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RESUMO 

A obtenção de scaffolds bioativos a partir da blenda polimérica de poli (ácido láctico-co-glicólico) (PLGA) e 

poliisopreno (IR) com diferentes adições de Hidroxiapatita (HAp) é proposta como uma alternativa à enge-

nharia de tecidos. Para o preparo das soluções poliméricas, a blenda de PLGA/IR e a HAp foram dissolvidas 

em clorofórmio. Posteriormente, o scaffold foi processado por electrospinning, variando-se a distância entre a 

seringa e o coletor. As amostras foram caracterizadas quanto a composição química e estrutural por potencial 

zeta, difração de raios-X (DRX) e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). Para 

avaliação da morfologia usou-se a microscopia eletrônica de varredura (MEV) e para o comportamento cito-

toxicológico utilizou-se a metodologia de analises de viabilidade celular. O valor de potencial zeta da HAp 

foi de -22 mV e o FTIR e DRX foram condizentes com a literatura. As imagens de MEV permitiram a análi-

se do tamanho médio e desvio padrão das fibras obtidas, comprovando uma diferença significativa entre as 

amostras. O ensaio de citotoxicidade mostrou que o produto obtido é biocompatível, porém as amostras com 

menor formação de fibras são menos biocompatíveis. Os resultados demonstraram a ampla influência da dis-

tância entre o coletor e a ponta da seringa e da relação blenda/HAp, sendo que o scaffold obtido com a maior 

distância coletor/seringa e maior relação HAp/blenda apresentou fibras com tamanho médio menores e maior 

homogeneidade e baixa citotoxicidade celular.    

Palavras-chave: Engenharia de tecidos, electrospinning, PLGA/IR. 

ABSTRACT 

The aim of this paper is the obtainment of bioactive scaffolds from poly (lactic acid-co-glycolic acid) 

(PLGA) and polyisoprene (IR) polymer blends with different additions of hydroxyapatite (HAp) as an alter-

native for tissue engineering. For the preparation of the polymer solutions, the PLGA/IR blend and the HAp 

were dissolved in chloroform. Subsequently, the scaffold was processed by electrospinning, varying the dis-

tance between the syringe and the collector. Scaffolds chemical and phase composition were characterized by 

zeta potential, X-ray diffraction (XRD) and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Scanning elec-

tron microscopy (SEM) was used to evaluate the morphology and for the cytotoxic behavior the cellular via-

bility analysis methodology was used. The zeta potential value of the HAp was -22 mV and the FTIR and 

XRD were consistent with the literature. The SEM images allowed the analysis of the mean size and standard 

deviation of the obtained fibers, demonstrating a significant difference among the samples. The results 

showed the great influence of the distance between the collector and the tip of the syringe and the blend/HAp 

ratio, and the scaffold obtained with the largest collector/ syringe distance and the highest HAp/blend ratio 

showed fibers with a smaller mean size and greater homogeneity and low cellular cytotoxicity.  

Keywords: Tissue engineering, electrospinning, PLGA/IR. 
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1. INTRODUÇÃO 

A engenharia de tecidos tem como objetivo auxiliar na regeneração e restauração dos tecidos deformados ou 

lesados, gerando substitutos biológicos capazes de reparar, manter ou aperfeiçoar o desempenho e atividade 

dos mesmos [1]. Dentre as possibilidades de desenvolvimento na área de engenharia de tecidos, pode-se citar 

a criação de scaffolds bioativos que proporcionem uma liberação local de fatores de crescimento, influenci-

ando no tratamento tecidual [2]. Para tal, a seleção dos biomateriais é uma das etapas de maior importância, 

visto que, diferentes tipos de biomateriais irão apresentar distintos comportamentos mecânicos, físico-

químicos e de degradabilidade [3].  

Entre as técnicas que visam produzir scaffolds com propriedades adequadas para a engenharia de teci-

dos, a técnica de electrospinning ou eletrofiação tem como vantagens a produção de nanofibras naturais ou 

sintéticas, com elevada área superficial e poros com diâmetros controlados que variam de nanômetros a mi-

crômetros [4][5]. Além disso, é um processo barato que pode ser facilmente ampliado através da utilização de 

várias fieiras e é surpreendentemente versátil, pois quase todos polímeros solúveis podem ser processados em 

nanofibras [6]. 

O cis-1,4-poliisopreno, polímero natural conhecido como poli-isopreno (IR), tem poucas aplicações 

como biomaterial, porém aplicações cirúrgicas previamente estudadas indicam que a presença desse material 

induz a regeneração celular e neovascularização [7][8].  

O poli (ácido láctico-co-glicolico) (PLGA) é um dos mais utilizados polímeros bioreabsorvíveis. Tra-

ta-se de um copolímero de ésteres alifáticos, que tem sido amplamente utilizado como implantes que degra-

dam e são absorvidos pelo organismo [9][10][11]. Contudo, trata-se de um polímero que apresenta compor-

tamento frágil, o que pode inviabilizar a sua utilização em dispositivos que necessitem de altos índices de 

deformação plástica [12][8].   

Misturas ou blendas tratam-se de uma abordagem que representa uma das áreas com mais rápido cres-

cimento na ciência dos polímeros e têm como objetivo obter características novas através da combinação de 

propriedades de polímeros distintos [13][14]. Como exemplo dessas, um recente estudo visando a manipula-

ção das propriedades mecânicas do PLGA obteve uma blenda entre este e o IR, a qual foi registrada com o 

nome de blenda Cellprene® e teve patente solicitada em 2011. A partir dos resultados positivos deste estudo, 

surge a possibilidade de aplicação do Cellprene® em engenharia de tecidos [10][8]. 

As biocerâmicas, como os fosfatos de cálcio ou hidroxiapatita (HAp), apresentam excelente biocom-

patibilidade, bioatividade, ausência de toxicidade, taxas de degradação variáveis e osteocondutividade [15]. 

Entretanto, têm seu uso limitado devido à baixa resistência e baixa tenacidade quando comparadas com o 

osso humano [16]. Uma combinação de um biopolímero ou blenda polimérica e uma biocerâmica poderia 

melhorar as propriedades mecânicas, aumentar a estabilidade da degradação e afinidades celulares dos com-

ponentes individuais. Assim, a incorporação de biocerâmicas em uma matriz de polímero nanofibroso, não 

apenas mimetizaria a estrutura óssea natural, mas também melhoraria as propriedades mecânicas e a resposta 

biológica dos scaffods [17].  

O presente trabalho teve como objetivo a obtenção de scaffolds bioativos com matriz polimérica de 

PLGA e IR, com carga de hidroxiapatita, pela metodológica de electrospinning. A viabilidade para a aplica-

ção de tal scaffold em engenharia de tecidos foi avaliada através do estudo da influência de diferentes adições 

de hidroxiapatita, variação da distância entre o coletor e a ponta da seringa, caracterização química, estrutural, 

morfológica e de citotoxicidade. 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Materiais 

Neste trabalho, foram utilizados os seguintes materiais: blenda Cellprene® fornecida pelo LABIOMAT- la-

boratório de Biomateriais e Cerâmicas Avançadas da Universidade Federal do Rio Grande do Sul e produzi-

da conforme Marques [10], com uma relação de PLGA/IR de (60/40); Hidroxiapatita fornecida pela empresa 

Aldrich, peneirada em peneira #325; solvente clorofórmio (Synth) conforme recebido. 

2.2 Obtenção de Scaffolds 

Para o preparo das soluções poliméricas dissolveu-se primeiramente as blendas PLGA/IR em clorofórmio e 

posteriormente a adição de diferentes proporções de HAp, utilizando uma placa de agitação em velocidade 6. 

Ao estar completamente homogênea a solução, esta foi transferida para uma seringa de 10mL com agulha de 
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dimensão 1,20 x 40mm. O agitador mecânico foi mantido em velocidade constante de 500 rpm, e assim, as 

amostras foram preparadas a partir da variação da distância entre a solução polimérica e o coletor. A Tabela 1 

apresenta os valores de polímero, solvente, voltagem, distância e HAp que foram utilizados nas diferentes 

formulações.  

 

Tabela 1: Relação das diferentes variáveis estudadas para o desenvolvimento dos Scaffolds. 

 

AMOSTRAS 
VOLUME DE 

SOLVENTE (mL) 

TENSÃO 

(kV) 

DISTÂNCIA 

(cm) 

HAp 

(%) 

D5H1 10 15 5 1 

D5H3 10 15 5 3 

D5H5 10 15 5 5 

D7H1 10 15 7 1 

D7H3 10 15 7 3 

D7H5 10 15 7 5 

 

2.3 Caracterização 

A estabilidade da suspensão foi analisada pela medição de Potencial Zeta, determinado por meio de suspen-

são de amostra de HAp com solução de NaCl (0,01 M, Synth), onde esta foi alocada em um porta amostra 

modelo DTS1070. A análise foi realizada em temperatura de 25ºC, através da submissão da amostra a um 

campo elétrico no equipamento Zetasizer Nano-Zs, da Malvern.   

A difração de raios-X (DRX) verificou se a fase hidroxiapatita estava presente nas amostras obtidas, 

utilizando um difratômetro de raios-X Bruker, modelo D2 PHASER, equipado com ânodo de cobre (radiação 

KαCu, λ = 1.5406 Å) operado a 30 kV e 10 mA. Os parâmetros usados nas análises foram: um intervalo an-

gular de 20°< 2θ <45° com passos de 0,02° por um período de 1s para cada passo.  

O ensaio de Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) foi utilizado para 

avaliação e caracterização dos grupamentos químicos da HAp, blenda polimérica e scaffold obtido. Para o 

preparo em cada caso, foram feitas pastilhas de KBr contendo aproximadamente x mg de amostra. O equi-

pamento utilizado foi o espectrômetro PerkinElmer, modelo Spectro One.   

A Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) foi utilizada para avaliar a morfologia dos scaffolds e 

os tamanhos de fibras obtidas. O equipamento usado foi um microscópio Phenom, modelo ProX, com tensão 

de aceleração de 10 kV e para evitar o carregamento das amostras, as mesmas foram revestidas com ouro.  

Para avaliação da citotoxicidade, células de linhagem celular VERO foram semeadas em uma concen-

tração de 1 x 105 células/poço em placas de 96 poços, sendo cultivadas em estufa de 5% de CO2 à 37ºC du-

rante 24 horas, para o experimento 3-(4,5) dimetiltialzolil -2,5 difeniltetrazólio (MTT). A técnica foi baseada 

na metabolização do reagente MTT (cor amarela), em cristais de formazan (cor violácea).  A reação ocorreu 

através da atividade da enzima mitocondrial succinato-desidrogenase, a qual permanece ativa somente nas 

células viáveis. Assim, foi possível estabelecer parâmetros de citotoxicidade e taxas de proliferação celular 

[18]. 

As amostras dos scaffolds foram esterilizadas por luz UV por 30 minutos e mantidas em cabine de 

fluxo circular a fim de evitar contaminação externa no período entre esterilização e cultivo. As amostras fo-

ram alocadas em placa de cultura, as células foram tratadas e após 24 horas de tratamento foi adicionado em 

cada poço 20 µL de MTT (5 mg/mL), diluído em tampão fosfato salino (PBS 1X). A placa foi homogeneiza-

da levemente e novamente mantida em estufa de CO2 (5 %) à 37ºC, por 3 horas. Após o sobrenadante foi 

retirado e adicionou-se 200 µL de dimetilsulfóxido (DMSO). A placa foi novamente agitada e a leitura reali-

zada em leitora de ELISA no comprimento de onda de 570 nm.  

3. RESULTADOS E DISCUSSÕES 

3.1 CARACTERIZAÇÃO QUÍMICA E ESTRUTURAL  

A HAp analisada apresentou um potencial zeta de valor médio de -22,6 mV. Sendo este o valor esperado, 

pois acredita-se que potencial zeta de valor negativo estimula a adsorção de íons Ca
2+

 que participam na de-

posição da matriz extracelular (osteocalcina e osteopontina) necessária para a adesão celular [19][20][21].  
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Na Figura 2 é apresentado o difratograma da HAp. O ensaio de DRX identificou picos característicos 

da HAp hexagonal, como os picos assinalados no difratograma que correspondem à ficha padrão de difração 

de número 09-0432 do International Center for Diffraction Data - ICDD.  

Figura 1: Difratograma de raios-X da HAp. 

 

As análises dos grupamentos químicos presentes na HAp, Blenda Cellprene® (PLGA/IR) e Scaffold  

(Blenda polimérica + HAp) foram realizados por meio de espectroscopia de infravermelho (Figura 3). A par-

tir das estruturas moleculares previamente conhecidas, nos espectros da Blenda Cellprene® e do Scaffold 

observa-se bandas relativas ao grupamento C=C, condizente ao IR e bandas relativas ao grupamento C=O, 

condizentes ao PLGA. Além disso, bandas características de estiramentos simétricos e assimétricos dos gru-

pos CH2 e CH3 entre 2980-2850 cm
-1

, condizentes ao IR e PLGA [22][23]. Assim como, as bandas relativas 

ao grupamento PO4
3-

, características da HAp, são observadas nos espectros da HAp e do Scaffold, confir-

mando assim a presença desta no scaffold obtido.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Espectro de infravermelho da Blenda Cellprene®, HAp e Scaffold de D5H5 (blenda Cellprene® + HAp). 
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3.2 CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA 

As imagens adquiridas por Microscopia Eletrônica de Varredura possibilitaram a caracterização morfológica 

dos scaffolds obtidos pela técnica de electrospinning. As micrografias dos scaffolds são apresentadas na Fi-

gura 3. 

As Figuras 3(A-C) referem-se as micrografias dos scaffolds D5H1, D5H3 e D7H1, respectivamente. 

Observa-se que não houve formação de fibras nas estruturas das amostras com menores relações de 

HAp/blenda e distância scaffold. O scaffold de maior distância e adição de 1% de HAp também não formou 

fibras na estrutura. 

As Figuras 3(E e F) apresentam as micrografias das amostras D5H5 e D7H5, sendo estas com 5% de 

adição de HAp e distâncias de 7cm e 5cm, respectivamente. Nota-se que em ambos os casos ocorre a forma-

ção de fibras porosas, pois provavelmente a solução se tornou termodinamicamente instável durante a evapo-

ração do solvente e assim, as fibras de electrospinning se separaram em fases ricas e pobres em polímero, de 

tal modo que a última fase acabou gerando porosidades nas fibras [24].  

A partir do software Image J foi realizado a medida de 12 fibras das amostras D7H5 e D5H5. Os valo-

res das médias e desvios padrão do diâmetro são apresentados na Figura 4. O teste ANOVA One-Way, utili-

zando Tukey para comparação entre as médias, confirmou que há uma diferença significativa entre elas 

(p=0,00258). Percebe-se então, que o aumento da distância tendeu a diminuir o tamanho médio das fibras e 

formou uma estrutura mais homogênea, pois o desvio padrão de D7H5 é menor que D5H5. Na amostra utili-

zando menor distância, o tempo de vôo do elemento de fluido diminuiu e provavelmente o solvente não eva-

porou-se totalmente no caminho coletor-agulha, tornando o diâmetro das fibras irregulares [25][4][5]. 

As Figuras 3(D e F) mostram as micrografias dos scaffolds com adição de 3% e 5% de HAp e distân-

cia de 7 cm, respectivamente. Os valores das médias e desvios padrão do diâmetro são apresentados na Figu-

ra 5. O teste ANOVA One-Way, utilizando Tukey para comparação entre as médias, confirmou que há uma 

diferença significativa entre elas (p=0,004934). Portanto, nota-se que o aumento de proporção de HAp adici-

onada influência na diminuição do tamanho da fibra e aumenta a homogeneidade da estrutura da amostra, 

conforme constatado pelos valores de desvio padrão obtidos. Resultados semelhantes foram observados em 

estudos anteriores e provavelmente a redução do diâmetro das fibras está relacionado a alteração da viscosi-

dade e condutividade elétrica da solução. Além disso, com o aumento da HAp na solução, ocorre a aglomera-

ção de nanopartículas e a presença de tais agregados na ponta da agulha pode ter diminuído o diâmetro efeti-

vo do orifício da agulha, levando a formação de fibras mais finas [26][27].  

Figura 3: Micrografias mostrando a morfologia dos scaffolds de (a) D5H1, (b) D7H1, (c) D5H3, (d) D7H3, (e) D5H5 e 

(f) D7H5, com aumento de 2000x. 
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Figura 4: Média e desvio padrão do tamanho das fibras de D5H5 e D7H5. Os valores foram calculados com n=12 e me-

didas das fibras obtidas pelo software Image J. * p=0,00258 

 

Figura 5: Média e desvio padrão do tamanho das fibras de D7H3 e D7H5. Os valores foram calculados com n=12 e me-

didas das fibras obtidas pelo software Image J.  * p=0,004934. 

3.3 CITOTOXICIDADE 

Os resultados das médias do ensaio de viabilidade celular pelo método MTT são apresentados na Figura 6. 

Nota-se que foi possível a obtenção de materiais biocompatíveis, sendo o de resultado mais satisfatório o da 

amostra D7H5, de maior distância coletor/seringa e da relação HAp/blenda. Visto que todas as amostras tra-

tavam-se do mesmo material, a maior citotoxicidade da amostra D5H5 provavelmente ocorreu devido à pre-

sença do solvente na solução, pois este provavelmente não evaporou-se totalmente no caminho coletor-

agulha [25][4][5]. 
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Figura 6: Avaliação da citotoxicidade dos scaffolds obtidos pela técnica de electrospinnig. 

4. AGRADECIMENTOS 

UFN e LABIOMAT. 

5. CONCLUSÃO 

A metodologia utilizada permitiu a obtenção de scaffolds bioativos com matriz polimérica de PLGA e IR, 

com carga de hidroxiapatita, pelo método de electrospinning A HAp utilizada para a confecção dos scaffolds 

obteve valor de potencial zeta conforme esperado, assim como o espectro e difratograma de raios-X. O es-

pectro da blenda Cellprene® apresentou bandas relativas aos grupamentos de PLGA e IR, confirmando a 

presença deles na estrutura. O scaffold D5H5 obtido pela técnica de electrospinnig foi analisado por espec-

troscopia de infravermelho e apresentou bandas relativas aos grupamentos C=C, C=O, CH2 e CH3, condizen-

tes a blenda Cellprene®, bem como, apresentou bandas relativas ao grupamento PO4
3-

, condizentes a estrutu-

ra de HAp. A partir das imagens de MEV dos scaffolds, conclui-se que o aumento da distância e presença da 

HAp diminuiu o tamanho médio das fibras, assim como, aumentou a homogeneidade da estrutura. O teste de 

viabilidade celular constatou que os scaffolds obtidos não são citotóxicos. 
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