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RESUMO 

A angiogênese tem sido estudada em terapias como o tratamento de insuficiência 

vascular periférica, terapias antigênicas e redução do fluxo sanguíneo que chega a 

comprometer os tecidos, sendo também um processo importante nas abordagens de 

regeneração tecidual usando biomateriais. Os biomateriais compreendem uma 

representativa fração dos produtos utilizados na área de saúde. Dentre estes, os vidros 

bioativos (VB) têm demonstrado flexibilidade de composição que permite a 

incorporação de diferentes íons com atividades fisiológicas e propriedades terapêuticas. 

O cobalto (Co) é um íon terapêutico que estimula a formação de novos vasos 

sanguíneos pela ativação do fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA) e pelo 

fator induzível por hipóxia subunidade 1 A (HIF1A). Scaffolds híbridos de poli (álcool 

vinílico) e vidro bioativo aparecem como uma estratégia promissora para acelerar o 

reparo tecidual. No entanto, os efeitos dos vidros incorporados com Co na angiogênese 

precisam ser investigados mais detalhadamente. Também não existem estudos em 

scaffolds híbridos, utilizando o método sol-gel e um sistema de formação de espuma, 

com a incorporação direta do íon terapêutico cobalto. Nesse contexto, este trabalho teve 

como objetivo desenvolver, caracterizar e avaliar o potencial angiogênico de VBs 

derivados do processo sol-gel contendo Co em sua estrutura, e de scaffolds híbridos 

contendo Co. Análises estruturais confirmaram a presença de Co na estrutura dos vidros 

bioativos e dos scaffolds híbridos. A viabilidade in vitro de células expostas à diferentes 

concentrações do produto iônico (PI) dos materiais não foi alterada. Demonstrou-se, 

através do ensaio de formação de tubos com HUVECs, que o PI do VB 2,5% de Co 

mimetiza o desempenho do VEGFA na indução de formação de vasos sanguíneos. Foi 

observado ainda o aumento da expressão dos genes VEGFA e HIF1A, após 14h de 

contato com o PI. Através dos estudos in vivo em ratos Wistar, mostrou-se que o VB 

incorporado com Co em sua estrutura foi capaz de aumentar a expressão de VEGFA e 

HIF1A, caracterizando uma estimulação do processo de angiogênese devido à liberação 

de Co. Já nos estudos com os scaffolds híbridos após a incorporação do Co, observou-se 

a formação de hidroxiapatita e excelente viabilidade celular nos ensaios in vitro. A 

incorporação de Co em VBs e scaffolds híbridos apresentou-se como promissora 

estratégia para aprimoramento do seu potencial para a angiogênese e engenharia de 

tecidos. 

Palavras-chave: poli (álcool vinílico), vidro bioativo; sol-gel, formação de espuma, 

cobalto. 
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ABSTRACT 

Angiogenesis has been studied in therapies such as the treatment of peripheral vascular 

insufficiency, antigenic therapies and reduction of blood flow that can compromise 

tissues, and it is also an important process in tissue regeneration approaches using 

biomaterials. Biomaterials comprise a representative fraction of the products used in the 

health area. Among these, bioactive glasses (BGs) have demonstrated flexibility in 

composition that allows the incorporation of different ions with physiological activities 

and therapeutic properties. Cobalt (Co) is a therapeutic ion that stimulates the formation 

of new blood vessels by activating vascular endothelial growth factor A (VEGFA), and 

by the hypoxia inducible factor 1 subunit A (HIF1A). Hybrid scaffolds made of poly 

(vinyl alcohol) and bioactive glass appear as a promising strategy to accelerate bone 

tissue repair. However, the effects of glasses incorporated with Co on angiogenesis need 

to be investigated in more detail. There are also no studies on hybrid scaffolds, using the 

sol-gel method and a foaming method, with the direct incorporation of the therapeutic 

ion cobalt. In this context, this work aimed to develop, characterize and evaluate BGs 

derived from the sol-gel process, containing cobalt in its structure, and of hybrid 

scaffolds containing Co. Structural analyzes confirmed the presence of Co in the 

structure of bioactive glasses and hybrid scaffolds. The in vitro viability of cells 

exposed to different concentrations of the ionic product (IP) of the materials has not 

been altered. It was demonstrated, through the tube formation test with HUVECS, that 

the IP of the BG containing 2.5%Co mimics the performance of VEGFA in the 

induction of blood vessels formation. It was also observed an increase in the expression 

of the VEGFA and H1F1A genes, after 14 hours of contact with the IP. Through in vivo 

studies in Wistar rats, it was shown that the BG incorporated with Co in its structure 

was able to increase the expression of VEGFA and H1F1A, characterizing a stimulation 

of the angiogenesis process due to the release of Co. For the hybrid scaffolds after the 

incorporation of Co, the formation of hydroxyapatite and excellent cell viability were 

observed in in vitro tests. The incorporation of Co in BGs and hybrid scaffolds proved 

to be a promising strategy to improve its potential for angiogenesis and tissue 

engineering. 

 

Keywords: polyvinyl alcohol, bioactive glass; sol-gel, foaming, cobalt. 
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Capítulo 1 . INTRODUÇÃO 

 

O processo biológico em que os vasos preexistentes formam novos vasos é chamado 

angiogênese 1–3, um processo extremamente importante na regeneração de um tecido. 

Os vasos fornecem nutrientes e retiram resíduos e sua falta é um dos problemas para 

construção de scaffolds ou construções projetadas implantadas no corpo 4. Um dos 

maiores desafios enfrentados no campo da engenharia de tecidos (ET) é promover o 

crescimento da vasculatura nos tecidos manipulados, permitindo a integração suficiente 

do tecido ao hospedeiro. Um scaffold ideal deve possuir propriedades angiogênicas 

inatas ou incorporar fatores de crescimento que promovam a vascularização 5. A falta de 

vascularização pode levar à falha desta integração entre o tecido e o hospedeiro. Para se 

obter angiogênese, o uso de proteínas e genes que codificam para fatores de crescimento 

são métodos iniciais que podem ser associados aos biomateriais na forma de matrizes 

porosas bioativas. Uma estratégia alternativa é direcionar a via celular do Fator 

induzível por hipóxia (HIF), que responde à baixa concentração de oxigênio (hipóxia) e 

resulta na ativação de uma cascata de genes pró-vasculogênicos críticos para a 

angiogênese, incluindo o VEGFA, imitando assim a resposta regenerativa normal. 

 

A ET é um campo interdisciplinar que tem crescido rapidamente na área da saúde, 

dedicado à fabricação de tecidos e órgãos intactos através de biomateriais, imitando o 

desenvolvimento biológico natural. Seu principal objetivo é regenerar componentes 

biológicos para uma eventual terapia de substituição por meio da manipulação de 

células, materiais de scaffolds, naturais ou sintéticos, que suportam células e moléculas 

bioativas 6. São utilizadas três ferramentas fundamentais pela ET para a regeneração dos 

tecidos: células, moléculas sinalizadoras e matrizes porosas 7.  

 

Matrizes porosas obtidas à base de cerâmicas bioativas têm sido estudadas como 

estrutura para crescimento de tecido ósseo e para vascularização 8,9. O processo por 

agentes formadores de espuma resulta em estruturas de poros orientadas 10. Materiais 

híbridos a base de polímeros biodegradáveis associados com vidros bioativos (VBs) 

oferecem resistência mecânica e rigidez, além da melhora nas propriedades mecânicas, 

quando comparados com seus componentes individuais 11,12. Esses materiais são de 

particular interesse para a ET, pois materiais híbridos orgânico-inorgânico são materiais 

sintéticos intimamente misturados, onde pelo menos um dos domínios tem dimensões 
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variando de poucos angstrons a vários nanômetros. As condições de síntese promovidas 

pelo processo sol-gel tais como, precursores organometálicos, baixa temperatura de 

processamento e versatilidade do estado coloidal permitem a mistura de componentes 

orgânicos e inorgânicos na escala nanométrica em praticamente qualquer proporção de 

mistura 13,14. 

 

Dentre os vários materiais aplicados nesta área, o poli (álcool vinílico) (PVA) tem sido 

frequentemente explorado como material de implante em aplicações biomédicas, 

aproveitando de sua excelente resistência mecânica, biocompatibilidade e baixa 

toxicidade 15,16. Outro material são os VBs que surgiram como uma alternativa aos 

materiais inertes utilizados como implantes, dando origem ao campo dos materiais 

bioativos, caracterizados como aqueles que podem provocar uma reação controlada em 

ambiente fisiológico levando à regeneração do tecido, que induzem uma resposta 

específica em sua superfície quando implantados, resultando na formação de uma forte 

ligação entre o tecido e o material 17,18. 

 

Os VBs permitem uma grande flexibilidade em sua composição, sendo possível a 

incorporação de várias concentrações de diferentes íons com atividades fisiológicas e 

propriedades terapêuticas, que são liberados durante o processo de dissolução do 

material 19,20. O cobalto (Co) é um íon que tem chamado a atenção de estudiosos por ser 

um íon que estimula a angiogênese a partir do mecanismo de hipóxia, estabilizando o 

fator de transcrição HIF1A 21,22 que depois se transloca no núcleo para estimular a 

regulação positiva de genes pró-vasculogênicos como o fator de crescimento endotelial 

vascular A (VEGFA), influenciando a formação de novos vasos sanguíneos, tendo 

importante papel na regeneração de tecidos. VBs contendo esse íon têm sido avaliados 

para aplicação na ET 23, apresentando aumento na expressão de VEGFA 24 e do HIF 25. 

Essa abordagem foi adotada como uma potencial estratégia de neovascularização em 

vários estudos 26,27. Recentemente, vidros bioativos liberadores de cobalto foram 

desenvolvidos 28, e sua capacidade de ativar a via HIF sob condições normóxicas foi 

demonstrada 29.  

 

Foi desenvolvido um trabalho por nossa equipe de pesquisa onde relatamos a síntese de 

um vidro sol-gel incorporado com 2,5% de CoO e uma avaliação preliminar de 

biocompatibilidade foi realizada in vitro 30. Foi realizado um estudo de liberação iônica 
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mostrando que o vidro bioativo na composição 58S mostrou a capacidade de liberar Co 

dentro da faixa considerada terapêutica. Além disso, foi realizado estudo in vivo, no 

qual foi observado infiltrado celular na camada profunda da derme, adjacente ao local 

onde o material foi inserido, compatível com os estágios iniciais da cicatrização. No 

entanto, tornou-se necessário aprofundar o estudo da angiogênese com experimentos 

complementares in vitro e in vivo, e também em scaffolds híbridos, como uma 

abordagem para expandir o conhecimento de seus efeitos e subsequente aplicação para 

angiogênese. 

 

Sendo assim, o foco desse trabalho foi incorporar o íon terapêutico Co às 

micropartículas de VB e aos scaffolds híbridos de PVA e VB, utilizando a associação 

dos métodos sol-gel e de formação de espuma, visando melhorar as propriedades 

mecânicas e estruturais desses biomateriais e, o mais importante, promover a 

angiogênese que é vital para a regeneração óssea 31,32. Especificamente, os objetivos 

foram avaliar os efeitos da incorporação do Co nas propriedades estruturais e biológicas 

in vitro e in vivo desses biomateriais e sua capacidade de expressão angiogênica. 
 

Esta tese de doutorado está dividida em capítulos para o melhor entendimento das 

etapas de trabalho realizadas. O capítulo 2 apresenta o objetivo geral do trabalho, assim 

como os objetivos específicos desta tese de doutorado. Uma revisão da literatura é 

apresentada no Capítulo 3, com foco na descrição do PVA, processamento, estrutura, 

propriedades de VBs e sobre a angiogênese. Os Capítulos 4 e 5 apresentam os 

resultados obtidos durante a execução desse trabalho. Esses capítulos foram 

apresentados na forma de artigos, e divididos de acordo com os seus objetivos 

específicos.  

 

No Capítulo 4, é apresentado o estudo de VBs incorporados com Co, um íon terapêutico 

com capacidade de aprimorar o processo de angiogênese, obtidos pelo processamento 

sol-gel, e o efeito dessa incorporação na estrutura do material. Foi avaliado o potencial 

angiogênico dos VBs incorporados com Co através de estudos biológicos in vitro e in 

vivo. Foi estudada a expressão de diferentes marcadores da diferenciação angiogênica 

em Células Endoteliais de Veia Umbilical Humana (HUVECs) que foram expostas ao 

produto iônico (PI) dos VBs. 
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O Capítulo 5 descreve o estudo de scaffolds híbridos de PVA e VB com a incorporação 

de cobalto em sua estrutura. Neste capítulo é apresentado o efeito da incorporação do 

Co na estrutura dos scaffolds híbridos, nas propriedades mecânicas e de dissolução. 

Estudos biológicos in vitro dos scaffolds híbridos foram realizados, assim como a 

validade do processo de esterilização dos scaffolds híbridos, a biocompatibilidade em 

HUVECs através do produto iônico destes scaffolds, bem como o crescimento celular e 

o crescimento de microorganismos. Por fim, as considerações finais sobre este trabalho 

de Doutorado são apresentadas no Capítulo 6, assim como sugestões para trabalhos 

futuros no Capítulo 7. 
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Capítulo 2 . OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

Este trabalho tem como objetivo geral estudar o potencial angiogênico da incorporação 

de Co em vidro bioativo pelo processo sol-gel, através de experimentos in vitro e in 

vivo, e o desenvolvimento de scaffolds híbridos de poli (álcool vinílico)/vidro bioativo 

obtidos pelo processo sol-gel, utilizando o método de formação de espuma, e avaliar o 

efeito da incorporação desse íon terapêutico nas propriedades estruturais e biológicas 

dos materiais.  

 

2.2 Objetivos Específicos 

• Estudar o efeito da incorporação de Co nas propriedades estruturais de pastilhas 

de vidro bioativo derivados do processo sol-gel com 2,5% de CoO (% molar); 

• Avaliar a viabilidade celular de HUVECs expostas ao PI das pastilhas; 

• Analisar a expressão do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFA) por 

HUVECs após 20h de exposição ao PI dos vidros bioativos. 

• Averiguar a expressão gênica do HIF1A e do VEGFA com 14h e 20h de 

exposição ao produto iônico em HUVECs. 

• Investigar a formação de novos vasos sanguíneos na região profunda da derme 

de ratos após 28 dias de implante de pastilhas de vidro bioativo incorporadas ou 

não com Co; 

• Obter scaffolds híbridos de poli (álcool vinílico) e vidros bioativos contendo 5 e 

10% de CoO (% molar) derivados da composição 58S pelo processo sol-gel e 

método de formação de espuma; 

• Analisar a composição química e o efeito da incorporação de Co nas 

propriedades térmicas e estruturais dos scaffolds híbridos. 

• Avaliar o perfil de dissolução dos scaffolds híbridos em fluido corporal 

simulado. 

• Verificar a eficácia da esterilização nos scaffolds híbridos esterilizados a 4 kGy; 

• Analisar a viabilidade de HUVECs após exposição ao produto iônico dos 

scaffolds híbridos; 

• Avaliar do crescimento celular após exposição ao produto iônico dos scaffolds 

híbridos em diferentes concentrações de CoO (5% e 10%). 
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Capítulo 3 . REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Engenharia de Tecidos 

A engenharia de tecidos (ET) surgiu como uma abordagem promissora nas últimas duas 

décadas para a regeneração de tecidos e órgãos lesionados ou perdidos como resultado 

de lesões traumáticas, doenças e envelhecimento33–35, que permanece como um desafio 

significativo na clínica. A ET compreende estudos de células para fisiologia e biologia 

tecidual, bem como a interação destas células com os biomateriais, sendo destinada a 

promover a regeneração da lesão pela restauração funcional de um tecido ou órgão 36. 

 

A definição da ET é ampla e pode incluir dispositivos que sejam acelulares ou celulares. 

No caso de dispositivos acelulares, haverá crescimento do tecido pré-existente através 

do implante. Já nos dispositivos celulares, existirá o fornecimento de novas células ao 

sítio de implante, o que aumentará a população de células existentes ou irá reintroduzir 

a população de células ausentes 37.  

 

A obtenção de tecidos doadores que são desenvolvidos dentro de matrizes com células 

específicas é alvo no campo da ET, onde estas células podem ser implantadas 

diretamente no local destinado, ou estimuladas a se proliferarem de maneira organizada 

em cultura tecidual externa, onde podem ter seu crescimento orientado por meio de um 

substrato, denominado scaffold. Após a cultura celular, o tecido é implantado no local 

previamente definido 38. 

 

A presença de um material que age como uma superfície de adesão e promoção do 

crescimento celular é essencial, pois permite a sinalização entre as células, a produção 

de moléculas bioativas e a formação de matriz extracelular, favorecendo, assim, a 

regeneração tecidual 39. Através da fabricação de matrizes estruturais, da inclusão de 

células e da incorporação de moléculas indutoras, acredita-se ser possível facilitar o 

mecanismo de regeneração.  

 

As matrizes estruturais utilizadas são produzidas a partir de diferentes tipos de 

biomateriais e devem possuir propriedades adequadas para o tecido ao qual se deseja 

substituir 40. A matriz ou o scaffold constitui o componente principal e é responsável 

por providenciar formação da estrutura necessária e apropriada para o suporte do 
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componente celular 37. Os scaffolds são materiais temporários estruturados 

tridimensionalmente, possuem matriz porosa com poros interconectados que 

desempenham um importante papel de guiar o crescimento celular in vitro ou in vivo. O 

local e a resposta sistêmica dos tecidos para os implantes compreendem um aspecto de 

biocompatibilidade 38. 

 

Langer e Vacanti 33 discutiram e descreveram como o campo da ET poderia contribuir 

para fornecer soluções clínicas. Eles destacaram diversas vezes a importância da 

utilização de biomateriais na engenharia de tecidos, relatando o tratamento da doença de 

Parkinson e a regeneração de nervos periféricos para projetar o modelo de transplantes 

vasculares e a recuperação da cartilagem. 

 

Um biomaterial pode ser definido como qualquer tipo de material utilizado para 

fabricação de dispositivos para substituição de uma parte ou de uma função do corpo, de 

maneira aceitável fisiologicamente, sendo de origem natural ou sintética. Essa 

substituição deve ser realizada de forma segura, confiável e econômica. Todo material 

usado in vivo deve ser aprovado pela FDA (United States Food and Drug 

Administration). No Brasil, existem leis e normas a serem seguidas, como os 

regulamentos éticos e de bem-estar animal do Governo Brasileiro (lei 11794/2008) e as 

normas da Sociedade Americana para Testes e Materiais (ASTM). O sucesso de um 

biomaterial ou de um implante depende de três fatores principais: a biocompatibilidade 

do implante, o estado de saúde do paciente beneficiário e a competência do cirurgião 

que implanta e monitora seu progresso 37. 

 

Os biomateriais são amplamente usados para aplicações médicas. Seu uso envolve 

crescimento celular em cultivo, ensaios em laboratórios clínicos, matrizes de 

diagnósticos genéticos e diversos tipos de implantes. Estudos prévios afirmam que a 

combinação de células e biomateriais podem resultar em reparo tecidual rápido, 

previsível e controlado 41. Em um estudo realizado por Won et al. 42 foi produzido um 

scaffold microestruturado a base policaprolactona para ser usado na regeneração de 

tecidos. Ryan et al. 43 desenvolveram um scaffold de colágeno e vidro bioativo com 

cobre, para exercerem função osteocondutora e de cicatrização óssea como uma opção 

de tratamento de Osteomielite em idosos. Os biomateriais são essenciais para 

auxiliarem a vascularização e regeneração óssea. 
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3.2 Angiogênese 

O termo angiogênese foi utilizado pela primeira vez em 1935 por Hertig para descrever 

a vascularização na placenta. O estudo sistemático da angiogênese teve início com 

Judah Folkman e, progressivamente, foram desenvolvidos vários modelos in vitro e in 

vivo para o estudo de seus mecanismos moleculares, modulação e a sua importância nos 

processos fisiológicos e patológicos 44.  

 

Um importante esclarecimento de discussões específicas envolvendo vascularização é a 

terminologia a ser usada: angiogênese ou vasculogênese. Esses dois termos são 

geralmente usados intercambiáveis na literatura, mas permanecem como entidades 

diferentes, sendo que, a angiogênese é estritamente a formação de novos vasos 

sanguíneos a partir de vasos pré-existentes, enquanto que a vasculogênese resulta da 

diferenciação de células progenitoras endoteliais (EPCs) 45 e está presente no estágio de 

desenvolvimento precoce de um organismo quando vasos sanguíneos são originalmente 

formados 46. Na vasculogênese ocorre a  diferenciação de células endoteliais a partir de 

angioblastos durante o desenvolvimento embrionário 3, mas também pode estar presente 

em outras fases da vida, como na gestação por exemplo. 

 

 A matriz extracelular (MEC) é essencial para todos os estágios da angiogênese. No 

adulto, a angiogênese começa com a ativação da célula endotelial (CE), degradação da 

membrana basal, e brotamento vascular dentro da matriz intersticial. Sinais moleculares 

essenciais para todos os estágios da formação de vasos sanguíneos são fornecidos pela 

MEC 47,48. Nos estágios iniciais, fatores de crescimento estimulam células endoteliais 

(CEs) em vasos sanguíneos pré-existentes, fazendo com que as CEs liberem enzimas 

denominadas proteases, as quais degradam a membrana basal. A MEC permite que as 

células migrem para os vasos existentes, proliferem na matriz circundante, e formem 

brotos ligantes aos vasos nas proximidades 46. A Figura 3.1 mostra a cascata de eventos 

da angiogênese, que está descrita a seguir. 
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Figura 3-1. Cascata de eventos de angiogênese.  
Fonte: THE ANGIOGENESIS FOUNDATION, 2016 49. 

 

O processo de angiogênese em um adulto saudável ocorre como uma série ordenada de 

eventos. Os vasos sanguíneos fornecem nutrientes e oxigênio por todo o corpo, e são 

constituídos por tecido conjuntivo, tecido muscular liso, endotélio e possuem um 

revestimento interno de CEs montado por pericitos (a membrana basal) embutidos no 

compartimento estromal (várias células estromais e MEC). Em adultos saudáveis, um 

balanço da sinalização de fatores de crescimento mantém as células endoteliais num 

estado de repouso ou de latência. Para monitorar e fornecer quantidades suficientes de 

oxigênio aos tecidos circundantes, os vasos sanguíneos têm receptores induzidos por 

oxigênio ou hipóxia e receptores que permitem, através da remodelação do vaso, o 

ajuste do fluxo sanguíneo em conformidade. A hipóxia ou outros sinais endógenos 

ativam células e induzem a liberação de fatores de crescimento e peptídeos, tais como 

VEGFA, Ang-2, FGF e quimiocinas, para promover o crescimento de novos capilares 

sanguíneos a partir de vasos pré-existentes. Os pericitos destacam-se do vaso 

(sinalização de Ang-2), e as células endoteliais são ativadas e perdem o seu contato 

próximo à medida que o vaso dilata (sinalização de caderina VE). Na formação de 

brotos, seleciona-se uma célula de ponta (seleção influenciada por Neuropilina, VEGFA 

/ VEGFR e NOTCH / DLL4 e JAGGED1) que libera metaloproteinases de matriz 

(MT1-MMP) para degradar a membrana basal e remodelar a MEC. As células da ponta 

são polarizadas e estendem numerosos filopódios para guiar a migração do broto (via 

sinais de orientação de semaforinas, efrinas e integrinas) em direção a estímulos 
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angiogênicos (gradiente de VEGFA). As células de ponta são principalmente 

migratórias e não proliferam. Células Stalk seguem a célula da ponta e proliferam, 

estendendo o brotamento. As células de proliferação Stalk estabelecem junções com 

células endoteliais vizinhas e liberam moléculas, tais como EGFL7 (uma quimiocina 

que atrai células endoteliais expressa a partir da proliferação das próprias células 

endoteliais), que se ligam a componentes de membrana extracelular e regulam a 

formação de lúmen vascular. A fusão de ramos vizinhos ocorre quando duas células de 

ponta se encontram, estabelecem junções EC-CE (VE-caderina, Ang-1), e formam um 

lúmen contínuo. A MEC é depositada para estabelecer uma nova membrana basal 

(TIMPs), a proliferação de células endoteliais cessa, e os pericitos são recrutados para 

estabilizar o novo vaso (PDGFR / PDGF-B, Ang-1). Uma vez estabelecido o fluxo 

sanguíneo, a perfusão de oxigênio e nutrientes reduz os estímulos angiogênicos 

(expressão de VEGFA) e inativa os sreceptores de oxigênio das células endoteliais, 

restabelecendo o estado de repouso do vaso sanguíneo 49. 

 

Senger e Davis 48 relataram que os estágios para a formação de vasos sanguíneos são: 1) 

Brotamento vascular; 2) Formação do lúmen; 3) Maturação do vaso sanguíneo e 4) 

Estabilização do vaso sanguíneo 48. Eles ainda relataram que a MEC fornece um 

scaffold de imobilização para citocinas que são importantes para a angiogênese. Já 

Carmeliet e Jain 47 relataram vários modos de formação de vasos identificados (Figura 

3.2). No embrião de mamíferos em desenvolvimento, os angioblastos se diferenciam em 

células endoteliais, que se unem em um labirinto vascular (Figura 3.2b). Diferentes 

sinais especificam a diferenciação arterial ou venosa 50. O brotamento subsequente 

assegura a expansão da rede vascular (Figura 3.2a). A arteriogênese então ocorre, sendo 

o processo no qual os canais de células endoteliais ficam cobertos por pericitos ou 

células vasculares de músculo liso (VSMCs), proporcionando estabilidade e controle de 

perfusão. Os tecidos também podem se tornar vascularizados por outros mecanismos, 

mas a relevância desses processos não é bem compreendida. Por exemplo, os vasos pré-

existentes podem se dividir por um processo conhecido como intussuscepção 

(invaginação), dando origem a outros vasos (Figura 3.2c). Em outros casos, ocorre a co-

opção do vaso, em que as células tumorais sequestraram a vasculatura existente (Figura 

3.2d), ou as células tumorais podem alinhar vasos - um fenômeno conhecido como 

mimetismo vascular (Figura 3.2e). Células tumorais putativas do tipo tronco podem até 

se diferenciar em células endoteliais (Figura 3.2f). 



11 
 

 

Existem modos conhecidos de formação de vasos sanguíneos em tecidos hígidos e 

tumores invasivos e não-invasivos (a - f). A formação do vaso pode ocorrer por 

germinação da angiogênese (a), pelo recrutamento de células progenitoras endoteliais 

residuais residentes na parede vascular (EPCs) derivadas da medula óssea e/ou 

vasculares que se diferenciam em ECs (b). Por um processo de divisão de vasos 

conhecido como intussuscepção (c). Em d-f, as células tumorais podem co-optar por 

vasos pré-existentes (d), ou os vasos tumorais podem ser revestidos por células tumorais 

(mimetismo vascular) (e) ou podem ser revestidos por células endoteliais, com 

anormalidades citogenéticas em seus cromossomos, derivadas de células tronco 

tumorais putativas (f). Ao contrário dos tecidos normais, que usam angiogênese 

germinante, vasculogênese e intussuscepção (a - c), os tumores podem usar todos os seis 

modos de formação de vasos (a - f) 47. 
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Figura 3-2. Modos de formação de vasos sanguíneos.  
Fonte: Carmeliet; Jain, 2011 47. 

 

Folkman, Haudenschild e Zetter 51 sustentaram a idéia de que alguns sinais pró-

angiogênicos liberados a partir de células de tumor sólido desempenham um papel 

fundamental para o crescimento e sobrevivência de células endoteliais. Dentre os 

fatores citados por Folkman e colaboradores, os principais estão descritos a seguir: 

 

- Fator de Crescimento Endotelial Vascular A (VEGFA): é uma molécula pró-

angiogênica, uma proteína 45KD que aumenta a permeabilidade vascular e exibe 

atividade angiogênica 3. O VEGFA é um mitógeno potente para CEs e é considerada a 

molécula mais importante para regular o desenvolvimento vascular. O VEGFA pode 

estimular a proliferação, a migração, a diferenciação da CE e a formação de estruturas 
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capilares 45. 

- Fator Induzível de Hipóxia (HIF): pode induzir resposta angiogênica pela ativação do 

gene VEGFA na área de lesão vascular de mucosa gastrointestinal e esofágica causada 

por fatores ulcerogênicos e lesões. 

- HIF1A: é um fator de transcrição que ativado sob condições de hipóxia, se acumula 

nas células endoteliais e pode se ligar ao promotor do gene do VEGFA, induzindo a 

expressão desse gene 52. 

- Fator de crescimento de Fibroblasto (FGF): é outro modulador mais bem caraterizado 

de angiogênese. Pode promover neovascularização in vivo e está envolvido no 

crescimento de novos vasos sanguíneos durante a cicatrização da ferida e durante a 

embriogênese.  

- Células-tronco derivadas de Tecido Adiposo Humano (ASCs): podem formar capilares 

via sinalização por FGF básico (bFGF) e fator de crescimento derivado de plaquetas 

(PDGF). 

- Micro RNAs (miRNAs, miRs): são essenciais para o desenvolvimento da vasculatura. 

Podem modificar de maneira específica o comportamento biológico das células 

endoteliais, incluindo a angiogênese. 

- Células-tronco cancerosas (CSCs): são um pequeno subconjunto de células cancerosas 

dentro de um câncer que tem a capacidade de auto renovação e podem causar a 

linhagem heterogênea de células cancerosas que compreendem o tumor. Têm sido 

comprovado que elas dão origem a células endoteliais e formam vasos sanguíneos do 

tumor 3. 

 

Durante o crescimento do tumor, uma “interrupção angiogênica” é desencadeada pela 

privação de nutrientes e de hipóxia, levando normalmente uma vasculatura em repouso 

a renovar continuamente novos vasos sanguíneos que permitem a progressão deste 

tumor 3. 

 

A inibição da angiogênese é uma estratégia promissora para tratar doenças como o 

câncer, enquanto promover a angiogênese pode ser benéfico no tratamento das doenças 

isquêmicas, tais como o infarto agudo do miocárdio. Compreensões moleculares para 

estes processos e novas abordagens terapêuticas são, portanto, ferramentas promissoras 

para entender patologias fundamentais e expandir as opções de tratamento disponíveis 

em quadros anormais de angiogênese 53. A Figura 3.3 mostra os efeitos consequentes da 
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angiogênese excessiva e deficiente. A diminuição do equilíbrio entre fatores pró e anti-

angiogênicos causa a angiogênese patológica.  

 

 
Figura 3-3. Efeitos da angiogênese excessiva e insuficiente.  
Fonte: Adaptado de ZHAO; LI, 2015 53. 

 

Os materiais biológicos apresentam uma característica importante na capacidade de 

induzir o rápido crescimento vascular durante a regeneração óssea, sendo a 

vascularização uma etapa crítica da regeneração de tecidos. A vascularização é crítica 

para a regeneração óssea. Implantes portadores de genes e células pró-angiogênicas 

demonstraram induzir crescimento de vasos no tecido ósseo, e estudos têm demonstrado 

que biocerâmicas podem desempenhar um papel crítico na angiogênese durante a 

regeneração óssea 43,54,55. 

 

A angiogênese é crítica para a regeneração de tecidos, e depende do estímulo hipóxico e 

da produção do fator de crescimento endotelial vascular (VEGFA). O fator de indução 

da hipóxia (HIF) é o mecanismo principal para detectar e responder a alterações na 

disponibilidade local de oxigênio em uma ampla variedade de organismos, apresentando 

efeito em genes que influenciam a angiogênese (por exemplo, VEGFA, angiopoietina) e 

no metabolismo celular (transporte de glicose), além de poder recrutar células 
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inflamatórias e mesenquimais, que irão influenciar a diferenciação 56. 

 

González et al.57 estudaram a neovascularização em córneas de coelhos, e 

desenvolveram uma técnica de indução da angiogênese através de implantes de 

“pellets” de polimetilmetacrilato (PMMA) contendo bFGF, que foi lentamente liberado 

na córnea dos coelhos. Esta técnica consiste basicamente na estimulação de 

vascularização na córnea do coelho através do implante de um "pellet" de polímero 

inerte, misturado com um fator de crescimento, em um pequeno bolso feito 

cirurgicamente no estroma corneal. O estímulo angiogênico induziu a formação de 

brotos capilares a partir da rede vascular existente na área córneo-escleral, promovendo 

a vascularização local e favorecendo a angiogênese 57. 

 

Tendo em vista que apenas estimular a angiogênese através da obtenção células 

endoteliais em germinação não são suficientes para o sucesso da recuperação de uma 

isquemia 58, estratégias terapêuticas com o uso de células in vivo e abordagens de 

liberação de fatores de crescimento para promoverem ambientes favoráveis à indução 

da angiogênese precisam ser desenvolvidas, bem como o estudo de sua potencial 

contribuição para a regeneração de tecidos moles e do tecido ósseo. 

 

3.3 Fontes de células para a Engenharia de tecidos 

As células aplicáveis à engenharia de tecidos podem ser classificadas como autólogas 

(do próprio paciente), alogênicas (célula humana de outro paciente) e xenogênica 

(origem animal). As células autólogas são as mais apropriadas para a engenharia de 

tecidos, uma vez que as células alogênicas e xenogênicas são imunogênicas, tornando-

se necessária a utilização de terapias com imunosupressores. Nesse contexto, um tipo 

bastante atraente de células para a engenharia de tecidos são as células-tronco 59. 

 

A célula ideal para ser utilizada deve possuir algumas características, tais como estar 

disponível em quantidade suficiente, ser capaz de exercer a função destinada a ela, ser 

isolada com mínima morbidade da área doadora e ser compatível com o sistema 

imunológico do receptor 60. Dessa forma, a fonte de células tem uma enorme influência 

sobre o sucesso de terapias que utilizam a engenharia de tecidos. 
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3.3.1 Células Tronco 

Células-tronco são células indiferenciadas que possuem a capacidade de auto-renovação 

e diferenciação em diferentes tipos celulares 61. As células-tronco estão presentes desde 

o desenvolvimento embrionário e persistem no indivíduo adulto.  

 

As células-tronco mesenquimais foram descritas pela primeira vez por Friedstein em 

1970 62 como sendo células não hematopoiéticas da medula óssea que formam colônias 

fibroblastóides (CFU-F) aderentes ao plástico. Posteriormente foram denominadas 

como “Células-Tronco Mesenquimais”, pois ficou claro que elas possuem a capacidade 

de se autorenovar e diferenciar em células derivadas do mesoderma embrionário: 

adipócitos, condrócitos e osteócitos 63. As células-tronco mais bem estudadas e 

caracterizadas são as células-tronco hematopoiéticas e as células-tronco mesenquimais 
64.  

 

Quando expandidas, as células-tronco mesenquimais, além de serem morfologicamente 

parecidas aos fibroblastos, devem expressar certas glicoproteínas de superfície celular 

em suas membranas quando analisadas por citometria de fluxo 65. Na medula óssea, as 

células-tronco mesenquimais dão suporte a hematopoese, especialmente na produção do 

microambiente hematopoiético, que regula a manutenção e a diferenciação das células 

tronco hematopoiéticas 66. 

 

As células-tronco mesenquimais cultivadas são derivadas do nicho perivascular, 

portanto a característica dessas células de se diferenciar em vários tipos celulares reflete 

a capacidade desse nicho na manutenção tecidual. Estas células podem ser isoladas da 

medula óssea, tecido adiposo, tecido muscular esquelético, derme, membrana sinovial, 

endotélio da veia umbilical, rim, ligamento periodontal e pulmão. Há evidências de que 

as células estão nas paredes dos vasos sanguíneos, independente do órgão que se 

encontram, por isso elas são chamadas de pericitos1 63. 

  

Devido ao grande número de estudos descrevendo a presença de células-tronco 
 

 
1 Pericitos são células tipo mesenquimais multipotenciais, associadas com a parede de vasos sanguíneos 

pequenos; células progenitoras tecido-residentes capazes de se diferenciarem em diferentes tipos 

celulares, incluindo osteoblastos, condroblastos, fagócitos e adipócitos 229,230. 
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mesenquimais em diferentes tecidos, a sociedade internacional para terapia celular 

propôs critérios mínimos para a definição de células-tronco mesenquimais 67:  

 

I) serem aderentes a superfícies de plástico quando mantidas em condições de cultivo 

padronizadas;  

II) expressarem as glicoproteínas de superfície CD73, CD90, CD105 e não expressarem 

CD45, CD34, CD14, CD19 e HLA-DR; 

III) quando estimuladas in vitro, diferenciarem em osteoblastos, condrócitos e 

adipócitos. 

 

O isolamento de linhagens de células-tronco pluripotentes humanas deu esperança à 

comunidade científica e médica 68. Porém, sua obtenção e utilização geram 

questionamentos éticos, políticos e religiosos 69. No Brasil, a utilização de células-

tronco embrionárias é permitida de acordo com a Lei de Biossegurança (Lei 11.105), de 

24 de março de 2005 70. 

 

As células-tronco embrionárias são extraídas do embrioblasto e possuem a capacidade 

de se diferenciar em qualquer tipo celular derivado dos três folhetos embrionários. Por 

isso, são consideradas células pluripotentes 71. Uma fonte alternativa bastante 

promissora às células-tronco embrionárias são as células-tronco de pluripotência 

induzida. Takahashi e Yamanaka 72 demonstraram que através de manipulações 

genéticas, é possível reverter o processo de diferenciação de uma célula adulta. 

 

Células-tronco adultas são uma alternativa às células-tronco embrionárias e são 

consideradas multipotentes, pois possuem a capacidade de se diferenciar em vários tipos 

celulares. Podem ser isoladas de tecidos fetais, placenta, cordão umbilical e vários 

tecidos do indivíduo adulto 73–75. 

 

As células-tronco adultas mais utilizadas para estudos na área da medicina regenerativa 

são as células extraídas da medula óssea e do tecido adiposo 76. As células-tronco do 

tecido adiposo humano (hASC – human adipose stem cells) foram primeiramente 

isoladas por Zuk e colaboradores em 2001. Esse grupo isolou células a partir da fração 

estromal do tecido adiposo, capazes de se diferenciarem em osteoblastos, condrócitos, 

adipócitos e mioblastos, e com características semelhantes às células-tronco 
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mesenquimais da medula óssea. Já foi demonstrado o potencial de diferenciação dessas 

células em células endoteliais 77, cardiomiócitos 78, células pancreáticas 79, neurônios 80 

e hepatócitos 81.  

 

O potencial de diferenciação condrogênica das ASC utilizando matrizes tridimensionais 

para engenharia de tecido cartilaginoso, também foi demonstrado utilizando diferentes 

tipos de biomateriais como gelatina 82, sulfato de condroitina 83, PCL 84 e 

PHB/PHBHHX 85. Há uma diversidade de tipos de biomateriais que estão sendo 

utilizados em associação com as ASC na perspectiva de se regenerar diversos tecidos, 

além dos já anteriormente citados 86–88. 

 

Na engenharia tecidual óssea, estudos têm demonstrado que as ASC derivadas de 

murinos e humanos exibem boas propriedades de adesão a vários tipos de biomateriais 

mantendo a capacidade de se diferenciarem em osteoblastos quando cultivadas nessas 

matrizes. A diferenciação osteogênica de ASC já foi promovida em matrizes de 

poli(ácido láctico–co–ácido glicólico) – PLGA 89, colágeno 90, beta-fosfato tricálcio 

(TCP) 91, e Poli(ácido láctico)-PLA/beta TCP, PLA/ VB 92,93. 

 

3.3.2 Célula Endotelial (CE) 

Historicamente, a célula endotelial (CE) foi um dos primeiros tipos celulares a ser 

cultivada. Em 1921, Lewis cultivou células endoteliais extraídas de tecidos e observou 

que elas possuíam capacidade de formar vasos. Em 1961 Robertson aplicou técnicas de 

clonagem para isolar diferentes tipos de células a partir de explante arterial, enquanto 

em 1963 e 1966, Maruyama e Freyer e colaboradores, respectivamente, colhiam células 

endoteliais do revestimento interno das artérias e veia do cordão umbilical humano 

através de digestão enzimática por tripsina. No entanto, somente em 1973 que Jaffe e 

colaboradores foram bem-sucedidos com a manutenção de cultivos de células 

endoteliais, obtendo uma população homogênea 94,95.  

 

A partir da diferenciação de células progenitoras endoteliais (EPCs) em CEs maduras, 

novos vasos sanguíneos são formados, sendo que as EPCs podem ser isoladas a partir 

de várias fontes, tais como medula óssea, sangue periférico e sangue de cordão 

umbilical. Independentemente do método de isolamento, as EPCs têm promovido a 
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neoangiogênese. A liberação de EPCs, ou por injeção direta ou por cultivo em scaffolds, 

melhorou a formação de vasos sanguíneos em modelos animais de defeitos ósseos 2. 

 

As CEs maduras podem ser isoladas a partir de uma grande variedade de fontes, tais 

como o cordão umbilical, a pele e a veia safena. Há um grande interesse em aplicar as 

CEs na engenharia de tecidos, devido a sua alta capacidade de expansão in vitro e por 

conseguir manter seu potencial de diferenciação 2. 

 

Estudos recentes demonstram que as CEs participam da regeneração tecidual e são 

principal tipo celular envolvido na angiogênese e neovascularização. Essas células são 

consideradas como base do endotélio vascular (Figura 3.4). Uma função importante da 

CE durante a angiogênese, além da constituição da estrutura do endotélio dos vasos 

sanguíneos, é a secreção de vários fatores bioativos 96, dentre eles o VEGFA e o HIF1A. 

 

 
Figura 3-4. A) Fotomicrografia de uma secção de uma veia. Células endoteliais (ECs, setas) revestindo o 
vaso sanguíneo; B) Processo angiogênico destacando-se alguns integrantes do endotélio vascular.  
Fonte: FERRARA, 1998 97. 

 

A regeneração dos tecidos é considerada um importante fator que afeta o resultado 

clínico da implantação. É um processo complexo que envolve uma série de eventos 

dinâmicos, tais como coagulação, inflamação, granulação e remodelação de tecidos, nos 

quais a angiogênese está envolvida 96,98,99. A reação do processo de microvascularização 

ao biomaterial inserido desempenha um papel central no sucesso ou fracasso de 

qualquer implante 100. O efeito angiogênico dos biomateriais é geralmente avaliado em 

uma cultura de monocamada convencional de CEs. Este é um método de triagem 

estabelecido, que tem a adesão celular, a proliferação e a migração como indicadores 
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iniciais para angiogênese 96. 

 

Co-cultura celular pode também ser usada para estudar a angiogênese. Bianchi et al.  101 

estudaram fibroblastos humanos co-cultivados com HUVECs, o que levou a um 

aumento da angiogênese. Isto foi conseguido controlando a topologia superficial e as 

interações heterotípicas, que aumentaram a atividade metabólica das células 102. An et al 
96 relataram que as HUVECs preferem superfícies lisas, semelhantes a outras células de 

tecidos moles, tais como fibroblastos gengivais e células epiteliais. Lehle, Buttstaedt e 

Birnbaum 103 relataram uma capacidade insatisfatória de CEs para aderir e proliferar em 

polímeros hidrofóbicos. De et al. 104 demonstraram que as CEs apresentaram baixa taxa 

de crescimento em um biomaterial de filme de poliuretano revestido em substrato de 

vidro, com superfície áspera e altamente hidrofóbica. A preferência de CEs por 

superfícies lisas e hidrofílicas parece ser baseado em sua função in vivo, onde se ligam 

às estruturas lisas dos vasos. 

 

3.4 Vidro Bioativo 

A segunda geração de biomateriais teve o início do seu desenvolvimento quando uma 

composição especial de vidro foi sintetizada por Hench e colaboradores na 

Universidade de Flórida, em 1969 105,106. O termo bioativo foi definido como “um 

material que extrai uma resposta biológica específica na sua interface resultando na 

formação de uma união entre os tecidos e o material” 107. Os vidros bioativos são 

cerâmicas bioativas ricas em dióxido de silício (SiO2), componente frequentemente 

encontrado nos vidros industriais 33. 

 

Uma composição de vidro bioativo, posteriormente denominada Bioglassâ ou 45S5, 

surgiu como uma alternativa aos materiais inertes, dando origem ao campo das 

cerâmicas bioativas, grupo de materiais caracterizado como aqueles que induzem uma 

resposta biológica específica na sua superfície, resultando na formação de uma ligação 

entre os tecidos e os materiais 18. O diagrama de composições ternário proposto por 

Hench é apresentado na Figura 3.5, onde se observa a composição do Bioglassâ e 

demais composições de vidros bioativos preparados pelo processo de fusão, que 

também apresentaram capacidade de formação de ligação interfacial com tecidos. 
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Figura 3-5. Diagrama de composição ternária para o vidro bioativo e a capacidade de ligação com o 
tecido ósseo. 
Fonte: HENCH, 2006 105. 

 

Ao longo dos anos diversas composições de vidros bioativos foram desenvolvidas, 

possuindo menos componentes do que a 45S5 ou apresentando elementos adicionais, 

incorporados em sua estrutura para aprimorar as propriedades do material dependendo 

da sua aplicação 18. Diferentes composições resultam em alterações nas propriedades 

estruturais e na resposta biológica desses materiais para regeneração de tecidos, sendo 

dessa forma essencial o estudo de vidros bioativos e a relação entre diferentes 

composições destes e suas propriedades. Esse conhecimento pode ser utilizado para 

projetar vidros bioativos com propriedades superiores, sendo modelados de acordo com 

as especificidades de cada aplicação 108,109. 

 

Estruturas de vidro bioativo permitem uma grande flexibilidade em sua composição, já 

que não são dependentes de uma estequiometria específica, permitindo a incorporação 

de várias concentrações de íons com atividades fisiológicas e propriedades terapêuticas 
20,110,111. Esses íons são liberados durante o processo de dissolução do material e tem a 

capacidade de executar uma ação terapêutica no corpo humano 20. Sabe-se que vários 

íons inorgânicos, como cálcio, fósforo, silício, estrôncio, zinco, dentre outros, estão 

envolvidos no metabolismo ósseo e possuem um papel fisiológico na angiogênese e no 

crescimento e mineralização de tecido ósseo 112. Em particular, íons metálicos podem 

agir como cofatores de enzimas, influenciando vias de sinalização e estimulando efeitos 
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metabólicos que ocorrem durante a formação do tecido 113, tornando-os atrativos para 

uso como agentes terapêuticos no campo da engenharia de tecidos 110. 

 

Os vidros bioativos permitem a liberação contínua de íons, mantendo o efeito 

terapêutico ao longo da degradação. A taxa de degradação de vidros bioativos pode ser 

ajustada (e assim otimizando o efeito terapêutico) através da variação da composição, 

alteração da conectividade de rede e do tipo de modificador de rede 114–116. Estudos 

sobre vidros bioativos demonstraram que os produtos da dissolução iônica estimulam a 

expressão de genes, o fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA) e o fator de 

crescimento fibroblástico básico (bFGF) em fibroblastos, implicando em um potencial 

para indução angiogênica através deste tipo de material de silicato 117,118. 

 

Há grande vantagem dos íons liberados localmente, ao invés da medicação administrada 

sistemicamente. Quando liberados localmente, esses íons são liberados exatamente onde 

são necessários, resultando em um efeito terapêutico otimizado e na redução das reações 

adversas, podendo melhorar o desempenho de vidros bioativos in vitro e in vivo. A 

Tabela 3.1 apresenta um resumo das respostas biológicas de vários íons, e os efeitos 

biológicos de alguns íons de interesse nesse trabalho serão discutidos.  

 

Tabela 3.1. Resumo da resposta biológica de alguns íons terapêuticos. 
Íon Função/Resposta Biológica 

Ca -Favorece diferenciação de osteoblastos e 

mineralização da matriz extracelular;  

-Regula células ósseas pela ativação de receptores 

extracelulares sensores do cálcio; 

-Regula expressão de colágeno tipo I e de 

osteocalcina.  

Co -Promove angiogênese pela ativação do fator de 

indução da hipóxia;  

-Pode acelerar o desenvolvimento e regeneração de 

tecido ósseo e diferenciação de células tronco. 

Si -Essencial na formação e calcificação do tecido 

ósseo; 
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-Estimula formação do colágeno tipo I e aumenta 

diferenciação de osteoblastos.  

P -Regula expressão de proteínas formadora do osso 

em osteoblastos.  

F -Acelera a formação de apatita no osso e no tecido 

mineralizado, aumenta estabilidade do tecido e 

estimula proliferação celular; 

-Reduz a desmineralização do esmalte e dentina e 

favorece formação de fluorapatita, prevenindo 

cáries dentárias.  

Sr -Regula reabsorção óssea e osteoclastogênese; 

-Possível agente para tratamento de osteoporose. 

Zn -Estimula a formação óssea osteoblástica e inibe a 

reabsorção óssea osteoclástica; 

-Protege contra respostas inflamatórias;  

Importante para metaloenzimas que são vitais para 

formação do novo osso. 

Mg -Essencial no metabolismo ósseo, estimulando 

formação de novo tecido;  

-Aumenta adesão celular e estabilidade ao interagir 

com integrinas de osteoblastos;  

- Estabiliza enzimas e está envolvido na síntese de 

lipídios, proteínas, ácido nucleico e coenzimas. 

Mn -Cofator de enzimas envolvidas na remodelação da 

matriz extracellular e influencia ativação de 

integrinas, aumentando adesão celular;  

-Influencia a inibição da reabsorção óssea induzida 

por radicais livres;  

-Deficiência de Mn pode levar à redução da 

incorporação de cálcio no tecido ósseo. 

Cu -Atividade antibacteriana;  

-Auxilia na vascularização. 

Ag -Atividade antibacteriana; 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-Reduz efeitos inflamatórios de feridas  

Ga -Modula resposta de osteoclastos, sem afetar os 

osteoblastos;  

-Tratamento da osteoporose e hipercalcemia 

associada com metástases tumorais no osso;  

-Atividade antibacteriana.  

Ce -Atividade antioxidante, funcionando como um 

agente neuroprotector;  

-Amplo espectro de atividade antibacteriana; 

-Aumenta diferenciação de osteoblastos e produção 

de colágeno. 

B -Aumenta o total de RNA funcional em 

fibroblastos;  

-Afeta proliferação e expressão de colágeno tipo I e 

fator de transcrição de osteoblastos.  

Fonte: BARRIONI; OLIVEIRA; PEREIRA, 2016 119.  

 

O cálcio constitui um dos principais componentes de vidros bioativos, sendo 

considerado um mensageiro intracelular quase universal, que tem efeitos sobre uma 

ampla gama de proteínas e regula uma grande variedade de processos celulares 120. No 

metabolismo ósseo, o cálcio atua como uma molécula de sinalização que afeta funções 

das células e expressão de genes através da ativação de quinases extracelulares 121. O 

cálcio é um dos principais componentes da fase inorgânica do osso, desempenhando um 

papel essencial na formação e reabsorção óssea, favorecendo a diferenciação de 

osteoblastos e precipitação da apatita, podendo também aumentar a expressão de fatores 

de crescimento semelhantes à insulina, que regulam a proliferação de osteoblastos 

humanos 20,112,122. Assim como o cálcio, o magnésio (Mg) também é vital para as 

células, estimulando a formação de novo tecido ósseo 123,124. Estudos indicam que o 

magnésio associado ao vidro bioativo pode estimular a diferenciação celular no tecido 

ósseo, com boa aderência e proliferação de osteoblastos, potencializando a regeneração 

óssea 123. 

 

A funcionalidade biológica do estrôncio está relacionada à sua similaridade química 

com o cálcio e outros elementos do grupo 2A, que possuem afinidade com células 
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ósseas. Íons de estrôncio podem deslocar íons Ca2+em processos mediados por 

osteoblastos devido à sua similaridade de carga e tamanho com Ca2+ 124, sendo 

incorporado na matriz óssea por trocas em sua superfície, com a adesão de Sr2+ à 

estrutura mineral óssea ou substituição iônica com Ca2+ 125. A incorporação de estrôncio 

em vidros bioativos tem demonstrado estimular a proliferação de osteoblastos, e 

também prevenir a reabsorção óssea pelos osteoclastos 20. Assim como o estrôncio, o 

zinco também apresenta papel fundamental no metabolismo ósseo, também estimulando 

a proliferação de osteoblastos e inibindo reabsorção por osteoblastos, consequentemente 

aumentando a massa óssea 126. Vidros bioativos com adição de zinco apresentaram 

melhor adesão e diferenciação celular, além de efeito antiinflamatório 127,128. No 

entanto, zinco pode reduzir a taxa de degradação de vidros bioativos 129. A Figura 3.6 

apresenta um resumo do efeito terapêutico desses íons na regeneração óssea. 

 

 
Figura 3-6. Desenho esquemático do efeito de íons com potencial terapêutico na regeneração óssea. 
Fonte: adaptado de: MOURINO; CATTALINI; BOCCACCINI, 2012 110. 

 

3.4.1 Materiais dopados com cobalto  

O Co é um elemento naturalmente presente na dieta humana, sendo um micronutriente 

essencial na forma da vitamina B12 (hidroxicobalamina), porém esse elemento na forma 

inorgânica não é necessário na dieta humana, e sua deficiência não é relatada 130. Após 

uma dose única de cobalto, a concentração no sangue e no soro é inicialmente elevada, 

mas decresce rapidamente e gradualmente, devido à absorção pelos tecidos, 

especialmente no fígado e nos rins, combinada com a excreção fecal e urinária, 
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atingindo um baixo nível em 24 horas 131. Co é também conhecido por ser um poderoso 

agente angiogênico, influenciando na formação de novos vasos sanguíneos, tendo, 

portanto, um papel importante na regeneração de tecidos.  

 

Materiais dopados com cobalto têm mostrado potencial para estimular a angiogênese 

em meio fisiológico. O Co é um conhecido agente angiogênico, devido ao efeito 

estabilizante no fator induzível por hipóxia subunidade 1 A (HIF1A), e resulta na 

ativação de uma cascata de genes pró-vasculogênicos críticos para a angiogênese, 

incluindo VEGFA, mimetizando assim a resposta regenerativa normal, conforme 

relatado para vidros bioativos contendo esse íon. Vidros bioativos contendo cobalto 

demonstraram também liberação controlada desse íon, adesão e proliferação de células 

tronco mesenquimais da medula óssea, e nenhum efeito citotóxico aparente 23 (Figura 

3.7). 

 
Figura 3-7. Efeito estimulador da angiogênese através dos íons Cu e Co.  
Fonte: WALLACE et al., 1999 132. 

 

Vidros bioativos derivados do processo sol-gel foram sintetizados contendo diferentes 

concentrações de cobalto, utilizando CoCl2 como fonte de cobalto, demonstrando uma 

liberação controlada de íons,além do suporte à fixação e crescimento de células-tronco 

da medula óssea (BMSCs- bone marrow stromal cells), sem nenhuma citotoxicidade 

aparente 24. Scaffolds desses materiais foram preparados, e resultados demonstraram que 

houve aumento significativo na expressão de VEGFA e HIF1A por células-tronco da 

medula óssea quando comparados com o mesmo material sem a presença de cobalto 133. 

Propriedades angiogênicas e osteogênicas também foram observadas em compósitos 
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contendo micropartículas de vidro bioativo dopadas com cobalto, onde matrizes 

tridimensionais demonstraram capacidade de contornar a falta de vascularização 

normalmente visto no campo de engenharia de tecidos 24. 

 

3.4.2 Vidro bioativo em scaffolds híbridos 

A engenharia de tecidos possui desafios, como o desenvolvimento de estruturas 

tridimensionais porosas, denominadas scaffolds, que permitam a adesão e proliferação 

celular, crescimento e proliferação 109,134. Esse material deve possuir estrutura porosa 

aberta e interconectada, permitindo a penetração de células, crescimento de tecidos e 

eventualmente vascularização, além de ter boa biocompatibilidade, taxa de degradação 

controlada, e um suporte biomecânico inicial que permita a geração da matriz 

extracelular 135,136.  

 

A associação de materiais poliméricos com biocerâmicas tem chamado bastante atenção 

nas últimas décadas, aliando a flexibilidade de polímeros com o caráter bioativo de 

vidros, levando à formação de diversos compósitos ou híbridos 137. Scaffolds híbridos 

podem ser produzidos tendo como base materiais poliméricos, seja de origem natural 

(proteínas, como o colágeno; polissacarídeos, como o ácido hialurônico, quitosana e 

outros) ou de origem sintética (poliésteres biodegradáveis, poliéteres, poliuretanos, 

dentre outros) 138,139. 

 

Compósitos convencionais geralmente não representam uma verdadeira sinergia de seus 

materiais constituintes. Isso é evidente em aplicações de biomateriais, onde os 

dispositivos devem interagir com as células, resistir a cargas cíclicas e biodegradar com 

segurança. Um híbrido é diferente de um nanocompósito porque os componentes são 

indistinguíveis um do outro na nanoescala e acima, enquanto em um nanocompósito, 

nanopartículas ou fibras são componentes discretos dispersos em uma matriz 

polimérica. As interações entre os componentes em um híbrido têm potencial para criar 

maior sinergia, pois o híbrido pode atuar como uma fase única com comportamento 

físico-químico congruente e propriedades mecânicas personalizadas 140. 

Consequentemente, híbridos inorgânico-orgânicos podem encontrar diversas aplicações 

(eletrônica, ópticas, revestimentos, biomédicas, etc.) 141–143. 

 

São diversos os exemplos de híbridos que combinam as propriedades de polímeros e 
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biocerâmicas para o desenvolvimento de materiais para a engenharia de tecidos, como 

por exemplo, scaffolds e membranas produzidas a partir de policaprolactona (PCL), 

poliuretano (PU), ácido polilático (PLA), poliálcool vinílico (PVA), gelatina, quitosana, 

dentre outros polímeros, utilizados como matrizes, e hidroxiapatita, fosfato de cálcio ou 

vidro bioativo como fase de preenchimento 138.  

 

Atualmente, o PVA figura como um dos polímeros sintéticos mais frequentemente 

utilizados em aplicações farmacêuticas e biomédicas avançadas, devido à sua alta 

disponibilidade, baixo custo e, principalmente, pela boa biocompatibilidade. São 

exemplos de aplicações relatadas para o PVA os sistemas de liberação de fármacos, 

tratamento tópico de feridas, produção de órgãos artificiais, lentes de contato, dentre 

outros 15. 

 

O PVA é a resina sintética produzida em maior volume no mundo. Foi obtido pela 

primeira vez em 1924, por Herman e Haehnel, pela hidrólise do poliacetato de vinila, 

que é a forma de obtenção comercial utilizada até hoje (Figura 3.8) 144. O PVA tem uma 

cadeia de carbono vinílico e um grupo lateral hidroxila, que se liga facilmente às 

partículas de óxido 145 e se destaca por suas características favoráveis para aplicações 

médicas como elevada hidrofilia, formação de filmes e processabilidade 11,146. 

 

 
Figura 3-8. Fórmula química do poli (álcool vinílico-co-acetato de vinila).  
Fonte: COSTA, 2010. 

 

O PVA, como outros polímeros não aniônicos solúveis em água, é caracterizado pela 

baixa toxicidade 147. Ele também apresenta propriedades elásticas favoráveis e 

disponibilidade de sítios para adesão de moléculas bioativas 11,148–150. Dentre as várias 

aplicações, o PVA tem sido proposto como biomaterial promissor para ser empregado 
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como cartilagem 17,151, córneas oculares 152, cicatrização de feridas 153 e na engenharia 

de tecido 148. 

 

Scaffolds de PVA e vidro bioativo em diferentes composições foram obtidos por Pereira 

e colaboradores 154, com porosidade variando de 60 a 90% e diâmetro de poro entre 30 e 

500μm. O potencial osteogênico in vitro e in vivo de espumas porosas contendo 

50%PVA e 50% vidro bioativo, neutralizadas utilizando solução alcoólica de acetato de 

cálcio, foram avaliadas utilizando células mesenquimais da medula óssea de ratos, 

resultando no aumento da proliferação celular e diferenciação osteogênica quando 

comparada com o controle, aumentando a mineralização 93. 

  

Este trabalho tem como objetivo estudar o estímulo angiogênico com a incorporação do 

íon terapêutico Co ao VB e ao scaffold híbrido de PVA-VB. Para isso, materiais a base 

de PVA e VB contendo Co foram sintetizados, avaliando-se o efeito dessa incorporação 

nas propriedades térmicas e estruturais dos scaffolds híbridos, bem como sua 

biocompatibilidade tecidual, viabilidade celular e expressão de marcadores 

angiogênicos, com objetivos futuros de aplicação desses biomateriais como promotores 

eficazes da angiogênese. 
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Capítulo 4 . EFEITO SOBRE A ANGIOGÊNESE DE PASTILHAS DE VIDRO 

BIOATIVO CONTENDO COBALTO - ESTUDOS IN VITRO E IN VIVO 

 

4.1 Introdução 

O desenvolvimento de biomateriais que possam substituir os ossos e tecidos articulares 

tem sido estimulado através de abordagens terapêuticas para o tratamento de fraturas, 

tumores e distúrbios degenerativos da cartilagem que prejudicam as atividades 

funcionais de vida diária das pessoas 155–157. Dentre os biomateriais em estudo, os vidros 

bioativos (VB) têm demonstrado grande potencial para regeneração tecidual, e sua 

flexibilidade de composição permite a incorporação de diferentes íons com atividades 

fisiológicas e propriedades terapêuticas na rede de vidro 30. Entre os muitos íons que 

poderiam ser incorporados, o cobalto (Co) é conhecido como um íon que mimetiza a 

hipóxia 24, influenciando a formação de novos vasos sanguíneos pelo fator de 

crescimento endotelial vascular A (VEGFA) e estabilizando o fator induzível por 

hipóxia subunidade 1 A (HIF1A), um ativador de genes relacionados à angiogênese 
158,159, que é de grande interesse para aplicações de engenharia de tecidos. No entanto, 

apesar de suas propriedades promissoras, a biocompatibilidade de vidros incorporados 

com Co não foi estudada em detalhes, bem como a associação à indução da produção de 

fatores de crescimento.  

 

Este trabalho teve como objetivo produzir e caracterizar pastilhas de VB incorporadas 

com Co através do método sol-gel, e avaliar a resposta angiogênica in vitro e in vivo 

através da avaliação da expressão gênica de fatores de crescimento envolvidos no 

processo de angiogênese. 
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4.2 Materiais e Métodos 
 

4.2.1 Síntese de pastilhas de vidro bioativo (BG) e cobalto (Co). 

Os produtos químicos utilizados na síntese de BG foram: tetraetil ortossilicato a 98% 

(TEOS) e trietil fosfato a 99% (TEP) (Sigma-Aldrich, EUA), nitrato de cálcio (Ca 

(NO3)2.4H2O) e cloreto de cobalto (CoCl2.6H2O) (Synth, Brasil) e ácido nítrico (HNO 

68%) (Vetec, Brasil). Os vidros bioativos (VBs) foram produzidos através do método 

sol-gel, conforme descrito anteriormente 30, com base na composição 58S (60% SiO2, 

36% CaO, 4% P2O5, em% molar). Resumidamente, TEOS e TEP foram hidrolisados em 

meio ácido contendo água deionizada (razão molar H2O / TEOS = 12), com agitação 

magnética por 1 hora. Em seguida, o nitrato de cálcio foi dissolvido no sol e misturado 

por mais uma hora. O gel obtido foi envelhecido por 72 horas em um recipiente selado 

de Teflon a 60 ° C, seguido de secagem com um aumento de temperatura de 10 ° C a 

cada 24 horas até atingir 120 ° C. 

 

Para amostras contendo cobalto, o CoCl2.6H2O foi dissolvido no sol antes do nitrato de 

cálcio. O Co foi incorporado para substituir parcialmente o teor de Ca nas amostras de 

VB. Neste trabalho, uma amostra de referência sem conteúdo de Co foi produzida (VB) 

e outra amostra produzida com 2,5% de CoO (VB-2,5Co). Essa concentração de cobalto 

mostrou uma liberação de até 4ppm em um estudo anterior 30 que foi suficiente para a 

produção de vasos sanguíneos, sendo portanto, promissora para o estudo da angiogênese 

neste trabalho. A temperatura do tratamento térmico foi ajustada para 650 °C por 3 

horas (2 °C.min-1). As amostras foram então peneiradas para obter partículas variando 

de 38 a 150 μm. O pó de vidro foi utilizado para obter pastilhas de vidro bioativo (5 mm 

de diâmetro e 2 mm de espessura), utilizando prensa de parafuso e matriz hidráulica 

(Pike Technologies). 

 

4.2.2 Caracterização estrutural das pastilhas de VB e VB-2.5Co 
 

4.2.2.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

Para obtenção do FTIR as pastilhas foram maceradas para melhor leitura do espectro no 

equipamento. A avaliação da estrutura química foi realizada por Espectroscopia de 

Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), utilizando a técnica de refletância, 
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com comprimentos de onda entre 400 e 4000 cm-1 em equipamento Alpha Bruker, 

utilizando 128 varreduras e resolução de 4 cm-1. 

 

4.2.2.2 Difração de raios X (DRX) 

A análise por Difração de Raios X (DRX) foi empregada para verificar a organização 

estrutural das amostras produzidas. Os difratogramas foram coletados no equipamento 

Philips PW1700 usando radiação Cu-Ka (λ = 1,5418 Å) a 40 kV / 40 m Å. Os dados 

foram coletados entre 4,05 e 89,95 (2θ) com passo de 0,06° e tempo de incidência de 

1,5 s. 
 

4.2.2.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (SEM) e Espectroscopia por 

Dispersão de Energia de Raios X (EDS) 

As morfologias da superfície das pastilhas foram examinadas com um microscópio 

eletrônico de varredura (SEM) FEI-INSPECT S50, equipado com o EDAX Genesis 

Dispersive Energy Spectrometer (EDS), que é usado para avaliar qualitativamente a 

composição química elementar da superfície das amostras. As amostras foram 

revestidas com carbono e analisadas à uma tensão de 15kV. 

 

4.2.2.4 Microtomografia de Raios X (Micro-CT) 

A microestrutura e a distribuição do tamanho dos poros foram investigadas por 

Microtomografia de raios X (Micro-CT) usando um scanner de Micro-CT de mesa 

compacto (SkyScan 1174, Bruker Micro-CT, Bélgica) com uma fonte de tensão de 40 

kV, corrente de 800 μA e tamanho de pixel de 10μm sem filtro. As amostras foram 

colocadas em um suporte, giradas a 180°, e aquisição de imagens a cada 0,7°. As 

projeções de sombra adquiridas (formato TIFF de 16 bits) foram reconstruídas em fatias 

2D usando a interface do software NRecon (v.1.6.1.18, Bruker Micro-CT, Bélgica) e o 

software CT Analyzer (v. 1.15.4.0. Skyscan, Bruker Micro-CT, Bélgica) foi usado para 

análise 3D e reconstrução e interpretação da superfície 3D. Para visualização 

volumétrica 3D, foi utilizado o software da versão CT Vol 2.3.1.0 (Skyscan, Bruker 

Micro-CT, Bélgica). 
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4.2.3 Estudos in vitro 

Todas as amostras foram esterilizadas para os ensaios biológicos. A esterilização foi por 

radiação gama a 4 kilogray (4 kGy) 160,161. 
 

4.2.3.1 Cultura de células endoteliais da veia do cordão umbilical humano 

(HUVECs) 

Células endoteliais da veia do cordão umbilical humano (HUVECs - ATCC) foram 

cultivadas em meio com DMEM (47%; Gibco, Massachusetts, EUA), DMEM F12 

(47%; Gibco, Massachusetts, EUA), FBS (5% v / v; Gibco, Massachusetts, EUA) e 

penicilina / estreptomicina (1% v / v; Invitrogen, Califórnia, EUA). As células foram 

incubadas em atmosfera umidificada de CO2 a 5% a 37 ° C e ressuspendidas da garrafa 

para plaqueamento e realização dos experimentos a 90% de confluência usando tripsina-

EDTA (0,25%; Gibco, Massachusetts, EUA) 30. 

 

4.2.3.2 Preparação do produto iônico (PI) 

As pastilhas de VB foram suspensas em PBS 1x (20 mg / mL), agitado durante 1 

minuto e refrigerado a 7 °C por 72 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido 

e este produto iônico foi distribuído em placas de 48 poços previamente preparadas para 

os ensaios de MTT, ensaio de formação de vasos sanguíneos e PCR em tempo real. O 

meio controle conteve apenas PBS 1x que também foi mantido sob as mesmas 

condições de preparo 30. 
 

4.2.3.3 Teste de citotoxicidade 

A biocompatibilidade de VB e VB-2,5Co foi avaliada através do ensaio de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il) -2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT) (Invitrogen, Califórnia, EUA), 

como descrito previamente 162. O ensaio MTT quantifica a atividade mitocondrial com 

base na redução de um sal de tetrazólio em cristais de formazan em células vivas. Neste 

estudo, as HUVECs foram expostas à produtos iônicos de vidro bioativos em diferentes 

períodos de tempo. Em resumo, 1×104 HUVECs foram plaqueadas por poço em placas 

de 48 poços (Sarstedt, Nümbrecht, Alemanha). Após cultura celular por 24 h, as células 

foram tratadas com produtos iônicos (PIs) do VB e VB-2,5Co. As concentrações finais 

escolhidas de 1000, 1500 e 2000 µg / mL foram baseadas na literatura 30, sendo 

calculadas a partir da concentração do estoque dos PIs. O controle negativo recebeu 
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apenas PBS 1x. Após o tratamento, os grupos celulares foram avaliados no final em três 

tempos (24, 48 e 72h). O meio foi então removido e uma solução contendo 130 µL de 

DMEM (Gibco, Massachusetts, EUA) e 100 µL de MTT (5 mg / mL) foi adicionada por 

poço. Após 2 h, os cristais de formazan foram visualizados em um microscópio óptico e 

depois dissolvidos em 130 µL de SDS a 10% em HCl 0,01 M (Sigma-Aldrich, 

Missouri, EUA). Para todas as etapas acima mencionadas, as placas de cultura foram 

incubadas a 37 °C em uma atmosfera umidificada de CO2 a 5%. Após 18h, 100 µL da 

solução foram transferidos para uma placa de 96 poços e uma leitura da densidade 

óptica foi realizada a 595 nm. Os experimentos foram realizados em triplicatas 

biológicas. 

 

4.2.3.4 Ensaio de formação de tubo endotelial 

Amostras de micropartículas VB e VB-2,5Co foram usadas para verificar o potencial 

angiogênico através do ensaio de formação de tubos usando as HUVECs 45,163. As 

concentrações usadas para VB e VB-2,5Co foram 10, 100 e 1000 μg / mL. Para este 

ensaio, usamos apenas VEGFA, pois o HIF1A é uma proteína intracelular e não pôde 

ser analisado. As etapas do protocolo utilizadas são descritas a seguir: preparação de 

placas de 96 poços com matrigel; uma placa de 96 poços foi mantida no freezer por 30 

minutos; O matrigel foi descongelado em gelo até ficar líquido; na placa fria foram 

adicionados 50 μl / poço de matrigel para cobrir toda a superfície do poço. A placa foi 

transferida para a incubadora (37 °C), onde permaneceu por 30 minutos. As HUVECs 

foram tripsinizadas e ressuspendidas em DMEM / F12 5% FBS, contadas no 

hemocitômetro, centrifugadas por 5 minutos a 300 xg e o pellet ressuspendido em meio 

a uma concentração de 3 × 105 células/ mL (cálculo para placa de 96 poços). 50 μl da 

solução celular foram transferidos para tubos de microcentrífuga, onde 200 μg / mL de 

solução VEGFA, 200 μL de DMEM / F-12 com 1ng / mL de EGF como controle 

positivo e 200 μL de DMEM / F-12 como controle negativo foram adicionados. O 

conteúdo do tubo (250 μL) foi transferido para os poços da placa de 96 poços e 

colocado em uma incubadora. Dessa forma, foram plaqueadas 1 × 104 células por poço. 

Para avaliar a formação de tubos, as células foram incubadas com 1 nM de calceína AM 

em DMEM / F-12 por 5 minutos em células, sendo em seguida lavadas com PBS 1x e 

mantidas em PBS ou meio fotográfico de campo, luz e fluorescência. As células foram 

monitoradas a cada 60 minutos por 24 horas para verificar a formação de tubos. 
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4.2.3.5 Ensaio RT-qPCR 

Antes do ensaio de RT-qPCR, as HUVECs foram plaqueadas com densidade de 2,5 × 

105 em uma placa de 12 poços revestida com 550 µL de matrigel previamente 

solidificado (Corning, Nova York, EUA). As células foram plaqueadas com uma 

solução de tratamento composta por meio de cultura + PI dos biomateriais VB e VB-

2,5Co a uma concentração de 2000 µg / mL por 14 e 20 horas. As células tratadas com 

10 ng / mL de VEGFA foram usadas como controle positivo, enquanto as células não 

tratadas foram usadas como controle negativo. Durante todo o período do experimento, 

as placas foram mantidas em uma incubadora a 37 °C em 5% de CO2. No final do 

experimento, o isolamento do RNA foi realizado. 

 

Desenho dos oligonucleotídeos iniciadores 

Os ensaios de RT-qPCR foram realizados com os genes alvos HIF1A (hypoxia 

inducible factor 1 subunit alpha) e VEGFA (vascular endothelial growth factor A) e 

para normalização dos dados foram utilizados os genes de referência HPRT1 

(hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1) e YWHAZ (tyrosine 3-

monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein zeta). Os 

oligonucleotídeos iniciadores foram desenhados utilizando o programa Primer 3, versão 

0.4.0 (http://frodo.wi.mit.edu/) e análises de parâmetros tais como conteúdo GC, 

formação de homodímero, heterodímero e hairpins foram realizadas usando o software 

OligoAnalyzer 3.1 (https://www.idtdna.com/calc/analyzer). A especificidade das 

sequências desenhadas foi confirmada usando o programa Primer-BLAST 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/), de forma a garantir que os 

iniciadores amplificavam somente a região genômica de interesse. As sequências dos 

oligonucleotídeos iniciadores e o tamanho esperado de cada amplicon são apresentados 

na Tabela 4.1. 
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Tabela 4.1. Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores e tamanho esperado dos amplicons. 
 

Gene 

 

Número de 

acesso (GenBank) 

 

Sequência (5’-3’) 

Tamanho 

do 

amplicon 

(pb) 

HIF1A NM_001530.3 F:  TTTTGGCAGCAACGACACAG 136 

  R:  TTCAGCGGTGGGTAATGGAG  

VEGFA NM_001171623.1 F: GGAGGGCAGAATCATCACGAAG 132 

  R: GGATGGCTTGAAGATGTACTCG  

HPRT1 NM_000194.2 F: TGGCGTCGTGATTAGTGATGA 140 

  R: CATCTCGAGCAAGACGTTCAGT  

YWHAZ NM_003406.3 F:  CGAGCAGGCTGAGCGATATG 142 

  R:  CCTCCAAGATGACCTACGG  

pb: pares de bases. GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 

 

Extração de RNA total e tratamento com DNase I  

Células HUVEC dos grupos controle negativo (CN), controle positivo (CP), vidro 

bioativo (VB) e vidro bioativo com 2,5% de Co (VB-2,5Co) foram submetidas à 

extração de RNA total usando o reagente TRIzol® (Invitrogen), de acordo com o 

seguinte protocolo: 200 μL de clorofórmio foram adicionados por 1 mL de TRIzol® e os 

microtubos foram agitados vigorosamente com as mãos por 15 segundos, seguido de 

incubação à temperatura ambiente por 3 minutos e centrifugação a 15.000 ×g por 15 

minutos a 4 °C. A fase superior aquosa foi transferida para novo microtubo onde foram 

adicionados 500 μL de álcool isopropílico e 1 μL de acrilamida linear. As amostras 

foram incubadas por 3 horas a -70 °C. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 

15000 ×g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o pellet lavado com 1 

mL de etanol 75%. Após rápida agitação em vórtex, foi feita nova centrifugação a 

15000 ×g por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o microtubo mantido 

à temperatura ambiente para completa evaporação do álcool. O pellet de RNA foi 

ressuspendido em 25 μL de água nuclease-free, seguido de incubação a 65 °C por 15 

minutos para garantir a completa dissolução do RNA. As amostras foram quantificadas 

usando o aparelho Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific) 

e estocadas a -70 °C até o momento de uso. 
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Posteriormente, as amostras de RNA total foram tratadas com DNase I (Promega), 

conforme as recomendações do fabricante. Foram adicionados 2,5 μg de RNA; tampão 

RQ1 RNase-Free DNase 10X Reaction Buffer (Promega); 2,5 U da enzima RQ1 RNase-

Free DNase (Promega) e água nuclease-free, totalizando um volume de 10 μL. As 

reações foram incubadas a 37 °C por 30 minutos, seguido da adição de 1 μL do reagente 

Stop Solution e incubação a 70 °C por 10 minutos. As amostras foram quantificadas 

usando o aparelho Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific) 

e estocadas a -70 °C até o momento de uso. 

 

Síntese de cDNA e amplificação por RT-PCR (transcrição reversa-reação em cadeia da 

polimerase) 

A primeira fita de cDNA foi sintetizada usando o kit High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription (Applied Biosystems), em que foi feito um mix contendo 2 μL de 10X RT 

Buffer, 0,8 μL de 25X dNTP Mix (100 mM), 2 μL de 10X RT Random Primers, 1 μL de 

MultiScribeTM Reverse Transcriptase, 1,5 µg de RNA tratado com DNAse e água 

nuclease-free, totalizando um volume de 20 µL. As reações foram incubadas a 25 ºC 

por 10 minutos, 37 °C por 2 horas e, em seguida, a enzima foi inativada a 85 °C por 5 

minutos. As amostras foram quantificadas usando o aparelho Multiskan™ GO 

Microplate Spectrophotometer (Thermo Scientific). 

 

Aproximadamente 50 ng de cDNA foram utilizados nas reações de PCR com 1,5 mM 

de MgCl2; tampão 5X Colorless GoTaqÒ Flexi Buffer (Promega); 0,2 mM de cada um 

dos quatro dNTPs (dATP, dCTP, dGTP, dTTP); 0,25 µM de primers específicos para 

cada gene e 1 U de GoTaqÒ DNA Polymerase (Promega), totalizando um volume final 

de 20 μL. Os ciclos de amplificação foram constituídos de uma etapa inicial de 

desnaturação a 94 °C por 5 minutos, seguido por 35 ciclos de: 94 °C por 30 segundos 

(desnaturação), 60 °C por 30 segundos (anelamento) e 72 °C por 30 segundos 

(extensão). Uma última etapa de extensão foi realizada a 72 °C por 5 minutos. Em todas 

as reações foi feito um controle branco de amplificação para cada par de 

oligonucleotídeos iniciadores, onde água estéril foi acrescentada no lugar de cDNA. Os 

produtos de PCR e o marcador 50 pb DNA Step Ladder (Sigma) foram aplicados em géis 

de agarose (2%) corados com brometo de etídeo para confirmação do tamanho dos 

amplicons. 
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Ensaios de PCR Quantitativa em Tempo Real (RT-qPCR) e análises dos dados 

Cada reação de RT-qPCR continha 5 µL de GoTaqâ qPCR Master Mix 2X (Promega); 

0,1 µL de CXR Reference Dye (Promega); 60 ng de cDNA; cada par de 

oligonucleotídeos iniciadores em sua concentração ótima e água nuclease-free, 

totalizando um volume final de 10 µL. As condições de amplificação foram de uma 

etapa inicial de desnaturação a 95 °C por 2 minutos, seguido de 40 ciclos de: 95 °C por 

15 segundos (desnaturação) e uma etapa única de anelamento e extensão a 60 °C por 1 

minuto. Após os 40 ciclos de amplificação, todas as amostras foram submetidas à 

desnaturação gradual para determinação da curva de dissociação (melting curve). Em 

todas as reações foi feito um controle branco de amplificação para cada par de primers, 

onde água estéril foi acrescentada no lugar de cDNA. As corridas foram feitas no 

equipamento ABI PRISM® 7900HT Sequence Detection System (Applied Biosystems) e 

os dados processados utilizando o software SDS, versão 2.4 (Applied Biosystems).  

 

A concentração ótima de cada oligonucleotídeo iniciador foi determinada por meio do 

teste de concentração de primers, em que foram testadas as concentrações 0,1; 0,15; 0,2; 

0,3 e 0,4 μM. A partir desse teste, foram padronizadas as concentrações de cada 

iniciador forward (F) e reverse (R) a serem utilizadas nos ensaios de RT-qPCR: 0,1 μM 

(F)/0,1 μM (R) para VEGFA; 0,15 μM (F)/0,15 μM (R) para HPRT1; 0,3 μM (F)/0,3 

μM (R) para HIF1A e YWHAZ. 

 

Curvas padrão para cada marcador foram obtidas por meio de reações envolvendo 

diluições logarítmicas seriadas de cDNA. Os valores de slope (coeficiente angular da 

reta) foram utilizados no cálculo da eficiência de amplificação da reação de RT-qPCR 

para cada marcador [Eficiência = (10-1/slope -1)]. A partir desse teste padronizou-se a 

quantidade de cDNA a ser utilizada em todos os ensaios de RT-qPCR (60 ng/amostra). 

A especificidade de amplificação de cada par de oligonucleotídeos iniciadores foi 

confirmada por meio de análises das curvas de dissociação. 

 

A expressão relativa dos genes alvos foi determinada usando o método descrito por 

Pfaffl 164, no qual a quantificação relativa é calculada utilizando-se a seguinte fórmula: 
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Expressão Relativa = (Ealvo) ΔCT alvo 
(Eref) ΔCT ref 

onde: 

 

Ealvo = eficiência de amplificação do par de primers do gene alvo; 

Eref = eficiência de amplificação do par de primers do gene de referência; 

ΔCt = Ct calibrador – Ct amostra. 

 

A amostra calibradora correspondeu ao cDNA sintetizado a partir do RNA extraído de 

células HUVEC do grupo controle negativo. 

 

4.2.4 Estudos in vivo 

 

4.2.4.1 Cirurgia animal 

Implantes subcutâneos (pastilhas de 2 mm x 5 mm) foram inseridos na região dorsal 

(próximo às escápulas) de ratos Wistar, previamente pesados, anestesiados com uma 

combinação de cloridrato de cetamina a 10% (Syntec São Paulo, Brasil) e cloridrato de 

xilazina a 2% (Syntec São Paulo, Brasil), na proporção de 0,1 mL para cada 

100 g/animal. Foram utilizados quinze ratos Wistar machos, pesando 210–240 g (8 

semanas de idade). A tricotomia foi realizada seguida de assepsia cutânea da região de 

implantação com álcool iodado a 10% (Rioquímica, São Paulo, Brasil). Posteriormente, 

foi realizada uma incisão transversal na região dorsal do animal (2 centímetros abaixo 

do ângulo inferior das escápulas). A pele foi divulsionada e os implantes foram 

inseridos na região subcutânea. Os implantes foram atribuídos aos seguintes grupos (n = 

5 implantes para cada grupo): (1) cirurgia sem implante (controle); (2) cirurgia com 

pastilha de VB; (3) cirurgia com pastilha de VB - 2,5Co. Nos animais controle, o 

procedimento foi realizado exatamente como descrito acima, no entanto, não houve 

inserção do implante. O procedimento foi concluído com a sutura da pele do dorso. A 

Figura 4.1 descreve o procedimento acima descrito. Todos os procedimentos descritos 

acima foram adaptados de Ribeiro-Neto et al. 165. 
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Figura 4-1. Metodologia esquemática da parte cirúrgica da implantação das pastilhas para os grupos 
controle, VB e VB-2.5Co. 
 

4.2.4.2 Imunohistoquímica do VEGFA e HIF1A 

As reações imunohistoquímicas para os marcadores angiogênicos VEGFA e HIF1A 

foram realizadas utilizando o protocolo padrão estreptavidina-biotina 166. Os ratos foram 

eutanasiados 28 dias após a colocação dos implantes subcutâneos. As amostras de pele 

foram obtidas, fixadas em solução de formalina neutra tamponada a 10% (pH 7,2, por 

48 h), processadas e embebidas em parafina. Seções de 5 mm de espessura foram 

coletadas em lâminas de vidro (StarFrost, Sulfok, Reino Unido) para realização de 

reações imunohistoquímicas para as proteínas de interesse, segundo descrito 

previamente 167. As lâminas foram desparafinizadas, hidratadas com concentrações 

decrescentes de etanol e lavadas em tampão citrato (pH 6,0; Sigma-Aldrich, Missouri, 

EUA) por 20 minutos a 82 °C para recuperação antígênica. Logo depois, as seções 

foram incubadas com peróxido de hidrogênio a 3% diluído em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS; pH 7,4) por 30 minutos para bloquear a peroxidase 

endógena e, em seguida, receberam solução Protein Block (Abcam, Cambridge, Reino 

Unido) por 5 minutos para bloquear ligações inespecíficas. As amostras foram 

incubadas a 4 °C overnight em uma câmara umidificada com um anticorpo monoclonal 

anti-VEGFA de camundongo (SC7269; Califórnia, EUA; 1:50) ou anticorpo 

monoclonal anti-HIF (NB100-105SS; Novus Biologicals, Littleton, EUA; 1:20) em 

albumina de soro bovino com PBS a 1% (PBS-BSA). Após a incubação com o 

anticorpo primário, as seções foram lavadas em PBS e tratadas com Advance HRP Link 

(K4068, Dako, Glostrup, Dinamarca) e Advance HRP Enzyme (K4068, Dako, Glostrup, 

Dinamarca) por 30 minutos em temperatura ambiente, seguindo as instruções do 
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fabricante. A coloração foi detectada por uma solução de 3,3 - diaminobenzidina a 

0,05% e H2O2 a 0,2%. Finalmente, as lâminas foram montadas. Os controles negativos 

consistiram em seções nas quais os anticorpos primários foram substituídos por PBS-

BSA. 

 

4.2.4.3 Análise de imagem 

Fotos das lâminas marcadas com VEGFA ou HIF1A foram tiradas no microscópio 

Olympus BX53 com a câmera Olympus Q color 5 conectada, usando o programa Q 

Capture pro 7, com ampliação de 10x e 40x. A quantificação de vasos sanguíneos e 

núcleos celulares na região profunda da derme foi realizada usando o software Image J 

(National Institutes of Health, (NIH), EUA), nas condições detalhadas na subseção 

abaixo. 

 

4.2.4.4 Morfometria VEGFA e HIF1A 

A área selecionada para contagem de vasos sanguíneos e núcleos celulares estava na 

região profunda da derme, próximo ao local onde os implantes foram inseridos. Os 

vasos sanguíneos totais corados com VEGFA foram contados, assim como os núcleos 

celulares totais corados com HIF1A. O número de vasos e núcleos celulares foi 

quantificado através de fotos das seções capturadas no microscópio em campos 

selecionados aleatoriamente na área determinada para análise em cada grupo. Vinte 

fotos (aumento de 40 x) foram tiradas de cada seção histológica para cada animal dos 

grupos amostrais. 

 

A quantidade de vasos sanguíneos e núcleos celulares foi calculada em relação à área 

total de tecido analisada, demonstrada pelas equações descritas abaixo. A área de tecido 

analisada foi calculada usando o software Image J (National Institutes of Health, (NIH), 

EUA). 
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Quantidade toral de núcleos celulares= 𝒏ú𝒄𝒍𝒆𝒐𝒔	𝒄𝒆𝒍𝒖𝒍𝒂𝒓𝒆𝒔	𝒕𝒐𝒕𝒂𝒊𝒔
𝑨𝒓𝒆𝒂	𝒎𝒎𝟐  

Núcleos corados com HIF1A = 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍	𝒅𝒆	𝒏ú𝒄𝒍𝒆𝒐𝒔	𝒄𝒐𝒓𝒂𝒅𝒐𝒔	𝒄𝒐𝒎	𝑯𝑰𝑭𝟏𝑨
𝑨𝒓𝒆𝒂	𝒎𝒎𝟐  

Quantidade total de vasos sanguíneos = 𝒗𝒂𝒔𝒐𝒔	𝒔𝒂𝒏𝒈𝒖í𝒏𝒆𝒐𝒔	𝒕𝒐𝒕𝒂𝒊𝒔
𝑨𝒓𝒆𝒂	𝒎𝒎𝟐  

Vasos sanguíneos corados com VEGFA= 𝒕𝒐𝒕𝒂𝒍	𝒅𝒆	𝒗𝒂𝒔𝒐𝒔	𝒔𝒂𝒏𝒈𝒖í𝒏𝒆𝒐𝒔	𝒄𝒐𝒓𝒂𝒅𝒐𝒔	𝒄𝒐𝒎	𝑽𝑬𝑮𝑭𝑨
𝑨𝒓𝒆𝒂	𝒎𝒎𝟐  

 

4.2.5 Análise estatística 

Os dados dos ensaios de viabilidade celular, formação de tubos e qPCR foram expressos 

como média ± DP. Testes de normalidade foram realizados para confirmar a 

distribuição normal dos dados. Em seguida, foram realizadas as análises estatísticas 

usando-se o teste one-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey. Para isso, foi 

utilizado o software GraphPad Prism 8 (Califórnia, EUA). Resultados com p < 0,05 

foram considerados estatisticamente significativos. 

 

4.2.6 Declaração de ética. 

Os experimentos em animais envolvendo implantes de vidro bioativo e vidro bioativo 

com cobalto foram conduzidos de acordo com os regulamentos éticos e de bem-estar 

animal do governo brasileiro (lei 11794 / 2008). O protocolo experimental foi aprovado 

pela Comissão de Ética no uso de animais (CEUA) da Universidade Federal de Minas 

Gerais (Protocolo nº 22/2018). 

 

4.3 Resultados e Discussão 
 

4.3.1 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) 

A avaliação estrutural das partículas de VB e VB-2,5Co foi realizada usando FTIR, 

como mostrado na Figura 4.2. Bandas típicas de absorção de vidro bioativo podem ser 

observadas em ambas as amostras. A vibração de 450-470 cm-1 é frequentemente 

relacionada à flexão das ligações Si-O-Si, observadas principalmente nas estruturas 

amorfas de SiO2 168–171. O alongamento simétrico das ligações Si-O pode ser observado 

entre 725 e 830 cm-1 168, enquanto a absorbância entre 1000 e 1150 cm-1 pode ser 

atribuída ao alongamento assimétrico da ligação Si-O-Si 170. A absorbância em 530 e 
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610 cm-1 é típica da flexão de P-O nos grupos fosfato, enquanto em 1200 cm-1 pode ser 

observado um alongamento dos grupos de P-O 168. A absorção observada na faixa de 

1400 a 1550 cm-1 e 1635 cm-1 está relacionada aos grupos carbonato e água molecular, 

respectivamente, que podem ser absorvidos pela superfície do vidro 172. A banda 

pequena em 1455 cm-1 pode ser atribuída ao modo de vibração C-O. Picos típicos 

semelhantes também foram relatados nos estudos de Che et al. 173. Vidros contendo Co 

não mostraram grandes mudanças nas bandas do espectro infravermelho, indicando que 

a rede principal foi mantida apesar da incorporação de cobalto no vidro bioativo. 

 

 
Figura 4-2. FTIR para amostras de VB e VB-2,5Co tratadas a 650 °C. 
 

4.3.2 Difração de Raios X (DRX) 

O padrão de difração das amostras de VB e VB-2,5Co após tratamento térmico a 650 ° 

C é mostrado na Figura 4.3. A banda larga observada na faixa de 15 a 35 ° (2θ) 

confirma a estrutura principalmente amorfa de ambas as amostras 173. Na faixa de 30 a 

33 ° (2θ), observou-se um halo mais pronunciado que pode estar relacionado a uma 

organização inicial da estrutura do vidro que geralmente está relacionada a um pequeno 

núcleo de apatita 172. A sílica amorfa contém alta densidade de grupos silanol (Si-OH) 
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que são favoráveis ao crescimento de hidroxiapatita e formação óssea em vidros 

bioativos. Os grupos silanóis presentes nos vidros induzem a formação de hidroxiapatita 

em maior extensão do que as superfícies de sílica cristalina 174. Embora observado um 

halo pronunciado que pode estar relacionado à organização inicial dos núcleos de 

apatita, o caráter amorfo do vidro foi mantido e não foram observadas diferenças 

qualitativas entre VB e VB-2,5Co, indicando que a incorporação de Co não afeta a 

estrutura amorfa do vidro. Além disso, picos cristalinos relacionados aos sais 

precursores de cálcio e cobalto não foram detectados por esta técnica, o que é indicativo 

da incorporação bem-sucedida desses íons na rede de vidro. 

 

 
Figura 4-3. DRX para as amostras VB e VB-2,5Co tratadas a 650 °C. 
 

4.3.3 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por Dispersão 

de Energia de Raios X (EDS) 

A Figura 4.4 (A) mostra imagem de MEV de VB-2.5Co, e o mapeamento de raios-X 

para Co é mostrado na Figura 4.5 (B). A distribuição de Co é destacada em roxo, onde 

observa-se a presença do íon Co espalhado de maneira uniforme e homogênea por toda 

a superfície da amostra. 
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Figura 4-4. MEV das pastilhas de (A) VB-2,5Co, 200 x e B) Mapeamento de Raios X de Co na amostra 
VB-2.5Co, 200 x. Barra de escala: 500 µm. 
 

Os principais constituintes do vidro foram observados por EDS, como mostrado na 

Figura 4.5 (A) para VB e na Figura 4.5 (B) para VB-2.5Co. A presença de Co na 

amostra de VB-2.5Co foi confirmada, porém o Cl residual também foi observado e pode 

estar relacionado ao cloreto de cobalto (CoCl2.6H2O), usado como precursor de Co na 

síntese sol-gel. 
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Figura 4-5. Espectro de EDS das amostras de (A) VB e (B) VB-2.5Co. 
 

4.3.4 Avaliação da microestrutura e distribuição do tamanho dos poros por 

Microtomografia (micro-CT) 

A Figura 4.6 mostra os modelos 3D obtidos por micro-CT para as amostras VB (Figura 

4.6 A) e VB-2,5Co (Figura 4.6 B) e a distribuição do tamanho dos poros (Figura 4.6 C) 

e enquanto a porosidade total, porosidade aberta e tamanho médio dos poros são 

mostrados na Tabela 4.2. O tamanho de poros variou entre as amostras. Na amostra VB 

o tamanho de poros foi de 16,38 µm, sendo que, com a adição de Co, essa distribuição 

foi maior, 21,08 µm. A porosidade total se manteve similar para ambas amostras de VB 

e VB-2.5Co. A análise mostra uma baixa fração de poros abertos na estrutura das 

pastilhas para as amostras, o que pode ser justificado pelo fato de as micropartículas 

terem sido prensadas para se obter as pastilhas. 
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Figura 4-6. Modelos de micro-CT 3D e distribuição do tamanho dos poros obtidos dos scaffolds híbridos 
de VB e VB-2,5Co. 
 

Tabela 4.2. Dados da análise tridimensional das amostras VB e VB-2.5Co. 

 
Parâmetro 

 

Amostras 
 

VB VB-2,5Co 
Tamanho de poro (µm) 16,38 21,08 
Porosidade aberta (%) 9,03 8,25 
Porosidade Total (%) 10,72 10,74 

 

4.3.5 Teste de citotoxicidade 

Neste estudo, as HUVECs foram expostas a diferentes concentrações do PI de VB e 

VB-2,5Co (1000 µg / mL, 1500 µg / mL, 2000 µg / mL) em diferentes períodos de 

tempo, e os resultados da viabilidade celular são mostrados na Figura 4.7 A e B. Não foi 

observada citotoxicidade, mesmo após 72 horas de exposição do produto iônico às 

células. A liberação de Co das pastilhas não influenciou na atividade mitocondrial dos 

HUVECs. Após 24 horas, células estimuladas com VB-2,5Co com concentração de 

2000 µg / mL apresentaram aumento significativo na viabilidade celular quando 

comparadas às células do grupo controle (Figura 4.7 B). 
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Figura 4-7. Viabilidade de HUVECs determinada pelo ensaio MTT para (A) VB e (B) VB-2.5Co. 
 Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do grupo controle. Barras de erro indicam 
± DP, e significância estatística foi verificada através do one-way ANOVA com p < 0,05 e um pós-teste 
de Tukey. (* p < 0,05 versus Controle). 
 

A biocompatibilidade e citotoxicidade das pastilhas de VB e VB-2,5Co foi avaliada por 

meio de PI em contato com HUVECs. Os VBs têm sido investigados e aplicados há 

décadas na regeneração óssea. Um estudo recente demonstrou a capacidade dos VBs em 

estimular a vascularização 175. Vidros incorporados com Co são bioativos, desenvolvem 

uma camada de Hidroxiapatita (HCA) nas superfícies de fluido corporal simulado 

(SBF) e mostram melhor angiogênese quando implantados 176. Através da angiogênese, 

os tecidos lesionados podem ser regenerados com o surgimento de novos vasos 

sanguíneos, fornecendo suprimento sanguíneo, oxigenação e nutrientes ao local da lesão 
177,178. As células endoteliais podem auxiliar na resposta inflamatória, colaborando com 

o processo angiogênico, uma vez que essas células podem formar rapidamente novos 

vasos sanguíneos. Durante a inflamação, há alterações nos vasos sanguíneos que 

permitem os neutrófilos e monócitos aderirem às células endoteliais. Após aderir às 

paredes dos vasos, os leucócitos migram para os tecidos adjacentes através de fendas 

entre as células endoteliais, onde ocorre proliferação e reorganização das células 

endoteliais para formar o tubo capilar 44,179,180. As HUVECs são frequentemente usadas 

em testes in vitro para examinar diferentes processos angiogênicos 181.  
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A liberação de Co de VB-2,5Co não mostrou influência na atividade mitocondrial de 

HUVECs. Estudos anteriores indicaram que o Co em altas concentrações pode causar 

citotoxicidade celular 182–184, o que não ocorreu nas concentrações avaliadas neste 

estudo. A avaliação do MTT mostrou que VB e VB-2,5Co poderiam ser aplicados como 

material potencial para a engenharia de tecidos, uma vez que não foi observada 

citotoxicidade nas diferentes concentrações analisadas. 

 

4.3.6 Ensaio de formação de tubo endotelial 

O uso potencial de VB com e sem Co para angiogênese foi avaliado pelo ensaio de 

formação de tubos. Após 24 horas de análise, foram observadas formações tubulares 

com um tempo de tratamento de 20 horas a uma concentração de 1000 mg / mL (Figura 

4.8). 

 

Para este ensaio de formação de tubos, os grupos foram divididos em controle negativo 

(contendo apenas HUVECs), controle positivo (HUVECs + VEGFA), VB (VB + 

HUVECs) e VB-2.5Co (VB-2.5Co + HUVECs). No controle negativo (Figura 4.8 (A) e 

(B)), é possível observar HUVECs viáveis, enquanto o grupo controle positivo (Figura 

4.8 (C) e (D)) apresentou, conforme esperado, formação de tubos induzida por VEGFA. 

Células tratadas com VB (Figura 4.8 (E) e (F)) resultaram em ramificação das 

HUVECs, demonstrando maior capacidade de formação de tubos quando comparados 

ao controle negativo. O tratamento com VB-2,5Co (Figura 4.8 (G) e (H)) aumentou 

significativamente os ramos celulares das HUVECs, proporcionando formações mais 

tubulares quando comparadas ao grupo VB e demonstrando aumento significativo 

quando comparado ao controle negativo. A formação de tubos do grupo VB-Co tende a 

ser semelhante ao controle positivo. Wang et al. 185 relataram que a regulação de fatores 

de crescimento como o VEGFA pode melhorar a angiogênese. Resultados do ensaio de 

formação de tubos deste trabalho indicaram que o VB, na presença de Co, melhora a 

formação de tubos de maneira semelhante ao VEGFA. Portanto, pode-se afirmar que o 

VB estimulou a formação de vasos sanguíneos e a adição de 2,5% de CoO potencializa 

esse efeito sem afetar as funções normais das HUVECs. 
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Figura 4-8. Ensaio de formação de tubo endotelial realizado na presença de HUVECs.  
A) e B) controle negativo em campo claro e corado com calceína verde; C) e D) controle positivo em 
campo claro e corado com calceína verde; E) e F) VB em campo claro e corado com calceína verde e G e 
H) VB-2,5Co em campo claro e corado com calceína verde. Tamanho da imagem: 40x. 
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 4.3.7 Ensaio qPCR 

O qRT-PCR é uma técnica de precisão e sensibilidade que normaliza o gene de 

interesse contra um gene de controle endógeno cuja expressão é inalterada nas amostras 

analisadas 186,187. Dois marcadores foram escolhidos para investigar os efeitos da VB e 

VB-2,5Co no processo de angiogênese: HIF1A e VEGFA 163,188, o principal interesse 

neste estudo. A Figura 4.9 mostra a expressão gênica de VEGFA e HIF1A para controle 

negativo (CN), controle positivo (CP), VB e VB-2,5Co às 14 e 20h. Para HIF1A às 14h 

(Figura 4.9 (A)), as células estimuladas por VB não mostraram aumento significativo na 

expressão do gene HIF1A quando comparadas às células não estimuladas em CN. 

Quando comparadas ao CP, as células estimuladas por VB mostraram uma expressão 

significativamente reduzida de HIF1A. Por outro lado, as células estimuladas por VB-

2,5Co apresentaram expressão gênica do HIF1A significativamente maior quando 

comparadas às não estimuladas no CN, atingindo valores semelhantes às células do 

grupo CP. Quando comparado ao grupo CN, a expressão de HIF1A aumentou 2,7 vezes 

no grupo VB-2,5Co, enquanto no grupo VB esse gene foi regulado positivamente por 

um fator de 1,4 (p < 0,05). Na Figura 4.9 (B), após 20h de exposição ao PI dos 

biomateriais, as amostras de VB e VB-2,5Co apresentaram menor expressão gênica em 

relação aos grupos controle (CN e CP) e não apresentaram diferenças significativas na 

expressão gênica entre si. 

 

 
Figura 4-9. Expressão relativa dos genes (A, B) HIF1A e (C, D) VEGFA em amostras de VB e VB-2.5Co 
em dois tempos de análise: 14h e 20h.  
Os genes YWHAZ e HPRT1 foram utilizados para normalizar os dados e o grupo CN foi utilizado como 
calibrador. One-way ANOVAcom p < 0,05 e pós-teste de Tukey. (* p < 0,05 versus CN; # p < 0,05 
versus CP; + p < 0,05 versus VB). 
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Para o HIF1A, após 14h, o grupo VB-2.5Co apresentou expressão gênica 

significativamente maior em relação à CN e assemelhava-se à expressão do grupo CP, 

diferentemente do grupo VB. O grupo VB-2,5Co desempenhou um papel importante no 

aumento da expressão do gene HIF1A, assemelhando-se aos valores apresentados pelo 

grupo CP. O grupo VB não apresentou pico de expressão do gene HIF1A quando 

comparado aos grupos CP e VB-2,5Co, onde reafirmamos a importância do Co na 

expressão do gene HIF1A. Após 20h, a expressão do gene HIF1A estava 

significativamente menor nas células estimuladas com VB e VB-2,5Co em comparação 

ao grupo CN, o que significa que o pico de expressão dessa proteína já ocorreu.  

 

Na Figura 4.9 (C), podemos ver a expressão de VEGFA após 14 h de tratamento das 

células e os grupos VB e VB-2.5Co apresentaram expressão gênica significativamente 

maior que as amostras de CN. Quando comparada ao grupo CN, a expressão do VEGFA 

aumentou 1,4 vezes nos grupos VB e VB-2,5Co (p < 0,05). Após 20 horas de 

tratamento das células (Figura 4.9 (D)), não houve diferenças significativas entre os 

grupos analisados. Os grupos VB e VB-2,5Co aumentaram significativamente a 

expressão do gene VEGFA em comparação com os grupos controle às 14h, mas não 

houve diferenças significativas na expressão entre eles. Este resultado mostra que o 

gene VEGFA possui um pico de expressão gênica precoce (14h) e o VB e o VB-2,5Co 

foram capazes de melhorar este parâmetro, o que não se confirmou no período de 20h. 

 

De acordo com Tanaka et al. 189, o VEGFA induz a migração, proliferação e 

impermeabilidade das células endoteliais e segundo Fernandez-Torres et al. 52, o HIF é 

essencial para a homeostase e é extremamente importante para a sobrevivência dos 

condrócitos. Portanto, nossas descobertas mostraram que nossos biomateriais VB e VB-

2,5Co são biomateriais promissores para auxiliar as células endoteliais e são 

biomateriais que podem ser usados como uma alternativa para melhorar a angiogênese 

e, assim, ser futuramente aplicado no campo da engenharia tecidual óssea. 

 

4.3.8 Estudo in vivo - Coloração imunohistoquímica 

Cortes histológicos foram imunomarcados para VEGFA ou HIF1A, fatores 

reconhecidamente envolvidos no processo de angiogênese. Foram avaliados cortes 

histológicos da camada mais profunda da derme, próximo ao local onde o implante foi 

inserido (Figuras 4.10 e 4.11). Nesta região foi observada a presença de células com 
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morfologia mononuclear típica em todos os grupos, indicando inflamação crônica no 

local do implante. 

 

A Figura 4.10 representa imagens histológicas para a coloração Imunohistoquímica de 

HIF1A para os grupos Controle (Figura 4.10 (A)), VB (Figura 4.10 (B)) e VB-2,5Co 

(Figura 4.10 (C)). Observamos um aumento no número de núcleos celulares nos grupos 

VB e VB-2,5Co (Figura 4.10 (D)), mas houve um aumento significativo nos núcleos 

corados com HIF1A para o grupo VB-2,5Co (Figura 4.10 (E)). As setas amarelas 

indicam núcleos celulares de HUVECs corados com HIF1A. 

 

Através da inserção de pastilhas de VB e VB-2,5Co observamos a presença de células 

no local do implante. Conforme relatado em estudos anteriores 139,184,190, essas células 

são compatíveis com a inflamação local que ocorre após a inserção do implante, uma 

reação do organismo relacionada à interface do biomaterial implantado durante o 

processo de cicatrização local. O aumento da inflamação também pode estar 

relacionado à propriedade angiogênica do cobalto, pois a via HIF1A pode recrutar 

células inflamatórias e ajudar a coordenar a resposta do corpo após a lesão 56. 
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Figura 4-10. Imagens representativas (10x e 40x) contendo coloração HIF1A.  
(A) controle; (B) VB e (C) VB-2,5Co. Morfometria total para contagem dos núcleos celulares (D) e 
núcleos celulares corados com HIF1A (E) em relação à área (mm2). As setas amarelas indicam núcleos 
celulares de células HUVECs coradas com HIF1A. Barras de erro indicam ± DP, e significância 
estatística foi verificada através do one-way ANOVA com p < 0,05 e um pós-teste de Tukey. (* p < 0,05 
versus Controle e # p < 0,05 versus VB). 
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A Figura 4.11 mostra o total de vasos sanguíneos e vasos sanguíneos corados com 

VEGFA avaliados por histologia e morfometria. As imagens revelaram a presença de 

vasos sanguíneos na região próxima ao implante para os grupos Controle (Figura 4.11 

(A)), VB (Figura 4.11 (B)) e VB-2,5Co (Figura 4.11 (C)). Não houve diferença entre os 

grupos na contagem total de vasos sanguíneos (Figura 4.11 (D)). Contudo, houve um 

aumento significativo nos vasos sanguíneos corados com VEGFA no grupo VB-2.5Co 

em comparação com os grupos VB e controle (Figura 4.11 (E)). 

 

A região profunda da derme mostrou uma marcação moderada de VEGFA e HIF1A em 

contato com VB e uma marcação forte na presença de VB-2,5Co. Essa marcação pode 

ser devido aos estímulos angiogênicos liberados na interface biomaterial / tecido após o 

período de implantação, conforme relatado. Houve expressão de VEGFA e HIF1A para 

a amostra VB, mas essa expressão foi maior na amostra VB-2,5Co em comparação com 

as outras amostras analisadas. A partir desses resultados, pode-se concluir que os 

implantes de VB e VB-2,5Co influenciaram a expressão de VEGFA e HIF1A neste 

estudo in vivo. Estes dados confirmam os resultados do ensaio de Formação de Tubos e 

do RT-qPCR, mostrando que a presença de Co incorporado na rede do VB aumentou a 

expressão de VEGFA, levando à angiogênese. Portanto, o vidro bioativo contendo 

cobalto é promissor para a ET e pode ser favorável ao aumento da angiogênese. Não 

foram observadas reações adversas como hiperemia, congestão ou necrose dos vasos 

sanguíneos. Isso indica que, apesar da incorporação de cobalto na estrutura do vidro, o 

material é biocompatível e um potencial dispositivo para promover a angiogênese. 
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Figura 4-11. Imagens representativas (10x e 40x) contendo coloração com VEGFA.  
(A) controle; (B) VB e (C) VB-2,5Co. Morfometria da contagem total de vasos sanguíneos (D) e vasos 
corados com VEGFA (E) em relação à área (mm2). Barras de erro indicam ± DP, e significância 
estatística foi verificada através do one-way ANOVA com p < 0,05 e um pós-teste de Tukey. (* p < 0,05 
versus Controle e # p < 0,05 versus VB). 
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4.4 Conclusões 

Através da síntese sol-gel, obtivemos vidros bioativos amorfos incorporados com Co. A 

adição de Co não alterou a estrutura e morfologia do vidro, e a presença e distribuição 

homogênea do Co através do vidro foram confirmadas por MEV e EDS, associados ao 

mapeamento de raios-x com dispersão de elemento químico, neste caso, o Co. As 

avaliações de biocompatibilidade foram realizadas pelo ensaio de viabilidade celular 

por MTT em HUVECs, e um ambiente favorável às células foi obtido em diferentes 

concentrações de PIs de vidro bioativos, sem efeito citotóxico observado apesar da 

incorporação de Co. Foi observada formação de tubo endotelial pelas HUVECs na 

presença de vidro contendo Co, semelhante à formação de tubo por adição de VEGFA, 

indicando que o Co poderia mimetizar os efeitos do VEGFA. A amostra VB-2,5Co 

induziu maior expressão do gene VEGFA pelas HUVECs após 14h de exposição, e a 

adição de Co também foi eficaz em aumentar a expressão do gene HIF1A. Respostas in 

vivo mostraram que o VB incorporado com Co em sua estrutura foi capaz de estimular a 

expressão de VEGFA e HIF1A e não mostrou reações adversas durante o estudo in vivo, 

indicando uma possível estimulação dos eventos que levam à angiogênese. Portanto, 

podemos afirmar que o Co incorporado à rede de vidro bioativo demonstra ser uma 

estratégia potencial para estimular a angiogênese e gerar o desenvolvimento de 

materiais superiores para uso na Engenharia de Tecidos. 
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Capítulo 5 . INCORPORAÇÃO DO ÍON TERAPÊUTICO COBALTO EM 

SCAFFOLDS HÍBRIDOS DE POLI (ÁLCOOL VINÍLICO) / VIDRO BIOATIVO 

PARA ENGENHARIA DE TECIDOS 

 

5.1 Introdução 

Devido à sua biocompatibilidade e diversas ações biológicas já descritas 24,109, a 

utilização dos vidros bioativos surge como uma promissora estratégia para aceleração 

do reparo tecidual ósseo. Eles possuem composição variável, permitindo a incorporação 

de íons metálicos com efeito terapêutico, uma abordagem considerada inovadora na 

otimização de biocompósitos para a engenharia de tecidos 30. Esses íons têm a vantagem 

de serem liberados exatamente no local do implante, potencializando o efeito 

terapêutico e reduzindo a ocorrência de reações adversas no paciente, pois são liberados 

de forma controlada durante o processo de degradação do material 119. O cobalto 

apresenta grande potencial para ser incorporado na estrutura de vidros bioativos, pois 

pode influenciar na formação de novos vasos sanguíneos, a partir do controle de 

expressão do fator de indução da hipóxia (HIF), conhecido por ativar genes 

relacionados à angiogênese, sendo de grande interesse, especialmente para regeneração 

de defeitos críticos, onde a difusão de oxigênio e nutrientes é dificultada.  

 

Scaffolds à base de polímeros estão recebendo grande atenção devido à sua semelhança 

com macromoléculas biológicas, o que pode melhorar a biocompatibilidade do 

biomaterial 191. O Poli (álcool vinílico) é um polímero que possui excelente 

biocompatibilidade, atóxico e tem mostrado grande potencial para ser aplicado como 

biomateriais, devido à sua combinação de propriedades.  O desenvolvimento de 

scaffolds híbridos na combinação de biocerâmica com o polímero pode melhorar o 

desempenho mecânico e a bioatividade do scaffold 150, e scaffolds híbridos à base de 

PVA e vidro bioativo (VB) são subconjuntos promissores de materiais bioativos 

inorgânicos 192. 

 

O estudo de scaffolds híbridos contendo PVA e VB associados ao Co através do 

processo sol-gel e método de formação de espuma permanece escasso na literatura, bem 

como o impacto de suas propriedades na angiogênese. Tendo isso em vista, o presente 

trabalho tem como principal objetivo desenvolver scaffolds híbridos de poli (álcool 

vinílico) / vidro bioativo contendo cobalto e avaliar seu efeito como potencial agente 
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angiogênico para a engenharia tecidual. Os scaffolds híbridos foram caracterizados por 

MEV, EDS e Micro-CT para analisar porosidade e interconectividade de poros dos 

scaffolds; FTIR, para verificar a estrutura química, e os parâmetros de cristalinidade 

foram analisados através de DRX. Foi realizado o estudo da influência da incorporação 

do Co, em substituição parcial ao teor de Ca, na cinética de liberação dos íons em 

solução, através do ensaio de ICP-OES. Estudos biológicos in vitro dos scaffolds 

híbridos foram realizados através de ensaios de MTT e crescimento celular, para avaliar 

a viabilidade celular e possível toxicidade dos biocompósitos.  

 

5.2 Materiais e Métodos 

 

5.2.1 Síntese de scaffolds híbridos de poli (álcool vinílico) e vidro bioativo 

incorporados com cobalto (Co) 

Os scaffolds híbridos foram baseados em PVA e VB, e derivados do processo sol-gel, 

conforme metodologia relatada em estudo anterior 135. O PVA (Sigma Aldrich®) foi 

selecionado considerando aspectos como o grau de hidrólise (DH = 80%) e o peso 

molecular (Mw = 9.000 a 10.000 g / mol), apropriados para fins biomédicos. Água 

deionizada (água DI, Millipore Simplicity) com resistividade de 18 MΩ cm foi usada 

em todas as preparações da solução. Uma solução aquosa de PVA foi preparada a uma 

concentração de 28% em peso, dissolvendo o pó de PVA em banho-maria a 80 °C sob 

agitação constante por 2 h. O pH da solução foi ajustado para 2,0 ± 0,1 por solução de 

ácido clorídrico (HCl) 2N. Uma solução precursora de vidro bioativo com uma 

composição nominal de 58% em peso de SiO2, 33% em peso de CaO, 9% em peso de 

P2O5 foi sintetizada por mistura de tetraetoxisilano (TEOS), água DI, trietilfosfato 

(TEP) e cloreto de cálcio. Para amostras contendo cobalto, foi adicionado cloreto de 

cobalto hexahidratado (CoCl26H2O) em substituição parcial do conteúdo de cloreto de 

cálcio nesta etapa. A razão molar de H2O : TEOS usada foi de 12:1. Esta solução de VB 

foi vertida na solução de PVA e agitada mecanicamente por 5 minutos. Em seguida, 

lauril éter sulfato de sódio (LESS, Oxiteno 27% v / v) como agente espumante, solução 

de ácido fluorídrico (HF 10% v / v), como catalisador e gelificante, e glutaraldeído 

(solução aquosa GA, Sigma 25% em peso) foram adicionados à solução resultante. O 

glutaraldeído foi utilizado como reticulador químico funcional. A agitação mecânica foi 

interrompida e as espumas foram vazadas pouco antes da gelificação, em recipientes de 

plástico, e seladas. As amostras foram envelhecidas a 40 °C por 3 dias e depois secas a 
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60 °C por 7 dias. A composição híbrida preparada consistia em 30% em peso de vidro e 

70% em peso de polímero. Esses híbridos foram referidos como PVA-VB (para 

amostras contendo PVA e VB), PVA-VB-5Co (para amostras contendo PVA e VB com 

5% CoO) e PVA-VB-10Co (para amostras contendo PVA e VB com 10 % CoO). 

 

Neutralização das amostras 

As amostras preparadas foram imersas por 10 horas em uma solução de NH4OH a 0,3 

mol / L. O processo de neutralização foi realizado com base na proporção de 20 mL de 

solução estabilizadora por 1,0 g de amostra híbrida seca, à temperatura de 25 ± 2 °C. 

Antes dos ensaios biológicos e estruturais, todas as amostras sintetizadas e neutralizadas 

foram lavadas três vezes em água DI e lavadas em solução salina tamponada com 

fosfato (PBS 1x) durante três horas. Depois disso, as amostras foram secas em 

temperatura ambiente. 

 

5.2.2 Caracterização estrutural 
 

5.2.2.1 Caracterização Química 

A composição química da fase inorgânica dos híbridos foi avaliada por espectroscopia 

de emissão óptica de plasma acoplada indutivamente (ICP-OES, Optima 7300 DV, 

PerkinElmer, EUA). Para esta análise, 0,1 g das amostras foram transferidas para um 

cadinho de grafite contendo 0,7 g de metaborato de lítio. Outra porção de 0,7 g de 

metaborato de lítio foi adicionada à mistura, que foi tratada termicamente à 950 ± 25 °C 

por 10 minutos. O cadinho foi removido da mufla, a mistura foi homogeneizada e, em 

seguida, recolocada no equipamento por mais 10 minutos à 950 ± 25 °C. Em seguida, a 

mistura foi transferida para um becker contendo 100 mL de ácido nítrico a 10% (v / v) e 

agitou-se até dissolver completamente. As concentrações de Si, Ca, P e Co foram então 

analisadas nas soluções resultantes por ICP-OES e as proporções de SiO2, CaO, P2O5 e 

CoO foram calculadas. 

 

Para avaliar a fração orgânica e inorgânica dos scaffolds híbridos, as amostras foram 

pesadas (massa inicial, Mi) e calcinadas à 650 °C por 180 minutos, com taxa de 

aquecimento de 1 °C / minuto. Em seguida, as amostras calcinadas foram novamente 

pesadas (massa final, Mf) e as proporções de massa orgânica (% MO) e massa 

inorgânica (% MI) foram calculadas de acordo com as equações abaixo: 
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% MO = 𝑴𝒊=𝑴𝒇
𝑴𝒊

𝒙𝟏𝟎𝟎 

 

% MI =𝑴𝒇
𝑴𝒊
𝒙𝟏𝟎𝟎 

 

Onde % MO é a % orgânica, % MI é a % inorgânica, Mi é a massa inicial e Mf é a 

massa final após a calcinação. 

 

5.2.2.2 Análise do comportamento térmico dos scaffolds híbridos 

O estudo do comportamento térmico dos scaffolds híbridos produzidos foi realizado 

utilizando a calorimetria exploratória diferencial (DSC) e a termogravimetria (TGA). As 

propriedades térmicas de desidratação e perda de massa foram estudadas empregando o 

equipamento DSC-NETZSCH Co., Alemanha. O equipamento foi calibrado utilizando 

recipiente vazio de platina como referência. Após a calibração, pesaram-se 15 mg de 

cada amostra em recipiente de platina sem tampas. Os scaffolds híbridos foram 

aquecidos partindo de 30°C até a temperatura de 600°C a taxa de 10°C/minuto. O 

ensaio foi realizado em fluxo de nitrogênio à taxa de 100 mL / minuto para manter a 

atmosfera inerte 193,194. 

 

5.2.2.3 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) 

A caracterização química qualitativa, com base nos grupos funcionais presentes nas 

amostras, foi realizada por Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de 

Fourier (FTIR). A técnica de refletância, com comprimentos de onda entre 400 e 4000 

cm-1, foi utilizada no equipamento Alpha Bruker, utilizando 128 varreduras com 

resolução de 4 cm-1. As amostras foram analisadas pela técnica de refletância total 

atenuada (ATR) com cristal de diamante. 

 

5.2.2.4 Difração de Raios X (DRX) 

A análise por Difração de Raios X (DRX) foi empregada para verificar as características 

da fase e a organização estrutural das amostras produzidas. Os espectros foram 

coletados no equipamento Philips PW1700 usando radiação Cu-Ka (λ = 1,5418 Å) a 40 

kV / 40 m Å. Os dados foram coletados entre 4,05 e 89,95 (2θ) com um passo de 0,06 e 

tempo de incidência de 1,5 s. Os principais picos foram identificados usando o 

“International Centre for Diffraction Data, versão 2.2, 2001, código 04-0864”. 
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5.2.2.5 Microtomografia computadorizada (Micro-CT) 

A microestrutura dos híbridos e a distribuição do tamanho dos poros foram investigadas 

por Microtomografia de Raios X (Micro-CT) usando um scanner de Micro-CT de mesa 

compacto (SkyScan 1174, Bruker Micro-CT, Bélgica) com uma fonte de tensão de 40 

kV, corrente de 800 μA e tamanho de pixel de 10 μm, sem filtro. As amostras foram 

colocadas em um suporte, e giradas 180 ° com aquisição de imagens a cada 0,7 °. As 

projeções de sombra adquiridas (formato TIFF de 16 bits) foram reconstruídas em fatias 

2D, usando a interface do software NRecon (v.1.6.1.18, Bruker Micro-CT, Bélgica), e o 

software CT Analyzer (v. 1.15.4.0. Skyscan, Bruker Micro-CT, Bélgica) foi usado para 

análise 3D e reconstrução e interpretação da superfície 3D. Para visualização 

volumétrica 3D, foi utilizado o software da versão CT Vol 2.3.1.0 (Skyscan, Bruker 

Micro-CT, Bélgica). 

 

5.2.2.6 Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 

A morfologia da superfície dos híbridos foi examinada com um Microscópio Eletrônico 

de Varredura (MEV) FEI-INSPECT S50, equipado com o EDAX Genesis 

Espectrofotômetro de Energia Dispersiva (EDS), usado para avaliar qualitativamente a 

composição química elementar da superfície das amostras. As amostras foram 

revestidas com carbono e analisadas a uma tensão de 15kV. 

 

5.2.2.7 Teste de compressão mecânica 

As amostras foram cortadas uniformemente da região mais homogênea dos híbridos 

para formar blocos cúbicos com dimensões: 10 mm x 10 mm x 10 mm. Essas amostras 

foram posicionadas entre placas paralelas usando o equipamento EMIC DL 3000, com 

velocidade de 0,5 mm / minuto e uma célula de carga de 2.000 N. Cada sistema 

compósito foi comprimido até uma deformação de 50%. Os resultados foram obtidos 

para cinco amostras (n = 5). O módulo de elasticidade foi calculado como a inclinação 

da porção linear inicial da curva tensão-deformação. A tensão a 50% de deformação na 

compressão foi determinado como o ponto máximo da curva tensão-deformação 109. 

 

5.2.3 Imersão in vitro em SBF 

A solução de fluido corporal simulado (SBF) foi preparada como descrito anteriormente 
195,196. Sucintamente, em 700 mL de água desionizada, com agitação contínua em 
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banho-maria à 37 °C, os seguintes reagentes foram adicionados lentamente na ordem: 

8,035 g de cloreto de sódio (NaCl 99,0%, Vetec), 0,355 g de bicarbonato de sódio 

(NaHCO3 99,7% , Fmaia), 0,255 g de cloreto de potássio (KCl 99,0%, Vetec), 0,231 g 

de fosfato de potássio dibásico (K2HPO4 · 3H2O 98,0%, Vetec), 0,311 g de cloreto de 

magnésio (MgCl2 · 6H2O 99,0%, Synth), 38 mL de ácido clorídrico (HCl 1 M, Vetec), 

0,386 g de cloreto de cálcio (CaCl2 · 2H2O, 99,0%, Vetec), 0,072 g de sulfato de sódio 

(Na2SO4, 99,0%, Vetec) e 6,118 g de tris (hidroximetil) aminometano (NH2C (CH2OH) 

3, 99,8%, Synth). O pH foi monitorado durante todo o processo para evitar um rápido 

aumento e precipitação; depois de todos os reagentes terem sido misturados, o volume 

foi completado para 1 L com água deionizada. O pH foi ajustado antes do uso para 7,4 a 

37 °C usando HCl. Os scaffolds híbridos (0,170 g cada amostra) foram imersos em 

solução de SBF (20 mL), em um recipiente hermético e incubados a 37 °C 197. Após 

diferentes períodos de tempo (1 h, 3 h, 24 h, 72 h, 1 semana e 2 semanas), 1 mL da 

solução foi coletada a cada tempo predeterminado. A alíquota coletada foi então filtrada 

(0,22 μm), diluída 10 vezes em solução de ácido nítrico (2M) e analisada por ICP-OES 

quanto à concentração de Si, Ca, P e Co. O experimento foi realizado em triplicata. 

 

5.2.3.1 FTIR dos scaffolds híbridos após 14 dias de dissolução em SBF 

Após 14 dias de imersão em SBF as amostras dos scaffolds híbridos foram secas a 

temperatura ambiente e analisadas por Espectroscopia de Infravermelho por 

Transformada de Fourier (FTIR). A técnica de refletância, com comprimentos de onda 

entre 400 e 4000 cm-1, foi utilizada no equipamento Alpha Bruker, utilizando 128 

varreduras com resolução de 4 cm-1. As amostras foram analisadas pela técnica de 

refletância total atenuada (ATR) com diamante de cristal. 

 

5.2.3.2 DRX dos scaffolds híbridos após 14 dias de dissolução em SBF 

Após 14 dias de imersão em SBF as amostras dos scaffolds híbridos foram secas a 

temperatura ambiente e analisadas por Difração de Raios X (DRX) para verificar as 

características da fase e a organização estrutural das amostras após o período de 

imersão. Os espectros foram coletados no equipamento Philips PW1700 usando 

radiação Cu-Ka (λ = 1,5418 Å) a 40 kV / 40 m Å. Os dados foram coletados entre 4,05 

e 89,95 (2θ) com um passo de 0,06 e tempo de incidência de 1,5 s.  
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5.2.3.3 MEV e EDS dos scaffolds híbridos após 14 dias de dissolução em SBF 

Após 14 dias de imersão em SBF as amostras dos scaffolds híbridos foram secas a 

temperatura ambiente e as morfologias porosas da superfície dos híbridos foram 

examinadas com um Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV) FEI-INSPECT S50. 

O MEV está equipado com o EDAX Genesis Espectrofotômetro de Energia Dispersiva 

(EDS), que é usado para avaliar qualitativamente a composição química elementar da 

superfície das amostras. As amostras foram revestidas com carbono e analisadas a uma 

tensão de 15kV 

 

5.2.3.4 Medida de pH 

O pH das soluções de SBF após imersão dos scaffolds híbridos foi avaliado através da 

adaptação de um método descrito anteriormente 197. Os scaffolds híbridos foram 

pesados para criar uma concentração suspensa de 8,5 mg / mL: especificamente, 170 mg 

de cada amostra foram embebidos em 20 mL de SBF. O sistema foi selado em um tubo 

falcon e deixado em uma estufa a 37 °C por 1, 3, 24, 72, 1 semana e 2 semanas. Em 

cada momento, a solução de SBF foi coletada e o pH medido usando um medidor de 

pH. 

 

5.2.4 Caracterização biológica in vitro dos scaffolds híbridos 
 

5.2.4.1 Cultura celular de células endoteliais da veia umbilical humana (HUVECs) 

Os experimentos biológicos foram realizados utilizando a linhagem celular de 

HUVECs. Essas células são cultivadas em meio de cultura basal, contendo, na 

proporção de 1: 1, o meio DMEM / DMEM-F12 (Gibi) suplementado com 5% de FBS 

(Soro Fetal Bovino) (Gibco) e estreptomicina (100 μg / ml) / penicilina (500 U / ml) 

(Invitrogen). As células foram incubadas em uma atmosfera umidificada de 5% de CO2 

a 37 °C até 90% de confluência e foram destacadas da placa para experimentos usando 

tripsina-EDTA (0,25%; Gibco). 

 

5.2.4.2 Preparação do produto iônico (IP) 

Os scaffolds híbridos foram suspensos em PBS 1x (28 mg / mL) e refrigerados a 20 °C 

por 72 horas. Posteriormente, o sobrenadante foi removido e este produto iônico foi 
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distribuído em uma placa de 48 poços previamente preparada para MTT. O meio de 

controle também foi submetido aos mesmos processos. 

 

5.2.4.3 Ensaio de crescimento bacteriano e fúngico 

Para verificar a eficácia da esterilização dos scaffolds híbridos (4 kGy) foi realizado o 

teste qualitativo de crescimento bacteriano e fúngico. Para este ensaio realizamos o 

preparo do PI como descrito no tópico anterior, porém com tempo de preparo de 96 

horas, considerado suficiente para o crescimento de fungos e bactérias, potencializando 

possíveis contaminações. Em uma placa petri (90 x 15 mm, Kasvi) foi colocado meio 

ágar com meio BHI (Brian Heart Infusion, Kasvi), que é um meio de cultura nutritivo 

utilizado para cultivo de estreptococcos, pneumococos, meningococos, enterobactérias, 

não fermentadores, leveduras e fungos. As placas foram levadas à estufa para secagem. 

Após, 100 µl de PI de cada amostra de scaffold híbrido (PVA-VB, PVA-VB-5Co e 

PVA-VB-10Co) juntamente com o Controle (apenas o meio PBS 1x) foi estriado sobre 

a placa de petri contendo o meio enriquecido e posteriormente foram incubadas a 37 °C. 

As amostras foram avaliadas nos períodos de 24 h, 48 h, 72 h, 4 dias e 7 dias. O 

experimento foi realizado em triplicata biológica. 

 

5.2.4.4 Análise da citotoxicidade e biocompatibilidade celular 

A citotoxicidade dos materiais híbridos foi avaliada através da análise da viabilidade 

celular em contato com os produtos iônicos (PIs) dos scaffolds híbridos preparados 

(esterilizados por radiação gama 4 kGy), pelo (3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

difenil-2H-tetrazólio (MTT) (Invitrogen), como descrito 125,198. O ensaio MTT 

quantifica a atividade mitocondrial com base na redução do sal de tetrazólio nos cristais 

de formazan pelas células vivas. Para este ensaio, 1×104 HUVECs (por poço) foram 

plaqueadas em placas de 48 poços por 24 h. Posteriormente, as células foram tratadas 

com 10, 100 e 1000 µg / mL de soluções contendo PI de biomateriais de scaffolds 

(PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co), além do controle negativo contendo 

apenas PBS 1x. Após o tratamento, os grupos de células foram avaliados no final de três 

tempos (24, 48 e 72 horas). O meio foi então removido e uma solução contendo 130 µL 

de meio DMEM e 100 µL de MTT (5 mg / mL) / poço foi adicionada. Após 2 horas, os 

cristais de formazan foram visualizados ao microscópio óptico e depois dissolvidos em 

130 µL de SDS a 10% em HCl 0,01 M (Sigma-Aldrich). Em todas as etapas da 
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descrição acima, as placas de cultura foram incubadas a 37 °C em uma atmosfera 

umidificada a 5% de CO2. Após 18 horas, 100 µL da solução acima foram transferidos 

para uma placa de 96 poços e a leitura da densidade óptica a 595 nm foi realizada. O 

ensaio foi realizado em triplicata biológica. 

 

5.2.4.5 Ensaio de curva de crescimento 

O crescimento das HUVECs quando cultivados em uma solução contendo PI dos 

scaffolds híbridos foi avaliado pelo teste da curva de crescimento celular. Para este 

ensaio, foram escolhidas amostras de PVA-VB e PVA-VB-10Co para observar a reação 

celular na maior concentração de cobalto neste estudo. Portanto, 1,3 × 104 HUVECs 

(por poço) foram plaqueadas em placas de 6 poços por 24 h. Posteriormente, as células 

foram tratadas com 1000 µg / mL de soluções contendo as amostras PI (PVA-VB e 

PVA-VB-10Co), além do controle negativo que recebeu apenas PBS 1x. As placas 

contendo os grupos de células foram mantidas incubadas a 37 °C em atmosfera 

umidificada de CO2 a 5%, e a solução de tratamento (meio basal mais PI dos scaffolds) 

foi trocada a cada dois dias. Após os tratamentos, os grupos celulares foram contados no 

hemocitômetro ao final de quatro tempos (1, 3, 6 e 8 dias) 199,200. O ensaio foi realizado 

em triplicata biológica. 

 

5.2.5 Análise estatística 

Os dados dos ensaios de viabilidade celular e curva de crescimento foram expressos 

como média ± E.P.M. Testes de normalidade foram realizados para confirmar a 

distribuição normal dos dados. Em seguida, foram realizadas as análises estatísticas 

usando-se o teste one-way ANOVA, seguido pelo pós-teste de Tukey. Para isso, foi 

utilizado o software GraphPad Prism 8. Resultados com p < 0,05 foram considerados 

estatisticamente significantes. 

 

5.3 Resultados e Discussão 

 

5.3.1 Caracterização dos scaffolds híbridos - avaliação da composição química 

Para verificar a fração orgânica e inorgânica, os scaffolds híbridos foram submetidos ao 

processo de calcinação. A composição química da fração inorgânica também foi 

analisada. As composições nominais e medidas são mostradas na Tabela 5.1. A relação 
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da fração orgânica/inorgânica foi semelhante para as diferentes amostras, mostrando 

que a fração em peso da parte orgânica estavam entre 83,9 e 84,7% e as da parte 

inorgânica entre 15,3 e 16,1%. Com relação à composição medida da fração inorgânica, 

observou-se maior teor de SiO2 e menor teor de todos os demais componentes em 

relação à composição nominal. A presença de Co foi confirmada na composição 

química e apresentou valores de 3,8% de CoO para a amostra de PVA-VB-5Co, e de 

6,8% para a amostra PVA-VB-10Co 

 

Tabela 5.1. Composições nominais e medidas; % orgânicos e inorgânicos e composição da fase 
inorgânica dos híbridos PVA-BG, PVA-BG-5Co e PVA-BG-10Co determinados pelo método de 
dissolução de metaborato de lítio e ICP-OES. 

Samples Orgânica 

(%) 

Inorgânica 

(%) 

Composição nominal (mol %) Composição medida (mol %) 

SiO2 P2O5 CaO CoO SiO2 P2O5 CaO CoO 

PVA-VB 83,9 16,1 60,0 4,0 36,0 - 71,1 1,0 27,9 - 

PVA-VB-5Co 84,3 15,7 60,0 4,0 31,0 5,0 69,4 1,3 25,5 3,8 

PVA-VB-10Co 84,7 15,3 60,0 4,0 26,0 10,0 70,0 1,4 21,8 6,8 

 

Embora os dados encontrados sejam semelhantes para diferentes amostras, foi 

observada uma diminuição de cerca de 15% na fração inorgânica em comparação com a 

composição nominal, que era de 70% de fração orgânica e 30% de fração inorgânica. A 

menor proporção da parte inorgânica do material pode ser explicada pelo processo de 

neutralização dos scaffolds híbridos, pois eles sofrem imersão em meio alcalino e em 

solução tampão e, durante esse processo, a liberação de íons da fração inorgânica para o 

meio neutralizante pode ocorrer. Além disso, a formação da rede inorgânica durante a 

síntese sol-gel pode não ser 100% eficaz. A proporção nominal de cobalto na amostra 

de PVA-VB-5Co era de 5% de CoO, e portanto houve uma redução de 24%. O mesmo 

ocorreu na amostra de PVA-VB-10Co, cujo teor nominal era de 10% de CoO e 

apresentou uma composição medida de 6,8% de CoO, com uma redução de 32%. No 

entanto, o Co permaneceu na composição química dos scaffolds híbridos, mostrando 

que o processo sol-gel e o método de formação de espuma, seguidos de uma etapa de 

neutralização, são eficazes para a permanência desse íon terapêutico na rede de 

scaffolds híbridos. Os teores de SiO2 e CaO, embora diferentes em relação às 

composições nominais, são adequados para vidros bioativos. Jones 201 relatou que um 

vidro bioativo binário contendo 70% molar de SiO2 e 30% molar de CaO obtido pelo 

método sol-gel possui porosidade inerente e alta solubilidade, e essa composição de 
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vidro ainda apresenta alta bioatividade. As composições medidas foram proporcionais 

às composições nominais, permanecendo os elementos desejáveis na estrutura dos 

scaffolds preparados neste estudo. 
 

5.3.2 Análise do comportamento térmico 

Buscando estudar as características relacionadas às composições químicas dos scaffolds 

híbridos produzidos nesse trabalho, cuja constituição apresenta fração orgânica e fração 

inorgânica, foram realizadas análises térmicas. Os resultados apresentados na Figura 5.1 

referem-se à perda de massa ocorrida com o aumento da temperatura até 600 oC para os 

scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 

 

 
Figura 5-1. Curvas de TGA dos scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 
 

A avaliação da TGA (Figura 5.1) mostra uma etapa inicial de perda de peso de 

aproximadamente 10 a 20% até 250 0C, que está principalmente relacionada à remoção 

de subprodutos do processo sol-gel, como álcoois e água adsorvida 168. À medida que o 

aquecimento progrediu houve uma segunda etapa de perda de peso observada ente 250 e 

480 0C, resultando em cerca de 55% de perda de peso. Essa segunda etapa pode ser 

atribuída à decomposição simultânea do PVA, de resíduos de alcóxidos, precursores de 

silício e fósforo, e dos resíduos orgânicos do surfactante utilizado. Resultados 
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semelhantes foram relatados em estudos prévios 169,202. A partir de 480 0C, os pesos de 

todas as amostras foram estabilizados, não indicando mais eliminação ou decomposição 

de espécies químicas até 600 0C. Como todos os híbridos testados apresentavam a 

mesma razão PVA/VB é de se esperar valores da massa residual próximos. 

 

A análise DSC (Figura 5.2) mostrou uma transição endotérmica com pico em 55 °C, 

que está relacionada à volatilização da água e álcoois do processo sol-gel 168,169. No 

entanto, essa transição foi menos acentuada na amostra PVA-VB e pode estar 

relacionada a uma taxa de volatilização mais lenta, levando a uma menor intensidade 

dessa transição na avaliação do DSC. O principal pico endotérmico da decomposição de 

orgânicos é observado a 275 °C 202 e pode ser associado à decomposição de resíduos 

alcóxidos, resíduos orgânicos, precursores do silício e fosforo, simultaneamente à 

decomposição do PVA. A transição exotérmica observada acima de 375 °C está 

relacionada à condensação adicional de hidroxilas na superfície do material 171. 

 

 
Figura 5-2. Curvas de DSC dos scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 
 

5.3.3 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)  

A análise por FTIR é uma ferramenta útil para investigar a formação de híbridos de 

PVA-VB-Co e como a estrutura orgânico - inorgânico se correlaciona. A Figura 5.3 

mostra os espectros de FTIR para híbridos contendo PVA-VB e PVA-VB-Co. A ampla 

faixa de absorção observada de 3600 a 3000 cm-1 pode ser atribuída ao modo de 
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alongamento do hidroxil (OH) que se estende devido à forte ligação intramolecular e 

intermolecular, ao alto conteúdo de hidroxila do PVA. A banda de 2870 a 2895 cm-1 foi 

atribuída ao modo de alongamento de alquil (CH) 135. Bandas típicas de vidro bioativo 

podem ser observadas em todas as amostras. A vibração a 400-470 cm-1 é 

frequentemente relacionada à flexão das ligações Si-O-Si, observadas principalmente 

nas estruturas amorfas de SiO2 168,203. A absorbância entre 1000 e 1200 cm-1 é atribuída 

ao alongamento assimétrico do Si-O-Si 203. A absorbância em torno de 875 a 975 cm-1 é 

relacionada às estruturas de Si-O que contém oxigênio não ligado 203,204. As bandas em 

550 e 630 cm-1 são típicas da flexão de P-O nos grupos fosfato, enquanto o alongamento 

dos grupos P-O pode ser observado a 1200 cm-1 198. A absorção observada na faixa de 

1400 a 1550 cm-1 e 1635 cm-1 está relacionada aos grupos carbonato e água molecular, 

respectivamente 172. 

 

 
Figura 5-3. Espectro de FTIR para os scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 
 

Um trabalho anterior 135 mostrou uma banda de dupleto em 2750 e 2850 cm-1 

relacionada ao glutaraldeído residual em polímeros reticulados. Neste trabalho, não foi 

observada absorbância entre 2750 e 2850 cm -1, indicativo de ausência do glutaraldeído 
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residual nos híbridos obtidos após a reação de reticulação. Pode-se dizer que a 

concentração de aldeído durante o processo sol-gel associado à policondensação foi 

eficiente para as pontes de acetal formadas com PVA. A avaliação por FTIR não mostra 

grandes diferenças entre as amostras, indicando que a rede principal foi mantida apesar 

da incorporação de Co em substituição parcial ao cálcio, e também não foi observado 

glutaraldeído residual após o processo de reticulação. 

 

5.3.4 Análise por difração de raios X (DRX) 

A Figura 5.4 mostra os padrões de difração de DRX dos scaffolds híbridos e é 

observada uma estrutura amorfa com picos cristalinos. Os picos de difração cristalinos 

são observados a 29 °, 48 °, 57 ° (2θ) e foram identificados como correspondente ao 

fluoreto de cálcio (CaF2 - JCPDS 04-0864). Halos amorfos típicos foram observados, 

com uma banda larga na faixa de 15 a 25 ° (2θ) para todas as amostras.  

 

A presença de CaF2 pode ser justificada pela adição de ácido fluorídrico (HF) durante a 

síntese dos scaffolds híbridos. O HF tem sido utilizado como catalisador para a reação 

de condensação, pois promove a protonação dos grupos silanol para tornar o silício mais 

eletrofílico e, portanto, mais suscetível a ataques nucleofílicos 205,206. A taxa de 

dissolução é geralmente mais baixa para materiais cristalinos. Portanto, o padrão amorfo 

é importante para a liberação controlada de íons incorporados na rede, para que sua 

bioatividade seja garantida e modulada 207. Apesar de estar presente como uma estrutura 

cristalina, o que pode reduzir a dissolução para a liberação de Ca2+ no meio, o CaF2 é 

responsável pela manutenção da saúde óssea e do tecido conjuntivo, sendo utilizado na 

engenharia de tecidos e amplamente utilizado para fortalecer o esmalte dentário, 

prevenindo a cárie dentária 208. O fluoreto de cálcio também é conhecido por influenciar 

a estimulação das células osteoblásticas 209,210. Portanto, embora o Ca não tenha sido 

completamente incorporado na estrutura do vidro atuando como modificador de rede, 

não é esperado efeito indesejável da cristalização observada. Não foram observados, nos 

difratogramas dos scaffolds híbridos incorporados com Co, picos relacionados à óxidos 

de Co ou ao precursor Cloreto de Cobalto, e nenhuma diferença qualitativa foi 

observada entre as amostras, o que pode ser uma indicação de que esse íon terapêutico 

esteja incorporado na estrutura do material híbrido. 
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Figura 5-4. Padrões de DRX para os scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co.  
O asterisco (*) mostra CaF2 (JCPDS 04-0864). 

 

5.3.5 Avaliação dos scaffolds híbridos por Microscopia Eletrônica de Varredura 

(MEV) e análise química elementar por Espectroscopia por Dispersão de Energia 

(EDS) 

A Figura 5.5 mostra imagens de MEV para scaffolds híbridos e uma estrutura porosa 

pode ser observada para todas as amostras. Para as mesmas condições e parâmetros do 

processo, houve uma variação no diâmetro dos poros (faixa de tamanho: 254 μm a 875 

μm) para os scaffolds híbridos PVA-VB (Figura 5.6 (A)). No entanto, uma diminuição 

na faixa de tamanho dos poros foi encontrada nos scaffolds híbridos PVA-VB-5Co, 

variando de 100 μm a 200 μm (Figura 5.6 (B)). Para scaffolds híbridos PVA-VB-10Co 

(Figura 5.6 (C)), a faixa de tamanho de poro foi de 230 μm a 507 μm. 
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Figura 5-5. Microscopia eletrônica de varredura dos scaffolds híbridos de (A) PVA-VB, 60 x; (B) PVA-
VB-5Co, 60 x; (C) PVA-VB-10Co, 60 x.  
Barra de escala = 2 mm. 

 

A Figura 5.6 contém o mapeamento de raios-x para a presença do elemento químico Co 

nos scaffolds híbridos PVA-VB-5Co (Figura 5.6 (A) e (B)) e PVA-VB-10Co (Figura 



74 
 

 

5.6 (C) e (D)). Os resultados observados indicam que o elemento Co está 

uniformemente distribuído nos scaffolds híbridos. 

 

A uniformidade da distribuição de Co encontrada neste estudo foi semelhante a um 

estudo anterior 211, fornecendo uma distribuição de íons terapêuticos adequada no 

scaffold híbrido. Pode-se dizer que esses resultados são vantajosos para essas amostras 

que foram submetidas a vários ciclos de imersão em diferentes soluções para 

neutralização e lavagem após a síntese, o que poderia causar tanto a perda de Co contida 

nos scaffolds híbridos como a alteração na sua distribuição. 

 

 
Figura 5-6. Microscopia eletrônica de varredura dos scaffolds híbridos de A) PVA-VB-5Co, 150 x e C) 
PVA-VB-10Co, 150 x; mapeamentos químicos de Co para B) PVA-VB-5Co, 150 x e D) PVA-VB-10Co, 
150 x.  
Barra de escala = 1 mm. 

 

Os resultados da EDS mostram a presença de silício (Si), cálcio (Ca), fósforo (P), cloro 

(Cl), sódio (Na) e flúor (F) nas amostras, como mostra a Figura 5.7. A presença do 

elemento químico Co foi confirmado para os scaffolds híbridos incorporados com Co, 

bem como o seu aumento proporcional ao conteúdo adicionado às amostras. 
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Figura 5-7. Espectro de EDS de scaffolds híbridos de PVA-VB, PBA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 
 

Nas análises de EDS, foi encontrada a presença de F que pode estar relacionada ao 

ácido fluorídrico (HF) usado como catalisador durante a síntese de scaffolds híbridos, 

que levou à precipitação de CaF2, como mostra a análise de DRX apresentada 

anteriormente (Figura 5.4). Uma concentração reduzida de Cl foi observada e pode estar 

relacionada ao ácido clorídrico usado para controlar o pH, enquanto o Na pode ser 

derivado do surfactante (Lauril Éter Sulfato de Sódio) usado durante o processo de 

formação de espuma. 

 

5.3.6 Avaliação da microestrutura e distribuição do tamanho dos poros dos 

scaffolds híbridos 

A Figura 5.8 mostra a distribuição do tamanho dos poros e os modelos 3D obtidos por 

micro-CT, enquanto a porosidade total, porosidade aberta e tamanho médio dos poros 

são mostrados na Tabela 5.2. Uma ampla distribuição do tamanho dos poros pode ser 

observada em todas as amostras. A porosidade total aumentou para amostras com maior 
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teor de Co e a análise mostra uma alta fração de poros abertos na estrutura dos scaffolds 

para todas as amostras, indicativa de uma estrutura porosa interconectada. 

 

 
Figura 5-8. Modelos Micro-CT 3D e distribuição do tamanho dos poros obtidos dos scaffolds híbridos de 
A) e B) PVA-VB; C) e D) PVA-VB-5Co; E) e F) PVA-VB-10Co.  
Barra de escala: 100 µm. 
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Tabela 5.2. Dados da análise tridimensional, por microtomografia computadorizada, dos scaffolds 
híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 

Parâmetro Amostras 

PVA-VB PVA-VB-5Co PVA-VB-10Co 

Tamanho médio de poro (µm) 326,1 ± 52,5 453,9 ± 94,4 348,2 ± 43,7 

Porosidade aberta (%) 25,4 ± 4,0 46,4 ± 4,9 68,4 ± 3,2 

Porosidade total (%) 26,9 ± 3,8 46,9 ± 4,8 68,5 ± 3,1 

 

Uma estrutura porosa é necessária para os scaffolds na engenharia de tecidos ósseos, 

pois eles permitem a migração e proliferação de osteoblastos e células-tronco 

mesenquimais, bem como a vascularização adequada do implante 212. Além disso, uma 

superfície porosa melhora o intertravamento mecânico entre o biomaterial do implante e 

o osso natural circundante, proporcionando maior estabilidade mecânica nessa interface 

crítica 213. O desenvolvimento de um scaffold altamente poroso com estrutura de poros 

interconectados é essencial para o movimento e crescimento celular, formação de matriz 

e vascularização de novos tecidos. Os scaffolds híbridos deste estudo apresentaram uma 

matriz tridimensional com poros interconectados. As amostras contendo Co incorporado 

apresentaram maior porosidade do que a amostra sem Co (68,4% para PVA-VB-10Co e 

46,4% para PVA-VB-5Co). Um estudo anterior foi realizado com scaffolds baseados 

em PVA-VB através do método sol-gel, onde foi usado o sistema de formação de 

espuma para obtenção da porosidade dos scaffolds. Os autores obtiveram porosidade de 

60% dos scaffolds 135. Neste trabalho, a mesma composição de VB foi utilizada e a 

pososidade total obtida para o scaffold híbrido PVA-VB-10Co foi de 68,5%, mostrando 

uma porosidade importante que permite a migração celular, transporte de nutrientes, 

vascularização e crescimento de tecidos. 

 

Os scaffolds com poros na faixa de 85 e 325μm possuem uma estrutura adequada para 

permitir a vascularização celular 214,215. Portanto, podemos afirmar que a estrutura de 

poros obtida nos scaffolds híbridos produzidos neste trabalho é propícia à engenharia de 

tecidos, exibindo uma rede macroporosa com distribuição adequada do tamanho dos 

poros. Na Tabela 6.1, podemos ver que, à medida que o conteúdo de Co adicionado ao 

scaffold híbrido aumentou, houve um aumento na porosidade e interconectividade das 

amostras. Os resultados para todas as amostras descrevem características morfológicas 
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consistentes com as necessárias para materiais utilizados como matrizes de crescimento 

celular 125,216. Um fato importante a ser mencionado é que matrizes tridimensionais 

altamente macroporosas foram desenvolvidas neste trabalho por processo de formação 

de espuma, sendo um diferencial quando comparado a literatura 217. 

 

5.3.7 Comportamento mecânico: teste de compressão 

A Figura 5.9 mostra a resposta à tensão compressiva para os scaffolds híbridos. As 

amostras submetidas a esses testes foram preparadas a partir da região mais homogênea 

das amostras para alcançar resultados mais representativos. O comportamento mecânico 

dos scaffolds híbridos macroporosos demonstra um aumento na tensão proporcional à 

deformação na região inicial. Há uma região, cujo limite não está claramente definido 

na curva, que pode ser relacionado com o comportamento plástico dos scaffolds 

híbridos. Depois, há um aumento da tensão com a deformação que pode estar 

relacionado à densificação dos scaffolds híbridos, onde as estruturas dos poros são 

colapsadas, uma vez que as amostras não sofreram ruptura por força de compressão, e 

os testes foram interrompidos com 50% de deformação. 

 

 
Figura 5-9. Curvas de tensão de compressão x deformação dos scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-
5Co e PVA-VB-10Co. 

 

A Tabela 5.3 mostra o módulo elástico e a tensão de compressão na deformação de 

50%, obtidos para todas as amostras. Os scaffolds híbridos contendo Co apresentaram 
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maior módulo de elasticidade, com valor máximo de 20,2 ± 7,1 MPa para PVA-BG-

5Co, e também maior tensão de compressão para deformação de 50%, quando 

comparado à amostra sem cobalto, atingindo 2,0 ± 0,2 MPa. 

 

Tabela 5.3. Módulo de elasticidade e tensão à deformação de 50% para os scaffolds híbridos PVA-VB, 
PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 

Amostras E (MPa) s50% (MPa) 

PVA-VB 6,6 ± 2,0 1,1 ± 0,2 

PVA-VB-5Co 20,2 ± 7,1 2,0 ± 0,2 

PVA-VB-10Co 19,6 ± 4,1 1,5 ± 0,5 

 

De acordo com Vyas et al. 218, a adição de cobalto ao VB aumenta a resistência à 

compressão. O comportamento mecânico dos scaffolds híbridos macroporosos é 

consistente com o descrito por Gibson et al. 219, onde na região inicial ocorre um 

aumento da tensão proporcional à deformação, o que pode estar relacionado à 

compressão elástica da estrutura porosa. O comportamento plástico observado nas 

amostras pode ser justificado pela alta proporção de polímero contido nas amostras 

(cerca de 84%) e pelas estruturas de poros sobrepostas 150. O cobalto aumentou a rigidez 

dos scaffolds híbridos. O comportamento da compressão mecânica dos scaffolds 

híbridos deste trabalho é adequado para a engenharia de tecidos ósseos, uma vez que os 

resultados encontrados foram compatíveis com os dados da literatura para osso 

trabecular / esponjoso (2-12 MPa) 68,220. 

 

5.3.8 Comportamento in vitro após imersão em SBF 
 

5.3.8.1 Liberação de íons em SBF 

O ensaio em SBF é frequentemente realizado para avaliar o perfil de dissolução e a 

capacidade de formação de HCA dos vidros bioativos, sendo uma indicação preliminar 

de seu potencial bioativo in vivo. A Figura 5.10 apresenta as concentrações de Si, P, Ca 

e Co após imersão dos scaffolds híbridos no SBF por diferentes períodos de tempo, 

conforme avaliado pelo ICP-OES.  
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O processo de dissolução do vidro e as reações químicas na superfície do vidro ocorrem 

após a imersão em SBF, e com o passar do tempo, essas reações levam a alterações na 

composição química da solução, que podem ser usadas como um meio de avaliar as 

reações que ocorrem na superfície do vidro. Uma liberação controlada de íons é 

desejada para melhorar o desempenho desses materiais. A Figura 5.10 mostra uma 

liberação elevada de Si para ambos scaffolds híbridos de PVA-VB, PVA-VB-5Co e 

PVA-VB-10Co. A liberação de silício determinada após a primeira hora de imersão foi 

semelhante, estabilizando após 72 horas de imersão em todas as amostras. Observou-se 

uma liberação ligeiramente mais alta de Si para PVA-VB em comparação com PVA-

VB-5Co e PVA-VB-10Co, criando assim uma rede mais aberta e afetando o perfil de 

dissolução do vidro. 

 

 
Figura 5-10. Variação no conteúdo de Si, Ca, P e Co com o tempo de imersão em uma solução de fluido 
corporal simulada para os scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 
 

Trabalhos anteriores mostraram que a liberação de Si de 0,1 a 100 ppm poderia 

favorecer a citocompatibilidade, apresentando efeitos estimuladores sobre as células 
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171,221, o que está dentro da faixa de liberação de íons observada para todas as amostras 

durante este estudo de liberação e dissolução em SBF. A liberação de silício também 

aumenta a concentração de grupos silanol (Si-OH) na superfície do vidro, que é uma 

etapa importante no processo de formação da camada de HCA 222. Após a dissolução da 

sílica e a formação dos grupos silanol, ocorre liberação local de Ca2+, e a migração de 

PO43- do volume para a superfície do vidro, o que reduz a concentração de P em solução 
222. Tal fato foi observado para as amostras em análise, já que a concentração de P no 

SBF reduziu ao longo do tempo para todas as amostras, possivelmente associada à 

remoção de espécies solúveis de fosfato para formar a camada de fosfato de cálcio na 

superfície do híbrido 223. Os íons cálcio e fosfato se combinam, formando inicialmente 

uma camada amorfa de fosfato de cálcio, que posteriormente cristaliza para HCA. 

 

O Ca apresentou uma liberação inicial rápida nas primeiras horas de imersão, sendo que 

para as amostras PVA-VB e PVA-VB-10Co houve uma liberação desse íon mais lenta 

até o tempo de 24h. Após 24h a amostra PVA-VB a concentração desse íon oscilou, e a 

amostra PVA-VB-10Co estabilizou a concentração de Ca. Até o tempo de 1 semana a 

amostra PVA-VB-5Co diminuiu a taxa de liberação de Ca. A concentração de Ca no 

SBF pode estar relacionada à liberação desse íon pela amostra e à redução no teor de Ca 

relacionado à formação da camada de fosfato de cálcio. A formação da camada de 

fosfato de cálcio também é indicada pela avaliação da concentração de íons P, que reduz 

ao longo do tempo para todas as amostras. Porém para a amostra PVA-VB-5Co essa 

redução é mais gradativa até o tempo de 1 semana. Após este período a concentração de 

P reduz rapidamente, confirmando que os íons P estão migrando para a superfície do 

vidro para formar uma camada rica em Ca-P. A concentração de P atingiu quase zero 

após o ensaio de 24h para PVA-VB, enquanto que para o PVA-VB-10Co esse valor foi 

observado após 72h e para PVA-VB-5Co após 1 semana. Portanto, a liberação de íons 

Ca e P mostrou que a cinética de bioatividade pode ser reduzida quando o Co é 

incorporado na estrutura do híbrido, embora ainda tenham sido encontradas evidências 

da formação da camada de HCA. 

 

A liberação de Co dos scaffolds híbridos PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co mostrou um 

aumento abrupto, atingindo uma concentração máxima de 1,35 e 1,15 ppm para essas 

amostras em torno de 24 horas (Figura 5.10). Estudos anteriores indicaram que o Co em 

altas concentrações pode causar toxicidade celular 182–184. Tendo em vista que um 
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sistema controlado de liberação de íons é vital para promover a angiogênese, nossos 

resultados mostraram que a concentração dos íons liberados dos scaffolds PVA-VB-5Co 

e PVA-VB-10Co não excedeu 1,4 ppm, uma concentração relativamente baixa e 

considerada favorável, mostrando que os scaffolds híbridos desenvolvidos neste estudo 

podem ser um grande aliado na promoção de angiogênese. 

 

5.3.8.2 FTIR após imersão in vitro em SBF 

Para haver ligação entre o osso e os vidros bioativos é necessário a formação da camada 

de Hidroxiapatita (HCA) na superfície do vidro 195, um indicativo de sua bioatividade. 

A F 

igura 5.11 mostra espectros de FTIR dos scaffolds híbridos antes e após 14 dias em 

imersão em SBF.  

 
Figura 5-11. Espectro de FTIR para os scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co antes 
e após imersão em SBF por 14 dias. 
 

Bandas típicas de vidro bioativo podem ser observadas em todas as amostras. A 

vibração a 400-470 cm-1 está frequentemente relacionada à flexão das ligações Si-O-Si, 

observadas principalmente nas estruturas amorfas de SiO2 135,224. A absorbância entre 

1000 e 1200 cm-1 é atribuída ao alongamento assimétrico do Si-O-Si 203 que teve a 

intensidade dos picos diminuída para os scaffolds híbridos PVA-VB-5Co e PVA-BG-

10Co após a imersão. O aumento da intensidade do pico em 915 cm-1 é referente ao 

alongamento de P-O, e o aumento da intensidade de absorção em 820 cm-1 é atribuído à 

vibração de alongamento do C-O, e estão relacionados à formação de HCA na 

superfície de vidro durante o estudo SBF 30,222. Em 550 e 630 cm-1 é observado uma 
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leve vibração de flexão de P-O nos grupos fosfato de HCA, sugerindo o começo da 

precipitação da camada de fosfato de cálcio na superfície do vidro. A absorção devido 

aos grupos P-O também pode ser observada em 1200 cm-1 198 e em torno de 960 cm-1 30. 

 

A banda observada entre 3600-3000 cm-1 pode ser atribuída à ligação OH. Foi 

percebido uma redução na intensidade da banda OH ocorrida nas amostras após imersão 

por 14 dias em água DI, aspecto não observado no FTIR anterior à imersão em SBF, o 

que sugere que parte do PVA em híbridos foi removida da superfície, provavelmente 

devido ao alto pH da solução ou devido à policondensação adicional dos grupos silanol 
224. De acordo com Costa et al. 135, essa evidência fica marcante pelo processo de 

degradação dos scaffolds híbridos.  A banda de 2870 a 2895 cm-1 foi atribuída ao modo 

de alongamento de alquil (CH). O pico centrado em 1640cm-1 compatível com o da 

água adsorvida. A absorção observada na faixa de 1400 a 1550 cm-1 e 1635 cm-1 está 

relacionada aos grupos carbonato e água molecular, respectivamente 152,172.  

 

A avaliação por FTIR indica que uma camada de HCA pode ser formada nas superfícies 

dos scaffolds híbridos após imersão em SBF, com bandas típicas associadas à estrutura 

HCA. O padrão de espectro se manteve antes e após a imersão em SBF para as amostras 

PVA-VB e PVA-VB-Co, indicando que a rede principal foi mantida. 

 

5.3.8.3 DRX após dissolução in vitro em SBF 

A Figura 5.12 mostra os padrões de difração de DRX dos scaffolds híbridos antes e após 

14 dias em imersão em SBF e é observada uma estrutura amorfa com picos cristalinos. 

Como relatado anteriormente, nos scaffolds híbridos antes da imersão em SBF foram 

observados picos de difração cristalinos a 29 °, 48 °, 57 ° (2θ), que foram identificados 

como fluoreto de cálcio (CaF2 - JCPDS 04-0864). 

 

Foi observada uma banda larga amorfa na faixa de 15 a 25 ° (2θ) para todas as 

amostras. Foi observado que houve uma diminuição do halo amorfo para os scaffolds de 

PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. Um pico cristalino em 32 ° (2θ) foi relacionado à 

formação de HCA (Ca5(PO4)3(OH) - JCPDS 73-9204) para todos scaffolds híbridos, 

sendo que para os scaffolds híbridos de PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co também foram 

detectados picos cristalinos relacionados ao HCA (Ca5(PO4)3(OH) - JCPDS 73-9204) 

em 45 ° (2θ). 
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Figura 5-12. Padrões de DRX para os scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co após 
imersão em SBF por 14 dias. 
* mostram CaF2 (JCPDS 04-0864);  mostram HCA (Ca5(PO4)3(OH), JCPDS 73-0294). 

 

Na amostra PVA-VB após a imersão em SBF há a prevalência dos picos cristalinos 

observados em 29 °, 48 °, 57 ° (2θ) identificados como fluoreto de cálcio (CaF2 - 

JCPDS 04-0864) e alguns desses picos de CaF2 também permaneceram nos scaffolds 

híbridos incorporados com Co. Não foram observados picos de difratograma 

relacionados ao Co nos scaffolds híbridos incorporados com Co após o período de 

imersão. 

 

5.3.8.4 MEV e EDS após imersão in vitro em SBF 

A Figura 5.13 mostra imagens de MEV para scaffolds híbridos que foram analisados 

por MEV após imersão em SBF por 14 dias, PVA-VB (Figura 5.13 (A)), PVA-VB-5Co 

(Figura 5.13 (B)) e PVA-VB-10Co (Figura 5.13 (C)). Uma estrutura porosa pode ser 

observada para todas as amostras, porém a amostra contendo maior teor de Co mostrou 

maior grau de porosidade como pode ser visto na Figura 5.13 (C). As amostras 
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mantiveram o padrão anterior de distribuição e tamanhos de poros, mesmo após o 

período de imersão. 

 
Figura 5-13. Microscopia eletrônica de varredura dos scaffolds híbridos de (A) PVA-VB, 150x; (B) PVA-
VB-5Co, 150x; (C) PVA-VB-10Co, 150x, após 14 dias de imersão em SBF.  
Barra de escala = 1 mm. 
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A Figura 5.14 contém o mapeamento de raios-x para a presença do elemento químico 

Co para os scaffolds híbridos PVA-VB-5Co (Figura 5.1 4 (A) e (B)) e PVA-VB-10Co 

(Figura 5.14 (C) e (D)) após 14 dias de imersão em SBF. Os resultados observados 

indicam que o elemento Co está uniformemente distribuído nos scaffolds híbridos. Esse 

resultado se torna extremamente importante, pois, mesmo após o processo de 

neutralização, lavagem e imersão por 14 dias em SBF a presença do íon Co permanece 

distribuída por toda a amostra. Portanto, o íon Co não foi totalmente liberado, 

mostrando que mesmo após liberação do íon em SBF ele continua uniformemente 

distribuído na estrutura para liberação continuada.  

 

 
Figura 5-14. Microscopia eletrônica de varredura dos scaffolds híbridos de A) PVA-VB-5Co, 150 x e C) 
PVA-VB-10Co, 150 x; mapeamentos químicos de Co para B) PVA-VB-5Co, 150 x e D) PVA-VB-10Co, 
150 x.  
Barra de escala = 1 mm. MEVe mapeamento químico realizados após imersão em SBF por 14 dias. 

 

Os resultados do EDS para os scaffolds híbridos após 14 dias de imersão em SBF 

mostram a presença de silício (Si), cálcio (Ca), fósforo (P), cloro (Cl), sódio (Na) e flúor 

(F) nas amostras, como mostra a Figura 5.15. A presença do elemento químico Co foi 

confirmado para os scaffolds híbridos incorporados com Co mesmo após o período de 
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imersão. Também houve a permanência de F nas análises de EDS após os 14 dias de 

imersão em SBF. 

 

 
Figura 5-15. Espectro de EDS de scaffolds híbridos de PVA-VB, PBA-VB-5Co e PVA-VB-10Co. 
 

5.3.8.5 Medida de pH 

A Figura 5.16 mostra as medições de pH durante os 14 dias de imersão em SBF. 

Quando imersos, os scaffolds híbridos alteraram imediatamente o pH do meio, 

atingindo um valor máximo. Os scaffolds híbridos incorporados com Co demonstraram 

valores mais altos de pH após imersão em SBF em comparação com a amostra não 

incorporada ao cobalto. Após 24 h de imersão, o pH do meio caiu para todas as 

amostras. Após esse período, o pH manteve sua variação entre 7,54 e 7,6, com exceção 

da amostra PVA-VB-10Co, que após 7 dias teve uma diminuição na medição do pH 

para 7,46. 

 

Os scaffolds híbridos incorporados com Co tiveram um pH mais básico nas primeiras 

horas de imersão em SBF devido à rápida liberação desse íon 197. Um estudo anterior 
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relatou que, para a adição de óxido de cobalto ao scaffold híbrido, a sequência de 

reações que ocorrem no SBF após a imersão do vidro bioativo por vários períodos de 

tempo é favorável à formação de uma camada semelhante à hidroxiapatita na superfície 

das amostras 218. Em geral, quanto maior a degradação, maior a bioatividade. Foi 

relatado que os íons metálicos de transição nos vidros bioativos geralmente mostram um 

perfil de dissolução amplamente controlável dentro de fluidos fisiológicos para 

possíveis sistemas de entrega dentro de estruturas de regeneração tecidual 218. 

 

 
Figura 5-16. Variação do pH dos scaffolds híbridos da dissolução de SBF durante o período de 14 dias de 
imersão. 
 

5.3.9 Ensaio de crescimento Bacteriano e fúngico 

O objetivo do teste de crescimento bacteriano e fúngico foi testar a eficácia da 

esterilização dos scaffolds híbridos à 4 kGy para serem utilizados nos ensaios biológicos 

in vitro. A Figura 5.17 mostra fotos retiradas das amostras controle (CNTL), PVA-VB, 

PVA-VB-5Co e PVA-VB-10Co durante 7 dias de avaliação. Os períodos de avaliação 

escolhidos foram baseados na literatura 160,161. Não foram observados crescimento de 

microorganismos durante o período avaliado, significando que os scaffolds híbridos 

esterilizados a 4 kGy estavam aptos para serem usados nos ensaios biológicos in vitro. 
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Figura 5-17. Teste de crescimento bacteriano e fúngico dos scaffolds híbridos PVA-VB, PVA-VB-5Co e 
PVA-VB-10Co nos períodos de 1 dia (A e B), 2 dias (C e D), 3 dias (E e F), 4 dias (G e H) e 7 dias (I e 
J). 
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Os biomateriais estão continuamente em contato com tecidos corporais, sendo 

necessário esterilizar todo o produto antes da implantação em seres vivos 225 e as 

propriedades dos biomateriais devem ser estáveis após a esterilização 226. Portanto, é 

crítico e necessário analisar a compatibilidade do método de esterilização selecionado. 

Entre as técnicas de esterilização, a exposição aos raios gama é a técnica mais usada 

para esterilizar produtos farmacêuticos e dispositivos médicos devido à sua alta 

capacidade de penetração e uniformidade e sem nenhum resíduo tóxico 227. Conforme 

recomendado pela Organização Internacional de Normalização (ISO), a dose de 

esterilização deve ser definida para cada tipo de produto, dependendo de sua carga 

biológica 228. 
 

5.3.10 Ensaio de Citotoxicidade 

Neste estudo, as HUVECs foram expostas a diferentes concentrações de PI de scaffolds 

híbridos ao longo de diferentes períodos de tempo (Figura 5.18). As análises foram 

realizadas em dois períodos: 24 e 48 horas, para avaliar um efeito agudo observado no 

início do primeiro ciclo celular após o tratamento e também um efeito de toxicidade 

mais crônica; e 72 horas, quando as células já atingiram uma média de 3 ciclos 

celulares. Não foi observada citotoxicidade para todas as amostras, mesmo após 72 

horas de exposição de PI às células. A liberação de Co dos scaffolds híbridos não 

mostrou influência na atividade mitocondrial das HUVECs. 

 

Estudos anteriores indicaram que o Co em altas concentrações pode causar 

citotoxicidade celular 182–184. No entanto, neste trabalho, mesmo o scaffold híbrido 

contendo a maior concentração de Co (PVA-VB-10Co) não prejudicou a viabilidade 

celular, não apresentando, portanto, um perfil citotóxico. A avaliação MTT mostrou que 

os scaffolds híbridos liberadores de Co poderiam ser aplicados como um material 

potencial para a engenharia de tecidos, uma vez que nenhuma citotoxicidade foi 

observada em diferentes concentrações de PIs. 
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Figura 5-18. Viabilidade das HUVECs determinada pelo ensaio MTT para PVA-VB, PVA-VB-5Co, 
PVA-VB-10Co. 
Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do grupo controle. Barras de erro indicam 
± DP. Asterisco (*) indica significância estatística no nível p < 0,05, conforme determinado pelo One-
way ANOVA seguido por um pós-teste de Tukey. 
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5.3.11 Curva de crescimento celular 

O crescimento celular é uma avaliação importante para estudos de biomateriais. Para 

ensaios biológicos, os scaffolds híbridos foram esterilizados com radiação gama (4 

kGy). 

Para verificar a influência da liberação de Co no crescimento celular, o PVA-VB-10Co 

foi selecionado devido à maior concentração de Co e também o PVA-VB como material 

de referência sem Co, na concentração de 1000 µg / mL. O resultado apresentado na 

Figura 5.19 mostrou crescimento celular eficaz das HUVECs, e particularmente o 

scaffold híbrido PVA-VB-10Co que mostrou uma diferença significativa quando 

comparado ao scaffold híbrido PVA-VB e controle. 

 

 
Figura 5-19. Curva de crescimento celular na presença de PI dos scaffolds híbridos.  
O asterisco (*) representa a diferença entre o grupo PVA-VB-10Co em relação ao controle. 
 

Quando há crescimento celular na presença do material em análise, significa que esse 

material tem compatibilidade e não é citotóxico, promovendo um ambiente favorável ao 

crescimento celular. O ensaio da curva de crescimento mede o crescimento celular 

contando as células ao longo do tempo na presença do material de teste 53. Neste estudo, 

o ensaio de crescimento de HUVECs contendo a maior concentração de Co em 

scaffolds híbridos não mostrou impacto negativo no crescimento celular, indicando 
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biocompatibilidade para estudos terapêuticos. Esses resultados corroboram o ensaio 

MTT, mostrando mais uma vez que os scaffolds híbridos são promissores para uso 

potencial na Engenharia de Tecidos. 

 

5.4 Conclusões 

Novos scaffolds híbridos à base de PVA-VB incorporados com cobalto foram 

produzidos pelo método sol-gel e pelo método de formação de espuma. A incorporação 

de íons na estrutura híbrida foi alcançada através de um controle cuidadoso da química 

do processo sol-gel. Os scaffolds híbridos macroporosos foram obtidos com estrutura 

predominantemente amorfa, mas picos cristalinos relacionados à precipitação de 

fluoreto de cálcio também foram observados. A liberação de íons Co foi observada após 

imersão em SBF, apresentando liberação rápida nas primeiras horas de estudo, porém 

uma liberação controlada posteriormente. Observou-se a formação de HCA nas 

amostras contendo Co após imersão em SBF, sendo um indicativo de bioatividade. Os 

scaffolds híbridos também mostraram um módulo de elasticidade e tensão de 

compressão para 50% de deformação na faixa de osso esponjoso. 

 

As avaliações de biocompatibilidade foram realizadas pelo ensaio de viabilidade celular 

por MTT e estudos de crescimento celular, e um ambiente favorável às células foi 

observado para diferentes concentrações dos PIs de scaffolds híbridos, sem efeito 

citotóxico observado, apesar da incorporação de cobalto. Portanto, a incorporação de Co 

nos scaffolds híbridos PVA-VB, via rota sol-gel e método de formação de espuma, 

apresentou-se como uma estratégia potencial para o desenvolvimento de materiais 

superiores para osteogênese e angiogênese combinadas na Engenharia de Tecidos. 
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Capítulo 6 . CONSIDERAÇÕES FINAIS. 

Neste trabalho foi realizada a avaliação de vidros bioativos obtidos pelo processo sol-

gel a partir da incorporação de cobalto, íon metálico com potencial efeito terapêutico 

para aplicações na engenharia de tecidos. Os efeitos da incorporação desse íon na 

estrutura, biocompatibilidade, citotoxicidade, além dos efeitos angiogênicos dos vidros 

bioativos derivados da composição 58S foram avaliados. Através das micropartículas 

dos vidros bioativos, incorporadas ou não com 2,5% de CoO, foram obtidas pastilhas 

que foram submetidas à caracterização estrutural e biológica in vitro e in vivo. Foi 

observado que não houve alteração significativa na estrutura e morfologia do vidro com 

a adição de Co, e que o material se manteve predominantemente amorfo. A presença e 

distribuição homogênea do Co através do vidro bioativo foram confirmadas por MEV e 

EDS, associados ao mapeamento de raios-X com dispersão de elemento químico. 

Através do ensaio de MTT em HUVECs foi avaliada a viabilidade celular, onde foi 

observado um ambiente favorável às células em diferentes concentrações de produtos 

iônicos, sem efeitos citotóxicos apesar da incorporação de Co. Observamos através do 

ensaio de formação de tubos que o vidro bioativo contendo 2,5% de CoO mimetiza o 

desempenho do VEGFA na indução de formação de vasos sanguíneos. Além disso, essa 

mesma amostra apresentou expressão máxima do gene VEGFA após 14h, e a adição de 

Co foi eficaz na expressão do gene HIF1A também após 14h. Através dos estudos in 

vivo, o vidro bioativo incorporado com Co em sua estrutura foi capaz de aumentar a 

expressão de VEGFA e HIF1A, caracterizando uma estimulação do processo de 

angiogênese devido à liberação de Co. Esses dados foram confirmados através das 

análises histológicas e morfométricas, mostrando que o Co na estrutura do VB foi capaz 

de estimular o número de vasos que expressavam VEGFA e o número de núcleos 

positivamente marcados para HIF1A. As pastilhas formadas a partir de micropartículas 

de VB incorporadas com Co possuem propriedades promissoras para a Engenharia de 

Tecidos. 
 

Em uma segunda etapa deste trabalho foram obtidos novos scaffolds híbridos de poli 

(álcool vinílico) e vidro bioativo incorporados com cobalto pelo método sol-gel e 

método de formação de espuma. Os scaffolds híbridos apresentaram estrutura 

predominantemente amorfa, com picos cristalinos relacionados à precipitação de 

fluoreto de cálcio. A liberação de íons Co em SBF apresentou caráter de liberação 

rápida nas primeiras horas e liberação controlada posteriormente. Indícios da formação 
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da camada de HAC foram observados após 14h. Os scaffolds híbridos também 

mostraram um módulo de elasticidade e tensão de compressão para 50% de deformação 

na faixa de osso esponjoso. A esterilização dos scaffolds híbridos foi eficaz a 4 kGy e 

através do ensaio de MTT e estudos de crescimento celular, um ambiente favorável às 

células foi observado para diferentes concentrações dos PIs dos scaffolds híbridos. 

Portanto, a incorporação de Co nos scaffolds híbridos PVA-VB, via rota sol-gel e 

método de formação de espuma, apresentou-se como uma estratégia potencialmente 

favorável para o desenvolvimento de materiais superiores no sentido de estimular a 

angiogênese, devendo ser alvo de novas pesquisas no futuro. 
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Capítulo 7 . SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS 

 
• Síntese e caracterização de pastilhas com maiores dosagens de Co incorporadas 

à sua estrutura para avaliar os limites da concentração iônica terapêutica; 

• Continuidade dos ensaios de expressão gênica, com avaliação de outros genes 

envolvidos na angiogênese e osteogênese; 

• Avaliação da expressão de outros marcadores envolvidos na angiogênese e 

também na osteogênese; 

• Avaliação in vivo das pastilhas obtidas de VB e VB-Co através de implantes em 

defeitos ósseos críticos em períodos de tempo diferentes; 

• Associação de outros íons terapêuticos além do Co na estrutura do vidro 

bioativo na composição 58S e nos scaffolds híbridos, avaliando possíveis 

melhorias e efeitos cumulativos associados à esses biomateriais, o que ampliaria 

suas aplicações no contexto da engenharia de tecidos; 

• Síntese de nanopartículas de vidros bioativos e scaffolds híbridos contendo Co 

em diferentes composições para aplicações em sistemas injetáveis e 

nanocompósitos, aliando as propriedades específicas de nanopartículas com o 

potencial de liberação de íons terapêuticos;  

• Análise de XPS e RMN dos scaffolds híbridos de PVA-VB e PVA-VB-Co para 

analisar as possíveis ligações químicas presentes no material. 
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