvios padrdo correspondentes
estdo apresentados na Figura 15. Observa-se que os didametros dos poros dos 0s
scaffolds cotto-like, scaffolds prensados e calcinados a 700 °C e hibrido variaram de
334 £ 238 um a 597 +483,48 £ 23,96 a42 £ 11,76 um, 778 £ 479,83 um a 479 + 425
um, respectivamente.

Estudos (Karande et al., 2004; Karageorgiou e Kaplan, 2005; Hutmacher et al.,
2007; Jones, A. C. et al., 2009; Tiainen et al., 2013) comprovam que 100 um é o
tamanho minimo dos poros que atendem os requisitos de migracao e transporte,
tamanho da célula. Adicionalmente, o tamanho de poro entre 200 € 500 pm é o

tamanho ideal para fornecer espaco e permeabilidade adequados para a formacao
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Ossea viavel em um scaffold. Dessa forma, constata-se que apenas o tamanho de
poros das fibras calcinadas a 700 °C e o scaffold hibrido estdo adequados para
aplicagbes em implantes 6sseos.

A porosidade obtida para os scaffolds prensados e calcinados a 700 °C foi
1,6%. Essa pequena porosidade esta relacionada, possivelmente a dois fatores, ao
polimorfismo do TiOz2, cuja formagéao do rutilo, fase mais densa que o anatase, provoca
a contracao do material e diminuigdo de porosidade; e a um processo de sinterizagao
e densificacdo nesta temperatura de calcinagao. As fibras de TiOz produzidas por SBS
apresentam tamanho de grdo da ordem de nanémetros (Costa et al, 2016) e
consequentemente elevada reatividade. Ao se realizar a prensagem do material e
aproximar as nanofibras foi favorecido os processos difusionais no material, 0 que,
aliado a elevada area superficial das nanofibras produzidas por SBS provocou uma
elevada retracao e densificagdo dos scaffolds, mesmo a 700°C, se refletindo em uma
baixa porosidade final.

Pesquisadores (Chang et al., 1998; Svehla et al., 2000; Itoh et al., 2004)
consideram que a porosidade total deve ser superior a 50%, para maximizar o
crescimento dsseo e garantir a vascularizacao até a regido central do scaffold. Dessa
forma, a porosidade dos scaffolds prensados e calcinados a 700 °C néao foi ideal para
aplicacdo em scaffolds.

(a)

Didmetro médio dos poros= 334 + 238 um
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Figura 15-Distribuicdo de diametro dos poros de diferentes seccdes dos scaffolds de
TiO2 calcinados a 700 °C (a,b,c), scaffolds prensados e calcinados a 700 °C (d,e,f) e
hibrido (g,h,i)



46

(b)

(c)
504 50 4
40 4 Diametro médio dos poros= 494 + 319 um 5-'? 507
= ©
};; % 4 Didmetro médio dos poros= 597+ 483 um
= 30 ©
3 4
o 83
©
= s
£ 5
o 4
S g 20
o [
[
10 104
od 7 T ¥
& o P S50 500 100(.) 1500 2.000 2500 3000 3500
Diametro médio dos poros (um) Diémetro médio dos poros (um)
50
(d) (e)
100
— o Didmetro médio dos poros= 45 + 9,26 um
£ 80+ Diametro médio dos poros= 48 + 23,96 ym B
2 g
k| b
2 = 2
g o
Q Q
S 40 o
2 T 3
2 g
[ I
20
0 J T T T I
200 400 600 800 30 40 50 60 70 80
Diametro medio dos poros (um) Diametro médio dos poros (um)
- 9 @
Didmetro medio dos poros= 42 +11,76 pm 40 9
354
40+ P
z %30 - Digmetro médio dos poros= 778 + 479,83 um
2 5
£ 30 3 254
® o
© @ 204
220 £
6“7 T 154
= o
= 2
I L 104
10

20 40 50 80 108 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200
Diametro médio dos poros (um) Diametro médio dos poros (um)

Figura 16 (Continuacdo)-Distribuicdo de didmetro dos poros de diferentes sec¢des dos

scaffolds de TiOz calcinados a 700 °C (a,b,c), scaffolds prensados e calcinados a 700 °C (d,e,f)
e hibrido (g,h,i).
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5 CONCLUSAO

Neste estudo, scaffolds cotto-like, scaffolds prensados de TiO2 e hibrido de
PLA/TiOzforam preparados pela técnica fiacado em sopro em solugéo (SBS). Mediante
as analises realizadas nesta pesquisa, os resultados obtidos indicam que o método
SBS foi eficiente para producao dos scaffolds. A anélise morfolégica demostrou que
os scaffolds cotto-like apds tratamento térmico apresentaram superficie mais uniforme
do que os obtidos por fibras a verde. Os scaffolds produzidos a 500°C apresentaram
a formacéo da fase cristalina anatase. Enquanto os scaffolds fabricados em 600 e 700
°C, apresentaram a fase anatase e rutilica. De acordo com os resultados obtidos pelas
imagens microtomograficas, os scaffolds cotto-like calcinados a 700 °C e o scaffold
hibrido apresentaram poros abertos e interconectados com tamanho médio de poros
maior que 200 pm. Além disso, os scaffolds prensados e calcinados a 700 °C

apresentaram poucos poros com porosidade de 1,66411 %.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho, segue algumas sugestdes para
trabalhos futuros:
e Avaliar a bioatividade dos scaffolds através da simulagao de fluido corpéreo;
o Realizar testes de citoxidade nos scaffolds em cultura de células
osteoblasticas;
e Se os testes em cultura celular apresentarem resultados positivos, realizar

testes in vivo.
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