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RESUMO 

 

Vidros bioativos são materiais de destaque na engenharia de tecidos devido à sua alta 

bioatividade e biocompatibilidade. Diferentes composições de vidros bioativos podem 

ser obtidas pelo processo sol-gel, e a sua estrutura permite a incorporação de várias 

concentrações de diferentes íons com atividades fisiológicas e propriedades 

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

aprimorando o seu desempenho. Dentre diferentes íons com propriedades 

terapêuticas estão o manganês, que tem demonstrado aprimorar a adesão celular, 

crescimento e proliferação de osteoblastos, e também o cobalto, conhecido por ser um 

poderoso agente angiogênico. Nesse contexto, este trabalho relata o desenvolvimento 

de novas composições de vidros bioativos derivados do processo sol-gel contendo 

manganês ou cobalto em sua estrutura, como potenciais íons metálicos terapêuticos. 

A influência da incorporação de diferentes concentrações desses íons na estrutura e 

propriedades dos vidros bioativos foi avaliada. Micropartículas de vidro bioativo 

contendo Mn e Co com capacidade de liberação controlada de íons em meio 

fisiológico foram obtidos. Análises estruturais confirmaram a presença de Mn2+ na 

estrutura dos vidros bioativos. Espécies Co2+ foram majoritariamente observadas nos 

vidros contendo esse íon, embora a utilização de diferentes precursores tenha 

demonstrado afetar a estrutura desses materiais, observando-se a presença de 

espécies Co3+ quando o cloreto de cobalto foi utilizado como precursor. A viabilidade 

de células expostas a diferentes concentrações do produto iônico dos materiais foi 

confirmada. Vidros bioativos contendo Mn demonstraram capacidade de estimular 

todos os estágios de diferenciação de células-tronco mesenquimais derivadas da 

medula óssea humana e subsequente mineralização, confirmando seu papel no 

aprimoramento da regeneração óssea. Já os estudos morfológicos e histológicos 

realizados após implante de vidros bioativos contendo Co em ratos demonstraram que 

não houve indução de respostas adversas, e a presença de infiltrado inflamatório e 

vasos neoformados foram indicativos de um alto nível de angiogênese no material. A 

incorporação de Mn e Co em vidros bioativos se mostrou como uma potencial 

estratégia para aprimoramento do seu potencial para a engenharia de tecidos. 

 

 

Palavras-chave: vidro bioativo; sol-gel; manganês; cobalto; 
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ABSTRACT 

 

Bioactive glasses are outstanding materials in tissue engineering due to their high 

bioactivity and biocompatibility. Different bioactive glass compositions can be obtained 

by the sol-gel process, and their structure allows the incorporation of various 

concentrations of different ions with physiological activities and therapeutic properties. 

Those ions are released during the dissolution process of the material, improving its 

performance. Among the different ions with therapeutical properties, manganese has 

been shown to enhance cell adhesion, growth and proliferation of osteoblasts, while 

cobalt is a known angiogenic agent. In this context, this work reports the development 

of new bioactive glass compositions derived from the sol-gel process, containing 

manganese or cobalt in their structure, as potential therapeutic metallic ions. The 

influence of the incorporation of different concentrations of these ions on the structure 

and properties of the bioactive glasses was evaluated. Bioactive glass microparticles 

containing Mn and Co with controlled ion release capability in physiological medium 

were obtained. Structural evaluation confirmed the presence of Mn2+ in the structure of 

bioactive glasses, while Co2+ were mostly observed in the glasses containing this ion, 

although the use of different precursors has been shown to affect the structure of these 

materials, with the presence of Co3+ species when cobalt chloride was used as 

precursor. The viability of cells exposed to different concentrations of the bioactive 

glasses ionic product was confirmed. Bioactive glasses containing Mn demonstrated 

ability to stimulate all stages of differentiation of mesenchymal stem cells derived from 

human bone marrow and subsequent mineralization, confirming their role in enhancing 

bone regeneration. The morphological and histological studies performed after the 

implantation of bioactive glasses containing Co in rats demonstrated that there was no 

induction of adverse responses, and the presence of inflammatory infiltrate and 

neoformed vessels are indicative of a high level of angiogenesis in the material. The 

incorporation of Mn and Co in bioactive glasses has proved to be a potential strategy to 

improve its potential for tissue engineering. 

 

Keywords: bioactive glass; sol-gel; manganese; cobalt 
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CAPÍTULO 1. Introdução 

 

A engenharia de tecidos é um campo multidisciplinar que combina os conhecimentos 

da engenharia e das ciências com o objetivo de reparar, substituir ou regenerar a 

função de tecidos e órgãos danificados (1). Dentre os diferentes materiais aplicados 

nessa área, os vidros bioativos apresentam grande destaque. Descoberto por Larry 

Hench em 1969 (2), os vidros bioativos induzem uma resposta específica em sua 

superfície quando implantados, resultando na formação de uma forte ligação entre o 

tecido e o material (3). O vidro bioativo surgiu 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 (4).  

 

Diferentes composições de vidros bioativos já foram sintetizadas e são alvo de 

pesquisas, como as derivadas da composição original obtida por Hench, denominada 

45S5 ou Bioglass® (45% SiO2, 24,5% Na2O, 24,5% CaO e 6% P2O5, % em peso). 

Essas diferentes composições de vidros bioativos podem ser obtidas pelo processo 

tradicional de fusão de vidros, onde os óxidos precursores são fundidos em alta 

temperatura, ou pelo método sol-gel, que se baseia na policondensação dos 

precursores orgânicos, como os alcóxidos metálicos, em baixa temperatura (3). Vidros 

bioativos com diferentes composições e obtidos por diferentes métodos apresentam 

também propriedades físico-químicas e respostas biológicas distintas, tornando 

essencial o estudo do modo de atuação desse material na regeneração de tecidos, e a 

relação entre sua composição e propriedades, com o objetivo de se projetar vidros 

bioativos com propriedades superiores para as mais diversas aplicações. 

 

A estrutura de vidros bioativos permite 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 (5,6). Esses íons são liberados exatamente no local 

do implante, onde são necessários, otimizando o efeito terapêutico e reduzindo efeitos 

colaterais. Cada componente adicionado à estrutura do vidro bioativo possui uma 

funcionalidade específica, podendo melhorar o seu desempenho. Por exemplo, prata 

possui atividade antibacteriana (7), enquanto que o estrôncio pode regular a reabsorção 

óssea (8). A liberação de lítio tem se mostrado eficaz na regeneração de cartilagens (9), 

e a angiogênese é estimulada quando o cobre ou cobalto são liberados de vidros 

bioativos (10). Terapias inorgânicas tem sido consideradas como uma alternativa  de 
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baixo custo à utilização de fatores de crescimento e terapias gênicas no reparo 

tecidual. 

 

Cobalto e manganês são íons que também tem chamado atenção nos últimos anos 

para incorporação em biocerâmicas. Manganês é um elemento que possui função 

importante no metabolismo de ossos e músculos, sendo cofator para diversas enzimas 

que estão envolvidas na remodelação da matriz extracelular. Além disso, esse íon 

influencia a ativação de integrinas, receptores que mediam as interações celulares 

com a matriz extracelular e ligantes da superfície celular, sendo importantes na 

adesão celular (11). O Mn pode ainda influenciar na reabsorção óssea induzida por 

radicais livres (12). Materiais contendo manganês têm apresentado maior adesão 

celular e favorecimento da proliferação de osteoblastos quando comparados com o 

mesmo material sem a presença desse íon (11,13). Já o cobalto pode estimular a 

angiogênese a partir de mecanismo de hipóxia, influenciando a formação de novos 

vasos sanguíneos, tendo importante papel na regeneração de tecidos. Vidros bioativos 

contendo esse íon têm sido avaliados para aplicação na engenharia de tecidos (14), 

apresentando aumento na expressão de fatores de crescimento vasculares endoteliais 

(15) e estabilização do fator de indução da hipóxia (HIF-1α) (16).  

 

Tendo isso em vista, este trabalho tem como objetivo realizar o estudo sistemático de 

novas composições de vidros bioativos derivadas da 58S (60%SiO2-36%CaO-4%P2O5, 

%molar), que tem apresentado excelente potencial para engenharia de tecidos, com 

elevada bioatividade. As novas composições foram obtidas pelo processo sol-gel, a 

partir da incorporação de cobalto e manganês em sua estrutura, íons com potencial 

efeito terapêutico, para obtenção de materiais superiores para a engenharia de 

tecidos. Apesar de trabalhos recentes terem avaliado a incorporação de Mn e Co em 

vidros bioativos derivados do processo de fusão (13,14), composições derivadas da 58S 

e obtidas pelo processo sol-gel contendo esses íons não foram estudadas. O efeito da 

incorporação desses íons nas propriedades físico-químicas e biológicas dos vidros 

bioativos foi avaliado. 

 

1.1 Roteiro da tese 
 

Uma revisão da literatura é apresentada no Capítulo 2, com foco no processamento, 

estrutura e propriedades de vidros bioativos. Já o Capítulo 3 apresenta os objetivos 

gerais do trabalho, assim como os objetivos específicos de cada capítulo desta Tese 

de Doutorado. Os Capítulos 4 a 7 apresentam os resultados obtidos durante a 
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execução desse trabalho. Esses capítulos foram descritos na forma de artigos, e 

divididos de acordo com os seus objetivos específicos. Cada capítulo é independente, 

e por esse motivo tornou-se necessário a repetição de algumas metodologias e 

definições presentes em outros capítulos. Além disso, diferentes metodologias e 

equipamentos podem ter sido utilizados para análise similares em cada capítulo, já 

que o trabalho foi realizado parcialmente na Escola de Engenharia e no Instituto de 

Ciências Biológicas (ICB) da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), e em 

parte durante o período de doutorado sanduiche no Imperial College London. 

 

No Capítulo 4, é apresentado o estudo de vidros bioativos contendo manganês, 

obtidos pelo processamento sol-gel, e o efeito dessa incorporação na estrutura, 

propriedades térmicas e texturais, dissolução, bioatividade e citotoxicidade dos 

materiais. O trabalho foi realizado em parceria com o Departamento de Fisiologia e 

Biofísica (ICB – UFMG). Já o Capítulo 5 tem o foco na avaliação de uma nova fonte de 

manganês para obtenção de vidros bioativos, e o estudo do potencial osteogênico dos 

vidros bioativos com capacidade de liberação de Mn, avaliando-se a expressão de 

diferentes marcadores da diferenciação osteogênica quando células-tronco 

mesenquimais humanas foram expostas ao produto iônico dos vidros bioativos.  

 

O Capítulo 6 descreve a incorporação de cobalto na estrutura de vidros bioativos 

derivados da composição 58S, um íon terapêutico com capacidade de aprimorar o 

processo de angiogênese. O efeito da utilização de diferentes precursores na 

incorporação de Co foi investigado, de modo a se determinar qual o mais adequado 

para as diferentes aplicações. Os trabalhos realizados no Capítulo 5 e 6 foram 

realizados durante período de estudo no Imperial College London. Diferentes 

composições de vidro bioativo contendo Co foram sintetizados no Capítulo 7, no qual a 

influência dessa incorporação na estrutura do material e a biocompatibilidade in vitro e 

in vivo também foram avaliados, em um trabalho realizado em parceria com o 

Departamento de Bioquímica e Imunologia, Departamento de Morfologia e 

Departamento de Patologia Geral (ICB – UFMG). Por fim, as considerações finais 

sobre este trabalho de Doutoramento são apresentadas no Capítulo 8, assim como 

sugestões para trabalhos futuros e publicações relacionadas a este trabalho. 
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CAPÍTULO 2. Revisão Bibliográfica 

 

2.1 O 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 (2). A composição do vidro de 45% SiO2, 24,5% 

Na2O, 24,5% CaO e 6% P2O5 (% em peso) foi selecionada de modo a fornecer P2O5 e 

a maior quantidade de CaO em uma matriz de Na2O-SiO2, com composição próxima à 

eutética, facilitando o processo de fusão. O vidro foi fundido e moldado em pequenos 

retângulos para testes em ratos, sendo posteriormente implantados em defeitos no 

fêmur desses animais. Após seis semanas de testes, observou-se que os implantes 

cerâmicos formavam uma ligação muito forte com o osso, só podendo ser removidos 

com a quebra dessa ligação (17). Foi observada a formação de cristais de hidroxiapatita 

na interface dessa ligação, posteriormente relacionada a uma série de reações que 

ocorrem em sua superfície quando em meio fisiológico (3). Os cristais de hidroxiapatita 

eram ligados a fibrilas de colágeno produzidas na interface por osteoblastos, formando 

uma forte interação entre implante e tecido (18). Essa composição de vidro bioativo, 

posteriormente denominada Bioglass® 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 (4). 

 

Composições de vidros bioativos como a 45S5 produzem rápida regeneração de osso 

trabecular, com arquitetura e qualidade biomecânica semelhante ao tecido original (19). 

No entanto, vidros bioativos têm apresentado resultados promissores também na 

regeneração de tecidos macios, abrindo um novo horizonte na aplicação desses 

materiais que ainda deverá ser explorado (20). Além disso, vidros bioativos tem 

chamado atenção devido ao seu potencial de liberação controlada de íons 

terapeuticamente ativos, com funcionalidades específicas que auxiliam no reparo de 

tecidos, como o favorecimento da angiogênese, propriedades antimicrobianas, 

influência na osteogênese, etc (21). Esses materiais podem ser utilizados na forma de 

pós, nanopartículas ou scaffolds, além de serem utilizados na fabricação de 

compósitos ou materiais híbridos, no revestimento de estruturas poliméricas e 

metálicas, entre outros (22–24), e podem ser obtidos a partir do método tradicional de 

fusão (fusão dos óxidos precursores a alta temperatura), ou pelo método sol-gel 
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(policondensação de precursores orgânicos, como os alcóxidos metálicos, a baixa 

temperatura) (25).  

 

Diversas composições de vidros bioativos foram desenvolvidas ao longo dos anos, 

podendo possuir menos componentes do que o vidro 45S5 ou apresentar elementos 

adicionais incorporados em sua estrutura, como magnésio, estrôncio, boro, zinco, 

dentre outros, que aprimoram as propriedades do material dependendo da sua 

aplicação (4). Diferentes composições resultam em alterações nas propriedades físico-

químicas e na resposta biológica desses materiais para regeneração de tecidos. 

Portanto, é essencial o estudo de como os vidros bioativos podem estimular 

ativamente e aprimorar a formação de novos tecidos, e a relação entre diferentes 

composições de vidros bioativos e suas propriedades. Esse conhecimento pode ser 

utilizado para projetar vidros bioativos com propriedades superiores, sendo modelados 

de acordo com as especificações de cada aplicação. 

2.1.1 Métodos de produção 
 

Vidros bioativos podem ser sintetizados pela rota tradicional de fusão de vidros, ou 

pelo processamento sol-gel. 

 

Vidros bioativos derivados da técnica de fusão 

 

Nesta técnica, quantidades estequiométricas de diferentes constituintes óxidos, 

carbonatos e fosfatos de alta pureza são utilizados como matéria prima (26), 

homogeneizados, e fundidos em temperaturas elevadas, normalmente entre 1350 e 

1500ºC (27). O vidro fundido pode ser vertido em moldes de grafite, de modo a se obter 

blocos de vidro sólido na forma de interesse, ou então vertidos em água ou óleo, 

obtendo-se lamelas ou flocos de vidro (28). Logo após, o material pode ser recozido 

para remover o estresse interno do vidro (26). Posteriormente a essa etapa realiza-se o 

tratamento final, como o esmerilhamento dos vidros, ou produção de pós através da 

moagem. O material final pode ser utilizado para os mais diversos fins, como por 

exemplo ser diretamente aplicado como material para preenchimento de defeitos, 

serem utilizados na produção de compósitos vidro bioativo/polímero, ou ainda na 

fabricação de matrizes tridimensionais para a engenharia de tecidos (4,13,29). O método 

de fusão é bastante flexível, permitindo a produção de diversas composições de vidros 

bioativos, simplesmente variando-se o número e a proporção das matérias primas 

utilizadas. Além do fácil controle da composição química do vidro, o método de fusão 
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apresenta processamento relativamente rápido e a possibilidade de síntese de 

grandes quantidades de uma só vez.  

 

No entanto, o teor de sílica deve ser menor que 60% (mol %) em vidros derivados do 

processo de fusão para que sejam considerados bioativos, enquanto que vidros 

bioativos sintetizados pelo método sol-gel esse valor pode chegar a até 90% (mol %) 

(28). Vidros bioativos sintetizados por esse processo, como o Bioglass®, tendem a 

cristalizar durante o processo de sinterização, formando uma fase predominantemente 

cristalina que pode afetar a bioatividade do material (27). No entanto, o processo de 

fusão continua sendo bem explorado, por ser um método de relativamente fácil 

controle, em que diferentes composições e formas de materiais podem ser obtidos, 

apresentando resultados muito atrativos para a engenharia de tecidos. 

 

Vidros bioativos derivados da técnica sol-gel 

 

O método sol-gel tem se destacado nos últimos anos como uma alternativa ao 

processo tradicional de fusão para produção de vidros. O processo é realizado em 

temperaturas baixas, permitindo controlar a estrutura de poros do gel, de acordo com 

a bioatividade e biodegradabilidade desejada (25). Além disso, composições sol-gel 

normalmente apresentam menos componentes, alta homogeneidade e pureza, e a 

possibilidade de utilização de várias rotas para obtenção da forma do produto final (30). 

Composições típicas de vidros bioativos sol-gel são aquelas do sistema ternário (31), 

como por exemplo a 58S (60% mol SiO2, 36% mol CaO, 4% mol P2O5) e 77S (80% 

mol SiO2, 36% mol CaO, 4% mol P2O5), ou do sistema binário (32), como a 70S30C 

(70% mol SiO2, 30% mol CaO). Vidros bioativos derivados do processo sol-gel 

possuem alta versatilidade, e géis, aerogéis, pós nanoporosos, materiais densos, 

matrizes tridimensionais, etc, podem ser produzidos por esse método sendo 

excelentes materiais para a regeneração de tecidos (33). 

 

O processo sol-gel consiste basicamente na transformação de um sol (suspensão 

coloidal de partículas sólidas) em um líquido (gel). A diferença entre um sol e uma 

solução reside no fato de que a solução é um sistema de uma única fase, enquanto 

que o sol é uma suspensão de uma fase sólida em uma fase líquida. Em um sol, as 

partículas coloidais são tão pequenas, da ordem de 1 a 100 nm, que as forças 

gravitacionais são desprezíveis e as interações são dominadas por forças de pequena 

ordem, tais como atração de Van der Waals e cargas superficiais (34). A diminuição da 
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carga superficial das partículas suspensas leva a perda de mobilidade através da 

interconexão, originando uma rede tridimensional rígida e porosa, o gel. 

 

Nesse processo, os precursores usados para a preparação do colóide consistem de 

um elemento metálico rodeado por vários ligantes não metálicos, sendo os mais 

utilizados os alcóxidos metálicos, como o tetraetil ortossilicato (TEOS) e o 

tetrametilortossilicato (TMOS) (35,36). Os géis silicatos poliméricos são produzidos pelas 

reações de hidrólise e condensação do precursor alcóxido (Figura 2.1)  (28). A reação 

de hidrólise substitui um grupo alcóxido por hidroxila. Duas moléculas hidrolisadas 

parcialmente podem se ligar em uma reação de condensação envolvendo grupos 

silano (Si-OH) para produzir ligações siloxanas (Si-O-Si) mais água ou álcool como 

subproduto (37). Os parâmetros de reação que influenciam a química do processo sol-

gel são o pH da solução, a razão molar de sílica e água, os catalisadores, os solventes 

e a temperatura de reação (38). 

 

 

Figura 2.1: Esquema das reações do TEOS que levam à formação de nanopartículas 

de sílica no processo sol-gel. Adaptado de Rahman et al., 2012 (37). 

 

Com o tempo, as partículas coloidais e espécies condensadas de sílica se ligam 

formando uma rede tridimensional, o gel. O processo de polimerização pode ser 

dividido em três domínios de pH’s: pH abaixo de 2, entre 2 e 7 e acima de 7, de acordo 

com as características superficiais da sílica como o ponto de carga zero (PCZ), onde a 

carga superficial é zero, e o ponto isoelétrico (PIE), onde a mobilidade das partículas 

da sílica é zero, ambos na faixa de pH entre 1 e 3. Em pH<2, a formação e a 

agregação de partículas primárias ocorrem simultaneamente. As partículas carregam 

pouca carga, o que permite a colisão entre elas, dando origem a cadeias e, 

posteriormente, a um sólido tridimensional. Já em pH’s entre 2 e 7, a polimerização 

ocorre entre espécies condensadas. Uma vez formados os dímeros, eles reagem 

preferencialmente com monômeros para formar trímeros e, que tornam a reagir para 
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formar tetrâmeros. O crescimento e agregação ocorrem por contínua adição de 

moléculas pequenas às moléculas mais condensadas, formando cadeias e, por fim, 

uma rede tridimensional. Acima do pH igual a 7, as partículas de sílica são carregadas 

negativamente e repelem-se mutuamente. Com isso, elas não colidem, 

proporcionando um crescimento das partículas sem agregação. A solubilidade dessas 

partículas influencia na taxa de crescimento, já que depende da distribuição de 

tamanho. Como as partículas pequenas são mais solúveis do que as grandes, têm-se 

uma tendência geral de crescimento do tamanho médio das partículas e uma 

diminuição no seu numero total (38–40). 

 

O tratamento térmico é utilizado posteriormente para o envelhecimento, secagem e 

estabilização do gel para a produção de vidros nanoporosos (28). O envelhecimento 

envolve a manutenção do material imerso em líquido por um longo período de tempo 

(horas a dias), em ambiente selado. Durante o envelhecimento, a policondensação 

continua junto com a reprecipitação da rede do gel, e a resistência do gel aumenta (39). 

O gel é úmido devido ao excesso de água utilizado no processo e também à água e 

etanol formados durante as reações de condensação. A evaporação de subprodutos 

do processo sol-gel presentes nos interstícios entre as nanopartículas aderidas forma 

uma estrutura porosa, típica desse processo, com diâmetros normalmente na faixa de 

1 a 30nm (28). O gel seco é posteriormente aquecido a maiores temperaturas, 

normalmente acima de 600ºC, onde ocorre a remoção de silanol da superfície (Si-OH) 

da rede porosa, resultando num sólido poroso quimicamente estável (39). Aquecimento 

a temperaturas mais elevadas levam à densificação dos materiais, com a remoção dos 

poros e aumento da densidade. A Figura 2.2 apresenta um resumo da evolução da 

nanoestrutura após diferentes etapas do processamento sol-gel, desde a formação de 

partículas primárias (com cerca de 2 nm de diâmetro), partículas secundárias (5-8 nm), 

até a formação das partículas terciárias (10-30 nm), conforme resultados obtidos para 

um modelo de vidro bioativo de composição 70S30C (41). 
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Figura 2.2: A evolução estrutura das unidades do vidro bioativo durante o 

processamento sol-gel de um modelo 70S30C. Adaptado de Lin et al., 2009 (41). 

 

Precursores normalmente utilizados para a introdução de cálcio e fósforo no vidro 

bioativo produzido pelo processo sol-gel são o nitrato de cálcio e o trietilfosfato (TEP), 

respectivamente. O processo térmico remove também subprodutos dos precursores 

não alcóxidos, como os nitratos (28). No entanto, o cálcio só entra na rede da sílica e se 

torna um modificador de rede em temperaturas maiores que 400°C (28), conforme pode 

ser observado na Figura 2.3. O nitrato de cálcio fica dissolvido no sol (Figura 2.3 (a)), 

se depositando em partículas de sílica secundárias após secagem (Figura 2.3 (b)), e 

durante a estabilização o nitrato se decompõe, sendo parte do cálcio incorporado à 

rede de partículas secundárias de sílica como modificadores de rede (41). 

 

Vidros sintetizados pelo processo sol-gel apresentam normalmente baixa resistência 

mecânica, sendo difícil obter materiais livres de trincas, especialmente monolitos. 

Esses materiais tentem a trincar durante o processo de secagem, devido 

principalmente a dois fatores: alta contração que ocorre durante a secagem, e a 

evaporação dos subprodutos líquidos durante a reação de condensação, que causa 

estresse capilar na estrutura porosa e consequentemente a fratura (27,28). Outras 

desvantagens do processo são o longo tempo de processamento e o alto custo dos 

materiais precursores. 
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Figura 2.3: Ilustração esquemática da evolução na distribuição de cálcio durante o 
estágio de gelificação (a), estágio após secagem (b), e estágio de estabilização (c) em 
processos sol-gel. Adaptado de Lin et al., 2009 (41). 
 

2.1.2 A estrutura dos vidros bioativos 
 

Vidros são caracterizados por sua estrutura amorfa e seu comportamento térmico, 

apresentando um intervalo de transição vítrea (Tg), onde o sistema se transforma de 

um líquido super-resfriado em um vidro sólido (6). A Tg é influenciada pelas 

características químicas do vidro, podendo ser alterada de acordo com elementos 

adicionados à rede do material (42). Em contraste com sólidos cristalinos, os átomos 

estão arranjados na estrutura do vidro de maneira aleatória, não apresentando uma 

organização de longo alcance. A Figura 2.4 apresenta um desenho esquemático da 

estrutura da sílica cristalina e da sílica vítrea, onde se percebe a desorganização da 

estrutura amorfa. Além disso, quando vidros são aquecidos, eles apresentam um 

decréscimo na sua viscosidade por várias ordens de grandeza, razão pela qual podem 

ser facilmente processados em várias formas, seja pelo método de fusão ou sol-gel. 
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Figura 2.4: Desenho esquemático da estrutura (a) cristalina e (b) vítrea de sílica 
(apenas três átomos de oxigênio são apresentados por tetraedro SiO4, o quarto 
estaria acima ou abaixo do plano da imagem). Adaptado de Brauer, 2015 (6). 
 

A rede vítrea é formada basicamente por dois componentes, denominados formadores 

de rede e modificadores de rede. Os formadores de rede são os principais 

componentes da estrutura do vidro, contribuindo para a formação da rede 

tridimensional, podendo formá-la sem a necessidade de componentes adicionais 

incorporados. São exemplos normalmente utilizados a sílica (SiO2), pentóxido de 

fósforo (P2O5) e o trióxido de boro (B2O3) 
(6). Já os modificadores de rede são os que 

interrompem essa estrutura tridimensional vítrea formada, tendo como exemplos o 

cálcio e o sódio.  

 

Vidros bioativos baseados em silicatos são os mais empregados atualmente. A 

unidade básica de silicatos é o SiO4 tetraédrico, que pode ser conectado com outro 

tetraedro a partir de ligações Si-O-Si, denominadas de oxigênios ligantes em ponte (6). 

Cada ânion de oxigênio é coordenado por dois cátions de silício, correspondendo aos 

vértices do tetraedro, impedindo o empacotamento de camadas de ânions e 

resultando em estruturas relativamente abertas (26). O tetraedro de silício e e suas 

ligações associadas podem ser referidas como unidades Qn, representando um silício 

que conecta a n oxigênios ligantes  (43), conforme esquema da Figura 2.5. Um estudo 

de ressonância magnética nuclear (NMR – Nuclear Magnetic Resonance) do 29Si 

demonstrou que a rede tridimensional do Bioglass® consiste primariamente de 69% de 

cadeias e anéis de unidades Q2, ou seja, com dois oxigênios ligantes, e 31% de 

unidades Q3, que fornecem ligações cruzadas à estrutura (28,44). A predominância de 

unidades Q2 mostra que a estrutura do vidro bioativo tem menor orientação quando 

comparada com vidros convencionais, que normalmente apresentam predominância 

de unidades Q3 e Q4  (6).  
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Figura 2.5: Esquema das estruturas Qn que podem descrever a conectividade da rede 
de sílica em vidros. OB representa um oxigênio ligante formador de rede (Si-O-Si). 
Fonte: Martin et al., 2012 (45) 
 

Outras composições de vidros bioativos possuem um segundo formador de rede, 

P2O5, além do SiO2. Vários trabalhos mostram que o fósforo está presente na estrutura 

de vidros bioativos na forma de ortofosfato em vez de fazer parte na rede do silicato 

(28,46), e os resultados da NRM de 31P indicam que os grupos ortofosfatos (PO4
3-) estão 

cercados por cátions modificadores de rede para fins de balanceamento de carga 

(Figura 2.6) (47), com apenas pequenas quantidades de ligações Si-O-P sendo 

observadas na estrutura de vidros bioativos (48).  

 

 

Figura 2.6: (a) O papel do fosfato como formador de rede e (b) estrutura do ortofosfato. 
Fonte: Elgayar et al., 2005 (47) 
 

O fosfato é rapidamente liberado pela estrutura do vidro quando exposto ao ambiente 

aquoso (49), principalmente devido ao fato de os grupos PO4
3- estarem isolados da rede 

de sílica, removendo os cátions modificadores de rede para fins de balanceamento de 

carga (3). Essa liberação de íons fosfatos favorece a rápida formação de uma camada 

de fosfato de cálcio amorfo na superfície do material, que se cristaliza e dá origem à 

camada de hidroxiapatita carbonatada (50).  
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Vidros bioativos podem também apresentar boratos (B2O3) como formadores de rede, 

podendo ser associados com SiO2 ou P2O5, ou sintetizados vidros com exclusivamente 

boratos no papel de formadores de rede (51,52). Boratos são também frequentemente 

utilizados como aditivos para facilitar o processamento de vidros bioativos, já que a 

sinterização de vidros boratos ou borosilicatos é mais facilmente controlada do que a 

de vidros silicatos (6,26).  

 

O segundo componente da estrutura de vidros são os modificadores de rede. Esses 

componentes alteram a estrutura do vidro convertendo oxigênios ligantes (com 

ligações químicas com caráter predominantemente covalentes) em oxigênios não 

ligantes (ligações Si-O-M+, de caráter predominante iônicas, onde M é um cátion 

modificador), alterando a estrutura do vidro (6,28). São exemplos o sódio, cálcio, 

estrôncio, dentre outros. A Figura 2.7 representa a estrutura geral de vidros bioativos 

em um modelo 3D para a composição 45S5. Cada átomo de silício é complexado com 

quatro oxigênios em um arranjo tetraédrico. Dependendo da formulação, o vidro pode 

apresentar diferentes quantidades de sódio, cálcio e outros modificadores de rede. 

Observa-se as unidades tetraédricas de grupos fosfatos isoladas da estrutura, e com 

suas cargas balanceadas pelo cátions modificadores de rede. 

 

 

Figura 2.7: Modelo da estrutura 3D do vidro bioativo 45S5, demonstrando unidades 
tetraédricas PO4 isoladas, unidades Q2 fazendo ligações cruzadas com unidades Q3 e 
unidades terminais Q1. Na (verde) e Ca (amarelo) balanceando as cargas de oxigênios 
não ligantes. Fonte: Hoppe et al., 2014 (27) 
 

O conhecimento sobre a estrutura de vidros bioativos é extremamente importante para 

a obtenção de composições alternativas e para entender o seu comportamento. Por 

exemplo, estruturas mais compactas (contendo menor teor de modificadores de rede) 
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apresentam menor taxa de dissolução e bioatividade quando comparados com 

estruturas com cadeias abertas (53). A conectividade da rede diminui ao se adicionar 

mais cátions modificadores de rede à estrutura de vidros bioativos (6). Já o fósforo 

pode ficar localizado nos interstícios da rede da sílica, extraindo alguns cátions 

modificadores para balanceamento de cargas, podendo resultar na repolimerização da 

rede de sílica, e consequentemente aumentando o valor da conectividade da rede (50). 

No entanto, é difícil prever exatamente as alterações na estrutura quando há 

substituição de íons da rede, já que muitos vidros bioativos apresentam composição 

complexa, com vários componentes, tornando essencial a análise estrutural do vidro 

bioativo (6). 

 

2.1.3 Vidro Bioativo e bioatividade 
 

A diferença na estrutura de vidros bioativos e vidros convencionais gera diferenças 

acentuadas entre suas propriedades. A estrutura aberta da rede formada em vidros 

bioativos permite que moléculas de água penetrem na sua estrutura muito mais 

facilmente do que em vidros convencionais, resultando em diferentes padrões de 

dissolução (6). Vidros bioativos apresentam uma superfície altamente reativa, capaz de 

liberar íons em solução (27). A acumulação desses produtos de dissolução causa 

alterações na composição química e no pH da solução, fornecendo regiões na sua 

superfície e um pH que induzem a nucleação de uma camada de hidroxiapatita 

carbonatada (HAC) (54).  Essa camada de HAC formada na sua superfície é similar ao 

constituinte natural do osso, e interage com fibrilas do colágeno de defeitos ósseos, 

formando uma forte ligação entre o material implantado e o tecido ósseo, estimulando 

a adesão, proliferação e diferenciação de células e consequente formação de um novo 

tecido, regenerando a área do implante (3). A bioatividade de biomateriais pode ser 

avaliada in vitro pela formação de HAC em SBF (Simulated Body Fluid), sendo um 

indicador da bioatividade in vivo (55). A solução SBF mimetiza o meio fisiológico do 

corpo, simulando as condições de concentração iônica, espécies iônicas e pH do fluido 

fisiológico, sendo o método mais utilizado para acessar o potencial de mineralização 

de biomateriais in vitro (55,56). Cinco etapas são propostas para o mecanismo geral de 

formação de HAC na superfície do vidro bioativo quando em fluido corporal in vivo ou 

em SBF in vitro (28,57,58): 

 

Etapa 1: Rápida troca iônica entre os modificadores de rede do vidro bioativo (Na+ e 

Ca2+, por exemplo) com íons H+ (ou H3O
+) presentes na solução levando à hidrólise 

dos grupos de sílica e formação de silanol (Si-OH) na superfície do vidro. A troca 
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iônica é controlada por difusão. O pH da solução aumenta como resultado da troca de 

íons H+ em solução, e regiões pobres em cátions (ricas em sílica) são formadas 

próximas à superfície do material. 

Si-O-Na+ + H+ + OH- → Si-OH+ + Na+
(aq) + OH-

 

 

Etapa 2: O aumento no pH (ou na concentração de OH-) leva ao ataque da rede de 

sílica do vidro, com quebra das ligações Si-O-Si. Sílica solúvel é perdida para a 

solução na forma de Si(OH)4, deixando mais silanóis na interface entre vidro e 

solução. 

Si-O-Si + H2O → Si-OH + OH-Si 

 

Etapa 3: Condensação e polimerização de uma região amorfa rica em SiO2 

(tipicamente 1-2µm de espessura) na superfície do vidro, sem a presença de cátions 

alcalinos e alcalinos terrosos. 

 

Etapa 4: Difusão de íons Ca2+ e PO4
3- para a superfície pela camada rica em sílica e 

pela solução, levando à formação de um filme amorfo rico em CaO-P2O5 na superfície. 

 

Etapa 5: Finalmente, ocorre a cristalização do filme amorfo rico em CaO-P2O5 pela 

incorporação de OH- e CO3
2- da solução, com formação de uma camada de HAC.  

 

Uma ilustração esquemática das etapas de formação da camada de HAC em vidros 

bioativos quando em contato com solução fisiológica é apresentada na Figura 2.8. A 

composição do vidro bioativo é a variável que tem maior influência na taxa de 

formação da camada de HAC e ligação com o tecido. Vidros com menor teor de sílica 

apresentam uma rede menos interconectada, mais susceptível à dissolução, e 

portanto as etapas descritas ocorrem mais rapidamente (28). A bioatividade é 

diretamente relacionada com a energia de dissolução da sílica no vidro (59). No entanto, 

a conectividade da rede é fundamental para a formação da HAC, e depende do teor de 

sílica e também de quais átomos modificadores estão presentes na estrutura do vidro 

(6). Por exemplo, ao se adicionar sódio em substituição ao silício, a taxa de dissolução 

aumenta, mas a substituição de sódio ou cálcio por íons de maiores valências como 

Al3+ e Ti4+ reduzem a solubilidade e consequentemente a bioatividade (60). Como a 

estrutura do vidro e a liberação de íons afeta a formação da camada de hidroxiapatita 

carbonatada em vidros bioativos, os dois fatores devem ser levados em consideração 

quando necessárias novas composições de vidros que apresentem rápida taxa de 
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formação (por exemplo, para aplicações dentárias) ou formação extremamente lenta 

(por exemplo em vidros que não mineralizem, para reparo de cartilagens) (6). 

 

 

Figura 2.8: Ilustração esquemática da sequência de reações que levam a formação de 
HAC em SBF. As primeiras três etapas envolvem reações entre a superfície do silicato 
e o fluido ao seu redor com as seguintes etapas: (1) troca iônica Ca2+ ↔ H+ e (2) 
quebra de ligações Si-O-Si, formando grupos Si-OH; (3) repolimerização 2Si-OH → Si-
O-Si + H2O. A seguir ocorre (4) formação da camada de fosfato de cálcio amorfo (ACP 
– amorphous calcium phosphate) e (5) cristalização ACP → HAC pela incorporação de 
íons adicionais. Adaptado de Gunawidjaja et al., 2012 (61). 
 

Após a formação de HAC, as próximas etapas são menos claras. No entanto, algumas 

etapas são propostas (62,63): as camadas reativas formadas aumentam a adsorção e 

dessorção de fatores de crescimento (etapa 6) e diminuem consideravelmente o 

tempo de ação dos macrófagos para prepararem o local de implante para a reparação 

do tecido (etapa 7). A fixação de células-tronco (etapa 8) e proliferação e diferenciação 

de células (etapa 9) ocorre rapidamente em materiais de elevada bioatividade. Em 

materiais com baixa bioatividade e materiais bioinertes, eventos celulares semelhantes 

podem demorar várias semanas para ocorrer em sua superfície. Células 

osteoprogenitoras colonizam a superfície dos materiais bioativos e iniciam a produção 

de vários fatores de crescimento que estimulam divisão celular, mitose, e produção de 

proteínas da matriz extracelular (etapa 10). A mineralização da matriz acontece em 

seguida, e osteócitos maduros, incorporados em uma matriz de colágeno-HAC, são os 

produtos finais do processo (etapa 11).  

 

As 11 etapas de reações que acontecem na superfície de vidros bioativos em meio 

fisiológico, listadas anteriormente, descrevem a formação de uma camada de HAC, 

que leva a formação de uma forte ligação interfacial com o osso. No entanto, produtos 
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de dissolução iônica liberados de vidros bioativos tem mostrado capacidade de induzir 

também uma resposta biológica, afetando o comportamento celular, influenciando a 

diferenciação e proliferação de células e genes envolvidos no processo de reparo de 

tecidos (27). Esses efeitos surgem como consequência da incorporação de agentes 

terapêuticos em vidros bioativos, mas também dependem das propriedades do 

material, como área e carga da superfície, cristalinidade, morfologia, etc. A Figura 2.9 

apresenta uma visão geral da resposta de vidros bioativos, com base em relatos da 

literatura. Produtos de dissolução de vidros bioativos podem estimular secreção de 

fatores de crescimento angiogênico, estimulando a neovascularização, além de 

auxiliar no aumento da proliferação de osteoblastos, e apresentar também atividade 

antibacteriana. Cada íon apresenta um efeito terapêutico específico, podendo auxiliar 

no reparo de tecidos de acordo com a finalidade desejada. 

 

 

Figura 2.9: Visão geral da resposta biológica aos produtos de dissolução de vidros 
bioativos. A liberação de íons metálicos terapêuticos adicionais durante a degradação 
da matriz é proposta para aumentar o desempenho biológico dos vidros bioativo. 
Adaptado de Hoppe et al., 2011 (21). 
 

2.2 Íons inorgânicos como agentes terapêuticos em biocerâmicas 
 

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 (6). Esses íons são liberados durante o processo de 
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dissolução do material e tem a capacidade de executar uma ação terapêutica no corpo 

humano. O estudo do efeito do produto de dissolução iônica no comportamento celular 

permite a fabricação de sistemas avançados com liberação controlada de íons com 

propriedades aprimoradas para diferentes aplicações na engenharia de tecidos (64). 

 

Íons modificadores de rede são os mais utilizados como agentes terapêuticos em 

vidros bioativos, já que são ligados ionicamente a átomos de oxigênio não ligantes, 

podendo ser liberados rapidamente por troca iônica com o fluido corporal (6). Esses 

íons são liberados exatamente no local onde eles são necessários, resultando em um 

efeito terapêutico otimizado e com redução de efeitos colaterais. Além disso, podem 

ser liberados continuamente, 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 (65). Ao longo dos últimos anos, um número crescente 

de novas composições de vidro bioativo tem sido desenvolvido, várias delas com o 

foco na incorporação de íons modificadores com potencial efeito terapêutico (21,65). 

Outras biocerâmicas, como o fosfato de cálcio e hidroxiapatita, também tem sido 

sintetizadas incorporando-se agentes terapêuticos, apresentando resultados 

promissores (66,67). 

 

Cada componente adicionado à estrutura do vidro bioativo apresenta uma 

funcionalidade específica. Por exemplo, o cálcio favorece a diferenciação de 

osteoblastos e mineralização da matriz extracelular (68), enquanto o estrôncio regula a 

reabsorção óssea e osteoclastogênese, sendo um possível agente para tratamento de 

osteoporose (8). A sílica solúvel pode contribuir para a atividade de osteoblastos, e 

altas concentração de Si foram detectadas nos estágios iniciais de calcificação da 

matriz óssea (64). O flúor é utilizado na formação de fluorapatita, reduzindo a 

desmineralização do esmalte e dentina, prevenindo cáries dentárias (69). A prata 

apresenta efeito antimicrobiano (7), assim com o gálio e cobre (70,71). O cobre pode 

ainda auxiliar na vascularização, assim como o cobalto, que promove a angiogênese 

pela ativação do fator de indução da hipóxia (10,16). O manganês é cofator de enzimas 

envolvidas na remodelação da matriz extracelular, influenciando na ativação de 

integrinas e também na inibição da reabsorção óssea (67,72,73). No entanto, um desafio 

nessa área é a obtenção de um controle de dissolução e a avaliação da sua 

concentração iônica ideal, fornecendo um ambiente favorável às células, já que muitos 

desses íons podem ser tóxicos acima de determinadas concentrações (17). 
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Apesar da já ser bem estabelecida a aplicação de vidros bioativos para reparo de 

tecidos calcificados, novos trabalhos tem mostrado o potencial desses materiais 

também para tecidos macios, com vários dos estágios iniciais de regeneração sendo 

afetados pelo produtos de dissolução dos vidros bioativos (17,20). O controle do perfil de 

liberação iônica e a composição do material permite a sua aplicação em diferentes 

tipos celulares, como nos curativos de feridas e regeneração de tecidos cardíacos, 

pulmonares e gastrointestinal (74,75). Esse “efeito reparador” em tecidos macios é 

atribuído principalmente ao aumento da angiogênese, que ocorre devido á liberação 

de íons do vidro bioativo no local do defeito (17). A incorporação de diferentes íons com 

propriedades terapêuticas na estrutura de vidros bioativos e outras biocerâmicas pode 

melhorar o desempenho desses materiais in vitro e in vivo, além de fornecer 

funcionalidades específicas para as mais diversas aplicações na engenharia de 

tecidos, estimulando genes de células através de mecanismos de regeneração e 

reparo. 

 

2.2.1 Biocerâmicas dopadas com Manganês 
 

Manganês é um elemento traço que desempenha um importante papel no 

metabolismo de ossos e músculos (13). Esse elemento encontra-se presente em 

pequenas concentrações em vários tecidos e órgãos, como osso, pâncreas, fígado e 

mucosa intestinal (13). O manganês é cofator para enzimas envolvidas na remodelação 

da matriz extracelular (ECM - extracellular matrix) e é necessário para a produção de 

proteoglicanos, componente importante de estruturas ósseas e cartilaginosas (67). A 

proteína mais importante da ECM é o colágeno, que fornece propriedades estruturais 

para tecidos conjuntivos, sendo degradada no processo de remodelação do tecido 

ósseo, com a liberação de seus componentes essenciais, tais como a prolidase, uma 

metaloprotease que tem uma exigência específica de manganês (13). O manganês 

influencia fortemente a ativação de integrinas, uma família de receptores que mediam 

as interações celulares com a matriz extracelular e ligantes da superfície celular (72,76). 

Pelas interações entre a integrina e membranas celulares, as células reconhecem e 

aderem à matriz extracelular, tendo importante papel também em outros fenômenos 

biológicos básicos como a sobrevivência, proliferação, diferenciação e morfogênese 

(11). O manganês também é conhecido por ser um elemento importante para a 

manutenção da homeostase do metabolismo da glucose e de lipídios (77). 

 

O manganês pode influenciar a inibição da reabsorção óssea induzida por radicais 

livres (12), e a osteoporose tem sido associada à deficiência prolongada desse 
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elemento (78). Alguns autores sugerem que a osteoporose pode ser causada pela falta 

de Mn, com a perda de cálcio sendo uma consequência e não a origem da doença 

(67,79,80), porém mais estudos nesta área são necessários para confirmar essa hipótese. 

Manganês como suplemento após ovariectomia em ratos foi relatado como sendo um 

inibidor eficaz da perda óssea, aumentando significativamente o nível de osteocalcina, 

um sensível biomarcador de formação óssea (12,77). Em outro trabalho, uma dieta 

deficiente em Mn resultou no aumento de fraturas e densidade óssea reduzida em 

chifres de veados (79). A deficiência de manganês pode resultar num retardo do 

processo de osteogênese, devido a uma menor atividade dos osteoblastos, podendo 

levar à deformação óssea, inibição do crescimento, e até mesmo à reabsorção óssea 

(81). 

 

Testes de citotoxicidade em hidroxiapatita contendo manganês demonstraram que a 

dopagem desse material não causa efeito tóxico na cultura de osteoblastos (73). 

Experimentos mostraram aumento no potencial de adesão de osteoblastos (células 

MC3T3-E1) em hidroxiapatitas dopadas com esse íon, quando comparados com a 

hidroxiapatita pura (11). As células aderiram às amostras, com melhor espalhamento na 

superfície da biocerâmica contendo Mn, e proteínas da matriz extracelular se 

distribuíram amplamente ao redor das células. Além disso, o potencial de proliferação 

celular foi melhorado (11). Uma solução de fosfato de cálcio que permite a deposição de 

uma camada fina nanocristalina de apatita em implantes metálicos foi modificada com 

Mn2+, e o recobrimento formado demonstrou capacidade de estimular a produção de 

osteocalcina por osteoblastos (células MG-63) (82). Fosfato tricálcico apresentou efeitos 

positivos na proliferação e diferenciação de pré-osteoblastos quando pequenas 

quantidades de Mn2+ foram adicionadas, efetivamente acelerando a mineralização 

óssea (67). No entanto, culturas de células osteoblásticas humanas com adição direta 

de Mn2+ demonstraram crescimento e proliferação celular dependente da 

concentração, reduzindo a expressão de fosfatase alcalina e expressão de colágeno 

tipo 1 em concentrações maiores que 0,01 mM MnCl2; portanto, a liberação de íons 

em um biomaterial deve ser cuidadosamente ajustada de acordo com os níveis de 

tolerância (76,83). 

 

 A dopagem com Mn também foi avaliada em vidro bioativo, com composição molar de 

até 0,5% MnO (molar), sintetizado pelo processo de fusão (13). Mn não afetou a 

estabilidade térmica do vidro, mas uma pequena redução de cinética de bioatividade 

do vidro foi observada durante as primeiras etapas do processo. Estudos da liberação 

de Mn2+ em SBF mostraram que esses íons podem estar envolvidos no mecanismo de 
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bioatividade dos vidros, podendo ser incorporados nos cristais de hidroxiapatita 

formados. Além disso, as amostras contendo manganês apresentaram aumento na 

diferenciação de osteoblastos e mineralização quando comparadas com vidros 

bioativos puros, com efeitos benéficos sobre a expressão de fosfatase alcalina e de 

proteínas morfogenéticas ósseas (13). Nanopartículas mesoporosas obtidas pelo 

método Stöber contendo Mn também apresentaram liberação controlada desse íon, 

além de atividade antibacteriana devido ao produto de dissolução dos vidros bioativos 

(84). 

 

A dopagem de biocerâmicas com manganês é promissora, já tendo demonstrado 

diversos benefícios principalmente em hidroxiapatita. No entanto, poucos trabalhos 

relatam a dopagem de vidros bioativos com esse elemento, principalmente em vidros 

bioativos sintetizados pela rota sol-gel, sendo uma área promissora para o 

desenvolvimento de novos biomateriais. 

 

2.2.2 Biocerâmicas dopadas com Cobalto 
 

O cobalto é um conhecido agente estabilizador do fator de indução da hipóxia (HIF-

1α), tendo como consequência a ativação de uma cascata de genes pró-

vasculogênicos críticos para a angiogênese (14,85). A angiogênese é de extrema 

importância para a regeneração de tecidos ósseos, e depende do estimulo hipóxico e 

da produção de fatores de crescimento vasculares endoteliais (VEGF – vascular 

endotelial growth factor). O fator de indução da hipóxia 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 e o metabolismo celular, além de poder recrutar células inflamatórias e 

mesenquimais e influenciar a diferenciação (86). O fator de transcrição HIF-1 é um 

heterodímero composto por uma subunidade HIF-1α regulada pelo oxigênio, e uma 

subunidade HIF-1β expressada constitutivamente (87). O HIF-1α é continuamente 

sintetizado e degradado em condições normais de oxigênio, mas quando em 

condições de hipóxia sua degradação é inibida, podendo dimerizar com o HIF-1β, 

levando ao recrutamento de proteínas co-ativadoras, e consequentemente ao aumento 

da transcrição. Assim, o HIF-1 media as vias fisiológicas e de desenvolvimento que 

promovem entrega de oxigênio às células e permitem que elas sobrevivam com 

privação de oxigênio (87,88). O cobalto é um conhecido agente estabilizador do HIF-1α, 

tendo como consequência a ativação de uma cascata de genes pró-vasculogênicos 

críticos para a angiogênese (14,85). Com isso, biomateriais com liberação controlada de 
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cobalto têm sido sugeridos como uma potencial estratégia para a promoção da 

neovascularização, aprimorando a regeneração de tecidos (15,16,85).  

 

Nanopartículas de hidroxiapatita contendo cobalto (5 a 12 % em peso) foram avaliadas 

para a regeneração óssea alveolar de ratos com osteoporose, demonstrando um alto 

nível de reparação após seis meses de implantação, com um aumento da densidade 

óssea alveolar, intensa angiogênese, vascularização e migração de células 

formadoras de ossos na região (89). Em outro trabalho, amostras de hidroxiapatita 

contendo íons cobalto e magnésio demonstraram aumento na expressão do HIF-1α e 

de VEGF, resultando em melhores propriedades angiogênicas do material devido à 

liberação de cobalto (90), mas também aprimorando a proliferação e diferenciação de 

osteoblastos, devido à dopagem com magnésio. Foi observada toxicidade quando a 

concentração de íons cobalto excedeu 0,45mM, porém a dupla dopagem da 

hidroxiapatita demonstrou ser uma eficaz ferramenta para melhorar as propriedades 

do biomaterial para engenharia de tecidos (90). 

 

Vidros bioativos dopados com cobalto, em especial aqueles sintetizados pela rota de 

fusão, também tem sido estudados nesses últimos anos. Trabalhos demonstram que 

os íons Co2+ podem estar presentes em vidros bioativos tanto na fase do ortofosfato, 

realizando o balanceamento de cargas, como na fase do silicato, podendo apresentar 

um papel duplo, sendo um modificador de rede, ou ainda substituindo ligações Si-O 

por Co-O na rede do vidro, interrompendo a rede do silicato e reduzindo a 

conectividade de rede (14,85). Quando amostras de vidro bioativo contendo cobalto 

foram imersas em SBF, foi observado que uma parcela dos íons Co2+ se difundiram 

pela camada de SiO2 (pobre em cobalto) formada na superfície do material, e 

consequentemente substituíram outros íons na etapa posterior de formação da 

camada de fosfato de cálcio (14). Além disso, a dissolução do vidro bioativo, liberação 

de íons em solução tampão, e formação da HAC apresentaram-se mais lentas pela 

inclusão do cobalto, de maneira dependente da concentração (85). No entanto, o ajuste 

na composição do vidro bioativo leva à liberação controlada desses íons, dentro dos 

limites terapêuticos. Estudos in vitro e in vivo indicam que a faixa de concentração 

fisiologicamente ativa de liberação desse íon está entre 50 e 250µM (3-15ppm) (14,91). 

  

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

concentrações de cobalto e demonstraram capacidade de liberação controlada desse 

íon, além de suporte à fixação e crescimento de células estromais da medula óssea 

(BMSCs- bone marrow stromal cells), sem nenhuma citotoxicidade aparente (88). 
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Scaffolds desses materiais foram preparados, e os resultados demonstraram que 

houve aumento significativo na secreção de VEGF, expressão de HIF-1α e a 

expressão gênica de BMSCs quando comparados com o mesmo material sem a 

presença de cobalto (88). Vidros bioativos contendo Cu e Co como agentes de indução 

da angiogênese foram associados a filmes de policaprolactona, demonstrando 

aumento na expressão de VEGF de fibroblastos e proliferação de células endoteliais 

da veia umbilical altamente dependente da composição do material (92). Propriedades 

angiogênicas e osteogênicas também foram observadas em compósitos contendo 

micropartículas de vidro bioativo dopadas com cobalto, onde matrizes tridimensionais 

demonstraram capacidade de contornar o problema de vascularização normalmente 

visto no campo de engenharia de tecidos (15). Portanto, vidros bioativos contendo 

cobalto e obtidos pelo processo sol-gel são promissores para a engenharia de tecidos, 

estimulando a angiogênese, fundamental para o reparo de tecidos. 

 

2.3 Aplicações clínicas de vidros bioativos 
 

Devido às suas propriedades físicas, rigidez e capacidade de formação da camada de 

hidroxiapatita em sua superfície, os vidros bioativos foram propostos principalmente 

para uso em contato com tecidos duros calcificados, como o osso (5). O primeiro 

produto clínico de vidro bioativo se tornou disponível em 1984, e foi utilizado para 

restaurar a audição de um paciente que se tornou surdo devido a uma infecção que 

degradou dois dos três ossos do ouvido médio (93). Para tal fim, foi desenvolvida uma 

prótese do ouvido médio (MEP®) a partir do vidro bioativo 45S5, utilizada para 

substituir esse osso e permitir a transmissão do som do tímpano para a cóclea, 

restaurando a audição (3). O segundo produto comercial de vidro bioativo foi lançado 

em 1988 (ERMI®), utilizado para reparar raízes dentárias e fornecer uma crista estável 

para dentaduras, sendo inserido em locais de extração de dente fresco. O material se 

mostrou extremamente estável, com melhoras significativas quando comparado com 

implantes de hidroxiapatita (3). No entanto, nenhum desses produtos é amplamente 

utilizado clinicamente, já que cirurgiões possuem preferência por produtos que possam 

ser moldados, e não aqueles de formato fixo como o MEP® e o ERMI®.  

 

Cirurgiões ortopédicos e dentistas normalmente possuem preferência pela utilização 

de partículas ou grânulos, que podem ser prensados facilmente em defeitos. O 

primeiro produto na forma de partículas de vidro bioativo 45S5 foi o PerioGlas®, 

lançado em 1993 como um enxerto sintético para reparo de defeitos na mandíbula de 

pacientes com doença periodontal. Esse material é hoje vendido em mais de 35 
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países, apresentando tamanho de partículas entre 90 e 710µm, e sendo utilizado para 

regenerar o osso ao redor da raiz danificada de dentes saudáveis, ou ainda para o 

reparo do osso da mandíbula, lhe conferindo uma qualidade óssea suficiente para 

ancorar implantes de titânio. Devido ao sucesso das partículas de vidro bioativo na 

regeneração óssea dentária, foi lançado em 1999 o NovaBone (NovaBone Products 

LCC) como um enxerto ósseo ortopédico para locais sem aplicação de carga. Os 

cirurgiões costumam misturar previamente essas partículas com o sangue do local do 

defeito, formando uma massa para mais fácil aplicação.  

 

O Biogran® é outro enxerto ósseo derivado da composição 45S5, porém com diferente 

tamanho de partícula (300 a 360µm). Diferentes composições também são 

comercializadas, como a S53P4 (BonAlive®), que foi aprovado para aplicação 

ortopédica na Europa em 2006. Implantes realizados com esses materiais têm 

demonstrado menor número de falhas mecânicas e menos infecções quando 

comparados com o autoenxerto (94). Porém uma desvantagem da composição 45S5 e 

BonAlive® em comparação com outras biocerâmicas é a sua cristalização durante o 

processo de sinterização, não podendo ser transformados em scaffolds amorfos de 

vidro bioativo, e novas composições são necessárias (3). 

 

Desde 2004, micropartículas do vidro bioativo 45S5 foram também utilizadas para 

tratamento de hipersensibilidade dentinária, a qual estima-se afetar 35% da população 

mundial. As micropartículas do produto denominado NovaMin® possuem tamanho 

médio aproximado de 18µm, e são utilizadas em pastas dentais, aderindo-se à dentina 

e formando uma camada de hidroxiapatita carbonatada similar à composição do 

esmalte dos dentes, bloqueando os túbulos e aliviando a dor por períodos 

prolongados. O sucesso da aplicação levou a estudos de partículas obtidas pelo 

processo sol-gel para aplicações contra a hipersensibilidade dentinária, e também ao 

desenvolvimento de composições mais complexas de vidros bioativos para estimular a 

formação de fluorapatita na dentina, mais resistente ao ataque ácido que a 

hidroxiapatita carbonatada (69,95). 

 

Recobrimentos de implantes metálicos com vidros bioativos também têm sido 

utilizados, aumentando a estabilidade dos implantes pela ligação formada com o 

tecido ósseo. No entanto, são poucas as composições que produzem recobrimentos 

satisfatórios e também formam a camada de hidroxiapatita na superfície do material, 

como aqueles do sistema SiO2-CaO-MgO-Na2O-K2O-P2O5 e a composição 1-98 (53% 

SiO2, 6% Na2O, 22% CaO, 11% K2O, 5% MgO, 2% P2O5, 1% B2O3, % em peso) (3). 
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Além disso, múltiplas camadas de diferentes composições de vidros bioativos podem 

ser necessárias para otimizar a dissolução do material e integração com o osso. 

Recobrimentos com elevada bioatividade podem degradar com o tempo, causando 

instabilidade do implante metálico, portanto a composição deve ser devidamente 

ajustada (3).  

 

Matrizes porosas tridimensionais (scaffolds) de vidros bioativos também têm sido 

consideradas para aplicação na engenharia de tecidos, podendo ser obtidas a partir de 

partículas de vidro bioativo por meio da técnica de réplica da esponja ou freeze-drying, 

por exemplo (5), embora ainda com aplicação clínica limitada devido principalmente à 

sua alta fragilidade. Uma alternativa é a utilização de técnicas mais avançadas de 

produção, como a impressão 3D, que podem aprimorar as propriedades mecânicas 

desse material (96), ou o recobrimento de scaffolds de vidros bioativos com materiais 

poliméricos biocompatíveis. Partículas de vidro bioativo também podem ser utilizadas 

para a síntese de compósitos (97), permitindo o seu uso em diferentes aplicações na 

engenharia de tecidos. 

 

Vidros bioativos também têm sido avaliados para aplicação clínica em contato com 

tecidos macios, demonstrando resultados animadores. A composição original 45S5 

demonstrou capacidade de promover angiogênese in vitro e também in vivo (modelos 

de ratos). Vidros bioativos contendo Ag combinado com adesivos poliméricos para 

recobrimento de feridas cutâneas foram recentemente lançadas no mercado, 

permitindo o controle de infecções devido á liberação controlada de íons Ag 

antimicrobianos do vidro de fosfato (5). Embora ainda em fase inicial de estudo, outras 

aplicações inovadoras dos vidros bioativo incluem a regeneração de tecido cardíaco, 

restituição epitelial da mucosa gástrica, regeneração do nervo periférico, reparo da 

córnea, entre outras (5,98,99). 

 

Vidros bioativos tem aumentado a qualidade de vida de milhões de pacientes, 

proporcionando uma regeneração mais rápida, e em alguns casos curando defeitos 

que não seriam recuperados por outros meios (100). No entanto, novas composições de 

vidro bioativo devem ser avaliadas, de modo a aprimorar as propriedades do material 

e ampliar o seu campo de aplicação.  
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CAPÍTULO 3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo geral 
 

Este trabalho tem como objetivo geral a obtenção de novas composições de vidro 

bioativo pelo processo sol-gel, derivadas da composição 58S, a partir da incorporação 

de cobalto e manganês em sua estrutura, íons terapêuticos com potenciais 

propriedades angiogênicas e osteogênicas, respectivamente, e a avaliação do efeito 

da incorporação desses íons nas propriedades físico-químicas e biológicas dos 

materiais.  

 

3.2 Objetivos específicos por capítulo 
 

Capítulo 4: 

 Obtenção de micropartículas de vidro bioativo contendo Mn derivados do 

processo sol-gel com até 5% MnO (%molar). 

 Estudo do efeito da incorporação de Mn nas propriedades térmicas e texturais, 

estrutura e composição química. 

 Avaliação da bioatividade e capacidade de liberação iônica dos materiais a 

partir de testes em fluido corporal simulado. 

 Estudo da viabilidade celular de osteoblastos expostos ao produto iônico dos 

vidros bioativos por MTT e imunofluorescência (LIVE/DEAD®). 

 

Capítulo 5: 

 Obtenção de micropartículas de vidro bioativo contendo Mn a partir do 

precursor nitrato de manganês hidratado (Mn(NO3)2.xH2O). 

 Avaliação das propriedades estruturais e texturais, além da composição 

química dos vidros bioativos obtidos pelo método sol-gel. 

 Análise do perfil de dissolução dos vidros bioativos em meio de cultura DMEM 

(Dulbecco modified eagle medium). 

 Estudo da viabilidade celular de células-tronco mesenquimais humanas 

expostas ao produto iônico dos vidros bioativos. 

 Avaliação da expressão de diferentes marcadores da diferenciação 

osteogênica e mineralização por células-tronco mesenquimais derivadas da 

medula óssea humana por 7, 14 e 21 dias após exposição ao produto iônico 

dos vidros bioativos. 
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Capítulo 6: 

 Obtenção de vidros bioativos contendo 5% molar de CoO derivados da 

composição 58S pelo processo sol-gel utilizando diferentes precursores 

 Avaliação da influência da utilização de diferentes precursores de cobalto na 

estrutura e propriedades dos vidros bioativos. 

 Análise da composição química, e efeito da incorporação de Co nas 

propriedades térmicas e estruturais dos vidros bioativos. 

 Avaliação do perfil de dissolução dos vidros bioativos em fluido corporal 

simulado e formação da camada de hidroxiapatita na superfície dos materiais. 

 

Capítulo 7: 

 Síntese de vidros bioativos contendo diferentes teores de CoO pelo processo 

sol-gel derivados da composição 58S utilizando cloreto de cobalto como 

precursor. 

 Efeito da incorporação de Co na estrutura e propriedades texturais dos vidros 

bioativos. 

 Análise do perfil de dissolução dos vidros bioativos em fluido corporal simulado 

e formação da camada de hidroxiapatita na superfície do material. 

 Avaliação do efeito citotóxico do produto de dissolução dos vidros bioativos em 

células endoteliais de veias umbilicais humanas e em células-tronco adiposas 

humanas. 

 Avaliação da resposta in vivo ao implante de pastilhas de vidro bioativo no 

dorso de ratos, a partir de análises histológicas e morfométricas. 
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CAPÍTULO 4. Estudo de vidros bioativos derivados do processo sol-

gel com capacidade de liberação de manganês  

 

4.1 Introdução 
 

Dentre os diferentes íons que podem ser incorporados na estrutura de vidros bioativos, 

o manganês tem apresentado grande potencial devido a sua influência no 

remodelamento da matriz extracelular (76) e mineralização óssea (67). Trabalhos 

anteriores mostraram que a incorporação de Mn em fosfato tricálcico afetou a taxa de 

mineralização óssea, enquanto que hidroxiapatitas contendo esse íon apresentaram 

grande potencial de adesão e proliferação celular em ensaios in vitro utilizando 

osteoblastos (células MC3T3-E1) para ambos os materiais (11,67). Estudos mostram que 

Mn pode influenciar a ativação de integrinas, uma família de receptores que 

influenciam as interações celulares com a matriz extracelular e com ligantes da 

superfície, consequentemente influenciando a adesão celular (72,76). Vidros bioativos 

derivados do processo de fusão contendo Mn também têm sido explorados nos 

últimos anos. Miola e pesquisadores investigaram vidros bioativos baseados na 

composição SiO2–P2O5–CaO–MgO–Na2O–K2O modificado com diferentes 

quantidades de MnO, e estudos in vitro demonstraram potencial para crescimento de 

osteoblastos e atividade osteogênica (13). No entanto, a sua concentração na estrutura 

de vidros bioativos deve ser devidamente ajustada (76,83). Apesar de vidros bioativos 

derivados do processo de fusão contendo esse íon já terem sido avaliados, vidros 

bioativos obtido pelo processamento sol-gel devem também ser estudados, podendo 

apresentar vantagens, como a sua alta área superficial e nanoporosidade, 

aprimorando o processo de dissolução e bioatividade. 

 

Nesse contexto, esse trabalho tem como objetivo a obtenção de novas composições 

de vidro bioativo derivadas da 58S (60% SiO2 - 36% CaO - 4% P2O5, % molar), a partir 

da incorporação de Mn em sua estrutura, para obtenção de um material com 

capacidade de liberação controlada de íons em meio fisiológico, como uma potencial 

estratégia para a regeneração de tecidos. A influência da incorporação de Mn, em 

substituição parcial ao teor de cálcio, nas propriedades físico-químicas e biológicas, 

além da formação da camada de hidroxiapatita na superfície do material foi 

investigada. 
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4.2 Materiais e Métodos 
 

Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich, salvo indicação em contrário. Vidros 

bioativos de composição 58S (60% SiO2 - 36% CaO - 4% P2O5, % molar)  foram 

obtidos pelo processo sol-gel: TEOS (tetraetilortosilicato 98%) e TEP (trietilfosfato 

99%) foram hidrolisados em meio ácido (ácido nítrico 2M) contendo água deionizada 

(taxa molar H2O/TEOS = 12) por 1 hora sob agitação magnética. Logo após, nitrato de 

cálcio (Ca(NO3)2.4H2O) foi dissolvido no sol, e a mistura agitada por mais uma hora. O 

gel obtido foi envelhecido a 60°C por 72 horas em recipiente fechado. Logo após, o 

recipiente foi aberto, e o material foi seco com aumento de 10°C a cada 24 horas, até 

se alcançar 120°C. O procedimento de tratamento térmico foi definido após resultados 

obtidos pelas análises térmicas: as amostras foram tratadas a 650°C, com taxa de 

aquecimento de 2°C.min-1 por 3 horas. Após resfriamento, as amostras foram moídas 

e peneiradas para se obter partículas entre 38-150µm.  

 

O cloreto de manganês (MnCl2.4H2O, Synth) foi utilizado como precursor de Mn. O 

respectivo sal foi adicionado previamente à etapa de adição do precursor do cálcio 

para cada composição contendo esse íon. Vidros contendo 1,0% MnO, 2,5% MnO e 

5,0% MnO (%molar) foram obtidos em substituição parcial ao teor de CaO nos vidros 

bioativos derivados da composição 58S.  

 

4.2.1 Caracterização das amostras de vidro bioativo 
 

Caracterização térmica e cristalização. Nesse estudo foram realizadas análises 

térmicas e de difração de raios-X (DRX). A Análise termogravimétrica (TGA – 

Thermogravimetric analysis) e a calorimetria diferencial exploratória (DSC – Differential 

scanning calorimetry) foram realizadas em equipamento SDT Q600 (TA Instruments) 

nos vidros bioativos obtidos previamente ao processo de tratamento térmico. Amostras 

foram analisadas de 25 a 1100°C, com taxa de aquecimento de 5°C.min-1 em 

atmosfera de nitrogênio (500mL.min-1). Resultados foram avaliados em software TA 

Analyzer. Uma amostra foi selecionada para estudo da cristalização das amostras, e 

espectros de DRX foram obtidos em amostras tratadas em diferentes temperaturas até 

900°C. Os espectros de DRX foram coletados em equipamento Philips PW1700, 

utilizando radiação Cu Kα a 40kV/40mA, entre 3,01 e 89,99° com passo de 0,02° e 

tempo de incidência de 1s. 
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Análise estrutural. Análises de DRX foram realizadas conforme descritos 

anteriormente para todas as amostras tratadas termicamente. Foi também realizada 

análise por FTIR (Infravermelho com transformada de Fourier), obtido em equipamento 

Thermo Scientific Nicolet iN10 equipado com acessório de reflectância difusa. Os 

espectros foram obtidos entre 400 – 4000cm-1, com 64 escaneamentos por espectro e 

resolução de 4cm-1. Já os espectros Raman foram obtidos em equipamento Jobin 

Yvon/Horiva LABRAM-HR 800 equipado com laser He-Ne (632,8nm) e microscópio 

Olympus NHX, detector CCD (Spectrum One) e tempo de aquisição entre 10 e 30s, 

dependendo da fluorescência da amostra. Para reduzir relações sinal/ruído, espectros 

foram adquiridos 5-10 vezes após fotobranqueamento de 5 a 20 minutos.  

 

Composição química. Uma camada de 0,7g de metaborato de lítio foi preparada em 

um cadinho de grafite, no qual 0,1g de cada amostra foram posteriormente 

adicionados, formando uma segunda camada, a qual foi por fim sobreposta por outra 

camada de metaborato de lítio (0,7g). O cadinho foi levado à mufla (950°C) por 10 

minutos, para fusão dos reagentes e da amostra. O cadinho foi removido da mufla, a 

mistura foi homogeneizada e fundida por mais 10 minutos. Logo após, a mistura foi 

transferida para um becker contendo 100mL de solução 10% v/v HNO3 e agitada por 

20 minutos. A solução foi diluída 10 vezes, e as concentrações de Si, Ca, P e Mn 

foram analisadas por ICP-OES (Espectrometria de emissão óptica com plasma 

acoplado indutivamente) Perkin-Elmer Optima 7300 DV, e as proporções de SiO2, 

CaO, P2O5 e MnO calculadas. 

 

Propriedades texturais. Isotermas de adsorção e dessorção de nitrogênio foram 

obtidas em equipamento Quantachrome NOVA 2200 ver. 6.11, à 77K. A área 

superficial específica (SSA - specific surface area) foi determinada por método 

Brunauer-Emmett-Teller (BET) utilizando os pontos de adsorção com pressão relativa 

entre 0.01 e 0.30, enquanto que o diâmetro e distribuição de poros foram calculados 

pelo método Barrett-Joyner-Halenda (BJH) aplicado às curvas de dessorção. 

 

Estudo de dissolução e bioatividade. Um total de 0,045g de cada amostra foi imerso 

em 30mL de fluido corpóreo simulado (SBF - Simulated Body Fluid), preparada de 

acordo com método previamente descrito (56,102), e mantidas a 37°C por 1, 3 e 24 

horas, e 3, 7 e 14 dias. Extratos obtidos em cada período de tempo foram filtrados 

(0,22µm) e analisados por ICP-OES para obtenção da concentração de Si, Ca, P e Mn 

em solução. As micropartículas foram lavadas com acetona, secas e analisadas for 
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FTIR. Esse estudo foi realizado em triplicata, e o valor médio e desvio padrão são 

apresentados. 

 

4.2.2 Estudo da citotoxicidade 
 

Produtos iônicos das amostras foram obtidos conforme descrito previamente (103). 

Amostras foram suspensas em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) a 

10000µg.mL-1, mantido em agitação por 5 horas a 37°C, e posteriormente filtradas. O 

pH do meio contendo o produto de liberação iônica foi ajustado para 7. Uma segunda 

filtração foi realizada, e o meio iônico suplementado com 10% de soro fetal bovino 

(FBS). Diluições foram realizadas utilizando DMEM suplementado com 10% FBS para 

se atingir concentrações finais de 1000µg.mL-1 e 100µg.mL-1 do produto iônico. 

 

Neste trabalho, osteoblastos foram primeiramente expostos a todos os grupos 

experimentais para determinação da sua atividade metabólica mitocondrial utilizando-

se brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2, 5-difenil-2H-tetrazólio (MTT, Sigma-Aldrich). 

A menor diluição de cada composição de vidro bioativo capaz de gerar um aumento na 

funcionalidade celular por MTT foi selecionada. Logo após, os osteoblastos foram 

expostos a estes grupos previamente selecionados e seu estado vital baseado na 

integridade da membrana plasmática/atividade da esterase foi avaliado utilizando o kit 

de viabilidade/citotoxicidade LIVE/DEAD® (Molecular Probes, Eugene). DMEM foi 

utilizado como controle negativo, e 1%Triton-X 100 (Sigma-Aldrich) como controle 

positivo. 

 

Osteoblastos foram isolados da calvária de ratos neonatos Wistar, conforme 

previamente descrito (103). Resumidamente, as calvárias foram dissecadas e libertadas 

dos tecidos moles, cortadas em pequenos pedaços e enxaguadas em solução salina 

tamponada com fosfato (PBS) estéril. Os tecidos foram incubados com 1% de tripsina-

EDTA por 5 minutos, seguidos por quatro incubações sequenciais com 2% de 

colagenase a 37°C por 45 minutos cada. O sobrenadante da primeira incubação de 

colagenase foi descartado. As outras digestões geraram uma suspensão de células 

com uma alta fração de osteoblastos. Após centrifugação a 1000g por 5 minutos, cada 

sedimento foi ressuspenso em DMEM suplementado com 10% FBS e 1% antibiótico-

antimicótico. As células foram semeadas em frascos de cultura de tecidos de 25 cm3 e 

mantidas numa incubadora a 5% CO2, 95% de umidade e 37°C. Meio fresco foi 

aplicado a cada 3 dias até a confluência ser alcançada. Após a confluência, as células 

na passagem 2 foram utilizadas para os ensaios. 
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Para avaliação por MTT, os osteoblastos (104) foram semeados em cada poço de uma 

placa com 96 poços contendo 200µL de DMEM suplementado com 10% FBS e 1% de 

antibiótico-antimicótico e mantidos por 24 horas. Logo após, as células cultivadas 

foram expostas por 72 horas aos produtos iônicos previamente preparados. Após o 

período inicial, o produto iônico foi removido e substituído por 60µL de meio DMEM 

suplementado. Logo após, foram adicionados 50 µL de solução MTT (5mg.mL-1) e as 

células foram incubadas por 4 horas. Foram adicionados 40 µL de solução SDS/4% 

HCl e incubados por 12 horas. Absorbância em 595nm foi quantificada em 

espectrofotômetro. Foram realizadas quatro diferentes medidas para cada amostra. 

 

Para análise de LIVE/DEAD®, 3x104 de células osteoblásticas foram semeadas em 

lâminas de vidro em placas de 6 poços contendo 2mL de DMEM suplementado, 

mantidos por 24 horas. As células foram posteriormente expostas aos grupos 

selecionados, e mantidos por 72 horas. Após o período de exposição, o produto iônico 

foi removido, e as células foram lavadas duas vezes com solução salina tamponada 

com fosfato (PBS), e seu estado vital foi avaliado utilizando o kit LIVE/DEAD® de 

acordo com o protocolo do fabricante. As células foram analisadas em microscópio 

confocal fluorescente (Zeiss LSM 510) com excitação em 488nm e detecção de 

calceína em 505nm, enquanto que homodímero etídio 1 foi observado a 605nm e 

excitação a 555nm. Quatro análises de campo foram realizadas em cada amostra 

individual (N=3) utilizando software ImageJ para quantificar o número de células 

mortas (vermelhas) e vivas (verdes).  

 

Todos os valores correspondentes ao testes de citotoxicidade foram normalizados de 

acordo com o controle e expressos em porcentagem da função celular (MTT) ou 

viabilidade celular (LIVE/DEAD®). O controle negativo (células funcionais ou vivas) foi 

considerado como 100%. Análises estatísticas foram realizadas pelo método One 

way/ANOVA/Bonferroni e diferenças foram consideradas significativas quando p<0.05. 

 

4.3 Resultados e discussão 
 

4.3.1 Caracterização térmica e cristalização 
 

A análise térmica foi realizada nas amostras obtidas após o processo de secagem até 

120°C com o objetivo de avaliar a influência da incorporação de Mn no comportamento 

térmico do material, já que o controle da temperatura apresenta grande influência na 
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composição e estrutura final desses materiais (104). A Figura 4.1 apresenta a curva de 

perda de massa (TGA) e a tremogravimetria derivada (DTG), que corresponde à 

derivada primeira da curva de TGA, para as amostras de vidro bioativo.  

 

 

Figura 4.1: (a) Análise termogravimétrica (TGA) e (b) Termogravimetria derivada 
(DTG) das amostras de vidros bioativos. 

 

Três estágios de perda de massa podem ser distinguidos quando as amostras foram 

aquecidas de 25 até 1100°C, conforme observados por TGA e DTG. O primeiro 

estágio de perda de massa foi observado entre 25 e 150°C, associado à remoção de 

água adsorvida no material (105) e à remoção de álcoois residuais do processo sol-gel 

(105,106). Nesse estágio, aproximadamente 10% de perda de massa foi observada em 

todas as amostras. O segundo estágio é observado entre 150 e 450°C, com um 

máximo de 35% de perda de massa, podendo ser relacionado à volatilização de água 

quimicamente adsorvida e perda de grupos orgânicos remanescentes dos 

precursores, como os alcóxidos (107), especialmente entre 250 e 290 °C. O terceiro 

estágio de perda de massa foi observado entre 450 e 590°C, sendo relacionado à 

decomposição de nitratos (NO3
-) (107). As curvas de DTG apresentam uma perda de 
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massa mais pronunciada com máximo em 545°C para as amostras VB-1Mn e VB-

2,5Mn, e à 550°C para VB, relacionadas à decomposição de nitratos. Nitrato de cálcio 

foi utilizado como precursor de Ca no processamento sol-gel, mas parcialmente 

substituído por cloreto de manganês nas amostras contendo Mn. Portanto, o aumento 

no teor de Mn resulta em uma menor perda de massa nesse último estágio já que o 

teor de nitratos presentes no sistema também diminui. Após o terceiro estágio, a perda 

de massa se estabiliza, com um máximo de 50% de perda de massa sendo observado 

após aquecimento a 600°C, conforme observado por TGA e DTG. 

 

Os resultados da análise de DSC são apresentados na Figura 4.2. Observa-se 

inicialmente uma transição endotérmica entre 260 – 290°C, relacionada à volatilização 

de água quimicamente adsorvida e perda de grupos orgânicos remanescentes dos 

precursores (107,108). Essa transição foi observada na mesma faixa de temperatura do 

segundo estágio de perda de massa observado por TGA e DTG. Um segundo pico 

bem definido pode ser observado a 543°C para VB-1Mn e VB-2,5Mn e 550°C para VB, 

sendo uma transição endotérmica relacionada à eliminação de nitratos residuais (106). 

No entanto, essa transição não foi observada para VB-5Mn, sendo consistente com os 

resultados obtidos por TGA e DTG, que não apresentaram grande perda de massa 

nessa faixa de temperatura. Uma larga transição exotérmica com início em 690°C e 

máxima entre 865 e 871°C foi observada em todas as amostras devido ao processo de 

cristalização do material (14,109). Estudos têm demonstrado que vidros bioativos tendem 

a cristalizar quando tratados acima de 850°C (110), no entanto esse processo pode 

reduzir sua bioatividade, já que a presença de fases cristalinas diminui a possibilidade 

de reações de troca iônica com o meio fisiológico (60). 

 

 

Figura 4.2: Calorimetria exploratória diferencial (DSC) de vidros bioativos 
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A Figura 4.3 apresenta os padrões de difração obtidos em função da temperatura final 

de processamento dos vidros bioativos. Com o objetivo de confirmar os resultados 

observados na análise térmica e o efeito da incorporação de Mn, foi selecionada a 

amostra VB-2,5Mn para essa avaliação. De acordo com os padrões de difração, 

evidência clara de cristalização foi observada somente após tratamento à 900°C, 

resultado consistente com os dados obtidos por DSC e com a literatura (110). Picos 

mais pronunciados podem ser relacionados às fases cristalinas wollastonita (CaSiO3) 

(111), silicato de cálcio (112) e apatita (Ca5(PO4)3(OH)) (107), que podem cristalizar na 

matriz do vidro durante o tratamento térmico. O nível de cristalinidade do vidro bioativo 

tende a aumentar de acordo com o aumento da temperatura de tratamento, e pode-se 

observar inicialmente a formação de um halo entre 15 – 31° (2θ) nas amostras 

tratadas à 200, 300 e 500°C, relacionado à uma estrutura amorfa rica em sílica (105).  À 

700°C, um halo mais pronunciado pode ser observado entre 30 e 31° (2θ), indicando 

uma organização inicial da estrutura do material, provavelmente devido à cristalização 

de pequenos núcleos de apatita (107), no entanto o caráter predominantemente amorfo 

foi mantido nessa temperatura. 

 

A Figura 4.3 (a) também apresenta o difratograma do percursor de Mn utilizado 

(MnCl2.4H2O); picos cristalinos referentes a esse sal não foram observados durante o 

tratamento térmico realizado em diferentes temperaturas, o que pode ser um indicativo 

que o Mn foi incorporado na estrutura do material. Estudos demonstraram que quando 

cloreto de cálcio é utilizado para obtenção de vidro bioativo, Ca não é incorporado à 

estrutura do material, sendo observados picos cristalinos referentes ao sal precursor 

mesmo após tratamento em diferentes temperaturas (113). 

 

Baseando-se nas análises de TGA/DSC e DRX, a temperatura de tratamento térmico 

dos vidros bioativos foi ajustada para 650°C e mantida por 3 horas, suficiente para 

promover a completa eliminação dos íons nitrato residuais e favorecer a formação de 

um material vítreo, já que a cristalização foi observada somente em temperaturas mais 

elevadas. 
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Figura 4.3: Padrões de Difração de Raios-X: (a) VB-2,5Mn em função da temperatura 
final de processamento e (b) amostras tratadas à 650°C e precursor do manganês. 
 

A Figura 4.3 (b) mostra também os padrões de difração do precursor de manganês e 

de amostras de vidro bioativo com diferentes teores de Mn após tratamento térmico a 

650°C. Os padrões de difração de diferentes amostras são similares, exibindo apenas 

uma banda de difração larga na faixa de 15 a 34° (2θ), característica de estruturas 

amorfas (114), não sendo afetada pela incorporação de Mn. Materiais amorfos 

geralmente apresentam maiores taxas de dissolução, levando a um aumento na 

bioatividade quando comparados aos materiais cristalinos. Além disso, picos 

cristalinos referentes ao precursor de manganês não foram observados nos vidros 

bioativos, sendo um indicativo da incorporação desse íon na estrutura do material, 

sem presença de cristais do sal, ao menos no nível detectável por essa técnica. 

 

4.3.2 Análise da composição química 
 

A composição química (%mol) dos vidros bioativos sintetizados pelo processo sol-gel 

e estabilizados a 650°C, determinados pelo método de dissolução por fusão de 
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metaborato de lítio [4] e análise por ICP-OES, estão apresentados na Tabela 4.1. A 

composição nominal máxima de 5,0% molar de MnO foi selecionada de acordo com 

trabalhos anteriores, no qual vidros bioativos contendo diferentes íons com 

propriedades terapêuticas foram obtidos, apresentando resultados promissores para a 

engenharia de tecidos (7,13,14,42). 

 

A análise química quantitativa de vidros bioativos é fundamental para compreender e 

correlacionar a sua estrutura com a sua composição. No entanto, diversos fatores 

podem levar à uma composição final imprecisa, como impureza dos precursores, 

precipitação de espécies, perdas durante processos de secagem, uso de meio muito 

diluído para análise de ICP, entre outros (110,115). Observou-se que as composições 

determinadas por ICP-OES para os vidros bioativos estão relativamente próximas das 

composições nominais. O teor de SiO2 e CaO nos vidros sintetizados observado está 

entre 0,5 e 3,5% da composição teórica calculada. A principal diferença observada foi 

na composição do P2O5. O TEP, que é o precursor do fósforo, foi adicionado em uma 

quantidade nominal muito menor quando comparado com o TEOS, e também reage 

mais lentamente (40), o que poderia afetar sua inserção na rede dos vidros bioativos, 

reduzindo a fração de P2O5 nos produtos finais. A análise química também confirma a 

presença de Mn nas amostras em três diferentes composições, com teores próximos 

ao nominal. 

 
Tabela 4.1: Composição química nominal e determinada pelo método de fusão de 
metaborato de lítio e ICP-OES (%mol) de vidros bioativos contendo manganês 
estabilizados à 650°C. 

Amostras 

Composição nominal (% mol) Composição ICP-OES (% mol) 

SiO2 P2O5 CaO MnO SiO2 P2O5 CaO MnO 

VB 60,0 4,0 36,0 - 60,3 2,8 36,9 - 

VB-1Mn 60,0 4,0 35,0 1,0 60,6 3,0 35,5 0,9 

VB-2,5Mn 60,0 4,0 33,5 2,5 60,9 2,9 34,0 2,2 

VB-5Mn 60,0 4,0 31,0 5,0 60,5 3,0 32,1  4,3 

 

4.3.3 Análise estrutural 
 

A análise estrutural foi realizada por FTIR, e bandas de adsorção típicas de vidros 

bioativos foram observadas, conforme apresentado na Figura 4.4. A absorbância entre 

450 e 470cm-1 pode ser relacionada à deformação angular de ligações Si-O-Si de 

estruturas amorfas (106). A absorbância entre 725 e 810cm-1 é relacionada com o 

estiramento simétrico Si-O, enquanto que o estiramento assimétrico dessas ligações 
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pode ser atribuído à bandas na faixa entre 1000 – 1200cm-1 (116). Em 965cm-1 observa-

se uma absorbância de fraca intensidade, devido à ligações Si-O contendo um 

oxigênio não ligante (Si-O-NBO) por tetraedro de SiO4 
(106,117).  

 

A deformação angular de ligações P-O de grupos PO4
3- é atribuída à absorção entre 

550 e 630cm-1 (81) e provavelmente se deve a pequenas regiões ricas em fosfato que 

podem ser formadas durante o tratamento térmico (118). O estiramento das ligações P-

O pode ser observado em aproximadamente 1180cm-1, sobrepondo-se à absorbância 

relacionada ao modo de vibração transversal dos átomos de Si em espécies cíclicas 

de vidro bioativo em 1200cm-1 (24). A banda larga observada na faixa de 1400 - 

1550cm-1 pode estar relacionada com grupos carbonato adsorvidos (81), enquanto a 

absorbância em 1635cm-1 é atribuída a água molecular adsorvida na superfície do 

vidro (24). 

 

 
Figura 4.4: Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das 
amostras VB, VB-1Mn, VB-2,5Mn e VB-5Mn. 
  

Não foram observadas diferenças significativas nos espectros de FTIR dos vidros 

contendo Mn quando comparados com o VB. No entanto, algumas diferenças notáveis 

foram observadas pela espectroscopia Raman (Figura 4.5). Bandas de 800 a 1300cm-1 

são geralmente atribuídas ao estiramento assimétrico do tetraedro de SiO4, para o 

qual o número de onda preciso depende do número de oxigênio ligantes (BO – 

bridging oxygen) ou oxigênio não ligantes (NBO – non-bridging oxygen) que 

constituem a estrutura do vidro (119). O estiramento assimétrico de Si-O é relatado na 

região entre 1000 a 1200cm-1, sendo atribuído às estruturas compostas principalmente 

de unidades BO (120,121), em particular ao estiramento assimétrico de Si-O com três 
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unidades BO (Q3) em 1080cm-1 (122). A redução da intensidade do espalhamento 

Raman observada nesta região é um indicativo da formação de unidades Q3, porém o 

estiramento assimétrico de ligações P-O pode também afetar o espalhamento Raman 

nessa região (123). Por outro lado, vidros com uma rede menos polimerizada 

geralmente apresentam uma banda larga na faixa de 900 a 980cm-1, relacionada aos 

NBO (121). Nesta região, o espalhamento Raman máximo observado em 956cm-1 pode 

ser atribuído a Si-O-Si em unidades Q2 (ligação Si-O-2NBO) (119,121). A alta intensidade 

dessa banda em todas as amostras indica a formação de uma estrutura 

desorganizada, composta principalmente de NBO, típica de vidros bioativos amorfos 

contendo modificadores de rede.  

 

Bandas de 750 a 800cm-1 são relacionadas com a deformação angular de Si-O-Si, 

embora apresente fraca intensidade Raman (120,121). Além disso, bandas em 440cm-1 e 

500cm-1 podem ser atribuídas à deformação angular e estiramento de ligações Si-O-

Si, respectivamente (32,124). As deformações assimétrica e simétrica das ligações O-P-

O em ortofosfatos podem ser observadas em 590 e 437cm-1, respectivamente (32). 

 

O espalhamento Raman de ligações Mn-O em óxidos é atribuído na literatura à 

bandas entre 500 e 900cm-1 (81). Observa-se no Raman das amostras de vidro bioativo 

contendo Mn uma banda larga nessa região, que aumenta em intensidade com o teor 

de Mn, podendo ser atribuído à vibrações Mn-O na estrutura dos vidros (81,125). Além 

disso, vibrações em 531cm-1 são comumente relacionadas ao estiramento Mn-O em 

estruturas contendo cátions Mn2+ em óxidos de manganês (125). Já o espalhamento 

Raman na região de 352cm-1 pode ser atribuído à estruturas MnOOH (125). A Tabela 

4.2 apresenta a correlação das bandas principais que aparecem nos espectros FTIR e 

Raman. 
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Figura 4.5: Espectroscopia Raman das amostras VB, VB-1Mn, VB-2,5Mn e VB-5Mn. 
 

Bandas típicas de vidros bioativos foram observadas tanto pela análise de FTIR 

quanto Raman, e a incorporação de até 5% de MnO (% molar) gerou apenas 

pequenas modificações na estrutura final do material, o que é favorável para 

manutenção do potencial bioativo. A análise estrutural demonstrou que os vidros são 

compostos principalmente de unidades NBO, o que resulta em uma rede menos 

polimerizada, tendo um papel importante na bioatividade, uma vez que afeta o 

processo de dissolução dos vidros bioativos. Bandas típicas de MnO foram 

observadas por Raman, com aumento da intensidade de acordo com a elevação do 

teor de Mn. Análises indicam que o processo sol-gel foi eficiente na incorporação de 

íons manganês na estrutura do vidro em substituição ao teor de cálcio, mantendo a 

estrutura com alto teor de NBO, essencial para a bioatividade do vidro, embora 

análises adicionais devam ser realizadas utilizando técnicas como a 29Si RMN 

(ressonância magnética nuclear) para confirmar tais análises.  
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Tabela 4.2: Correlação entre as bandas principais observada por FTIR e Raman nas 
amostras de vidro bioativo contendo manganês. 

Correlação FTIR Raman 

Si-O-Si(Estiramento 

assimétrico) 

1000 - 1200cm-1 (24)
 800 to 1300cm-1 (119) 

 

Si-O-Si (Estiramento simétrico) 725 - 810cm-1 (14)
 500cm-1 (32,126)

 

Si-O (deformação angular) 450-470cm-1 (117)
 750 - 800cm-1 (120,121)

 

P-O (estiramento) 1180cm-1 (24,110)
 963 - 965 cm-1 (123,127)

 

P-O (deformação angular) 550 e 630cm-1 (81) 437cm-1 (32,128)
 

Si-O-NBO 965cm-1 (106,117)
 956cm-1 (119,121)

 

Mn-O - 500 - 900cm-1 (81,129) 

 

4.3.4 Propriedades texturais 
 

Para caracterizar as propriedades texturais dos vidros, foram realizadas análises de 

adsorção de N2. A Figura 4.6 mostra as isotermas de adsorção/dessorção e o perfil de 

distribuição de tamanho de poros obtido a partir das isotermas de dessorção de 

nitrogênio e método BJH. Todas as isotermas podem ser identificadas como tipo IV, 

característica de materiais mesoporosos (130), em que as larguras dos poros variam de 

2 - 50nm (131). Durante a síntese sol-gel, nanopartículas primárias de sílica são 

formadas na etapa de condensação, e se aglomeram em partículas secundárias, 

formando logo após uma rede 3D, o gel (41). Durante a secagem, nanoporos 

intersticiais são formados pela remoção de subprodutos de condensação do processo, 

aumentando a área superficial do material, podendo afetar a formação de 

hidroxiapatita carbonatada (HAC) e a ligação do tecido ósseo com os vidros bioativos. 

Além disso, histereses características de isotermas do tipo IV foram observadas, 

sendo relacionadas à condensação capilar que ocorre em estruturas mesoporosas 

(132). Uma distribuição estreita de tamanho de poros pode ser observada pelas curvas 

derivadas da isoterma de dessorção, apresentando distribuição monomodal. 
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Figura 4.6: Isotermas de adsorção de nitrogênio e (b) distribuição de tamanhos de 
poros (algoritmo BJH derivado das curvas de dessorção) das amostras VB, VB-1Mn, 
VB-2,5Mn e VB-5Mn. 
 

Resultados obtidos pela análise de adsorção de nitrogênio estão apresentados na 

Tabela 4.3. As amostras apresentaram aumento na área superficial específica e 

volume de poros para vidros contendo maiores teores de Mn, porém com redução no 

tamanho médio de poros. Tal observação pode ser relacionada à substituição de poros 

grandes por diversos poros menores, já que o volume total de poros variou apenas 

ligeiramente (130). As diferenças observadas na análise de adsorção de nitrogênio 

podem estar relacionadas à modificação da rede dos vidros devido à inserção de Mn 

na estrutura de sílica em substituição ao Ca, já que a substituição de íons na rede de 

vidros bioativos pode prejudicar sua orientação durante a formação da rede, 

resultando em alterações da forma nas estruturas mesoporosas, além de causar 

defeitos estruturais potenciais (32). 

 

O diâmetro médio de poros observado está dentro da faixa mesoporosa. Trabalhos 

relatados na literatura mostram que vidros com estruturas mesoporosas apresentam 
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atrativas respostas bioativas, com grande potencial para diversas aplicações no 

campo biomédico (49), já que essa estrutura permite a adsorção de agentes biológicos, 

aprimorando a resposta biológica (61). Além disso, a estrutura mesoporosa e a elevada 

área superficial influenciam a taxa de nucleação e cristalização do HAC, conforme 

mostrado em estudos anteriores (133,134). Vidros contendo poros menores que 2nm são 

menos eficazes na nucleação de HAC, uma vez que a difusão de íons pode ser 

restrita, mas a taxa de formação de HAC aumenta para estruturas contendo 

mesoporos (133). 

 

Tabela 4.3: Propriedades texturais obtidas pela adsorção de nitrogênio para VB, VB-
1Mn e VB-2,5Mn. 

Amostras 

Área superficial 

específica 

(m2.g-1) 

Volume de poros total 

(cm3.g-1) 

Diâmetro de poros 

médio (nm) 

VB 111,3 0,289 10,4 

VB-1Mn 127,9 0,288 9,0 

VB-2,5Mn 174,6 0,317 7,3 

VB-5Mn 170,8 0,294 6,9 

 

4.3.5 Dissolução e bioatividade em SBF 
 

A formação in vitro de uma camada de HAC na superfície de um material é um 

indicativo preliminar do seu potencial bioativo in vivo (40). A taxa de formação da 

camada de HAC depende de diferentes fatores, como composição, estrutura, 

propriedades de superfície e geometria do vidro (135). Neste trabalho, amostras de vidro 

bioativo foram imersas em SBF a 37°C por diferentes períodos de tempo para avaliar o 

perfil de dissolução e formação de HAC. 

 

A Figura 4.7 apresenta os espectros de FTIR do vidro bioativo antes da imersão (0h) e 

após 1, 7 e 14 dias de imersão em SBF. A bioatividade das amostras foi evidenciada 

pelo surgimento de uma banda dupla entre 600 e 500cm-1 já no primeiro dia de 

imersão em SBF, relacionados com a deformação angular P-O em grupos PO4
3- de 

HAC (135,136). As bandas se tornaram mais intensas e bem definidas com a progressão 

do ensaio, enquanto que a absorção referente à deformação angular de Si-O em 

450cm-1 teve sua intensidade reduzida, indicando um maior teor de HAC recobrindo a 

superfície do material após períodos mais longos de imersão em SBF. Vibrações 

relacionadas ao estiramento de C-O em 800 e 890cm-1 (110) também foram observadas, 
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sugerindo a formação de hidroxiapatita carbonatada (137). Bandas típicas de vidros 

bioativos relacionadas com o estiramento assimétrico de Si-O (1000 a 1200cm-1), 

estiramento simétrico de Si-O (725 a 810cm-1) e estiramento de ligações P-O (1180cm-

1) também foram observadas. 

 

Indícios da formação da camada de HAC na superfície dos vidros bioativos foi 

observada mesmo após a incorporação de Mn em sua estrutura, já que bandas típicas 

relativas ao fosfato de cálcio e de carbonatos foram observadas em todas as amostras 

após imersão em SBF por diferentes períodos. 

 

 

Figura 4.7: Espectro de FTIR das amostras de vidros antes (0h) e após imersão em 
SBF por 1, 7 e 14 dias.  
 

Durante a avaliação da bioatividade in vitro, mudanças significativas na composição 

química da solução ocorrem em função do tempo, devido à acumulação dos produtos 

de dissolução do vidro bioativo (138). As mudanças na composição da solução SBF 

podem ser utilizadas como um modo indireto para compreender os processos que 

ocorrem na superfície do material. Neste trabalho, o perfil de liberação iônica de Si e P 

dos vidros bioativos após diferentes períodos de imersão em SBF é apresentado na 
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Figura 4.8, enquanto que a liberação iônica de Ca e Mn são apresentados na Figura 

4.9. 

 

 

Figura 4.8: Variação da concentração de silício, e fósforo após diferentes períodos de 

imersão em SBF das amostras VB, VB-1Mn, VB-2,5Mn e VB-5Mn.  

 

Observa-se uma maior concentração de Si em solução para VB-2,5Mn e VB-5Mn após 

72 horas de ensaio, que podem ser atribuídos à maior área superficial específica e 

volume de poros (135), conforme indicado na Tabela 4.3, o que facilita o processo de 

dissolução. Além disso, a estrutura contendo alto teor de NBO, conforme demonstrado 

pela análise Raman, gera uma rede mais aberta e consequentemente afeta o 

processo de dissolução do vidro, o que pode aumentar a bioatividade do material 

(120,139). No entanto, após 7 dias (168 horas), a concentração de Si se estabilizou, 

mantendo-se entre 62 e 67ppm para todas as amostras avaliadas. A liberação de 

sílica pode favorecer a citocompatibilidade, e trabalhos anteriores demonstraram que a 

liberação de Si(IV) de biomateriais entre 0,1 e 100ppm apresentam efeitos 

estimulatórios em osteoblastos (140). A liberação gradual de Si após imersão de vidros 

bioativos em SBF aumenta também a formação de grupos silanóis (Si-OH) em sua 

superfície, que apresentam um papel importante no processo de precipitação do 

fosfato de cálcio (110).  

 

Houve uma redução da concentração de P em SBF ao longo do tempo, confirmando a 

migração deste íon para a superfície do vidro, com consequente formação de uma 

camada rica em fosfato de cálcio em todas as amostras. No entanto, os íons fosfato 

permaneceram em solução por um período de tempo maior em amostras contendo 
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maior teor de Mn. Por exemplo, no caso do VB, a concentração de P caiu para 

próximo de zero após 72 horas, enquanto que para a amostra VB-1Mn essa redução 

foi observada somente após 168 horas. Já o VB-2,5Mn e VB-5Mn atingiram 

concentração próxima à 3ppm após 14 dias de ensaio. Estudos demonstraram que 

concentrações de fósforo acima de 30ppm podem resultar na redução da viabilidade 

celular, enquanto que concentrações menores induzem a biomineralização, sendo de 

interesse para aplicações em engenharia de tecidos (140). 

 

Mn foi incorporado na estrutura dos vidros bioativos em substituição parcial ao Ca, e 

apesar do teor de Ca ser menor para as amostras VB-2,5Mn e VB-5Mn, a Figura 4.9 

mostra que a liberação de Ca foi maior para essas amostras após imersão em SBF. 

Este resultado pode estar relacionado com a incorporação de Mn na estrutura do 

vidro, formando uma rede mais fracamente ligada, aumentando a taxa de dissolução 

para as amostras contendo maior teor de Mn e também à uma taxa mais baixa de 

formação de apatita na superfície do vidro para as amostras com teor mais elevado de 

Mn (141). Além disso, trabalhos anteriores mostram que o Mn pode substituir 

parcialmente o teor de Ca em cristais de hidroxiapatita ou seus precursores durante as 

diferentes etapas do processo de formação dessas estruturas (11,13), alterando perfil de 

liberação desses íons. No entanto, estudos mais detalhados a partir de outras técnicas 

devem ser realizados para confirmar o efeito de Mn na mineralização da apatita 

durante o ensaio em SBF. A importância de cálcio no processo de mineralização 

óssea é bem estabelecida, e trabalhos relatam que a liberação de Ca pode também 

induzir a proliferação de osteoblastos, aprimorando o efeito terapêutico do material 

(142). 
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Figura 4.9: Variação da concentração de cálcio e manganês após diferentes períodos 
de imersão em SBF das amostras VB, VB-1Mn, VB-2,5Mn e VB-5Mn. 
  

A Figura 4.9 mostra que, conforme esperado, a liberação de Mn em SBF foi maior 

para aquelas amostras contendo maior teor desse íon, apresentando uma liberação 

rápida nas primeiras horas de imersão, com posterior estabilização. Oscilações no 

perfil de liberação podem estar relacionados ao processo de dissolução e re-

precipitação de sais contendo Mn na superfície do material, além de uma possível 

substituição de íons Ca2+ por Mn2+ no cristal de hidroxiapatita (143), embora a presença 

de Mn na HAC não tenha sido confirmada neste trabalho. 

 

Foi observada uma concentração máxima de 2,8ppm de Mn após 14 dias de imersão 

em SBF para a amostra VB-5Mn. A liberação de Mn pelos biomateriais deve ser 

cuidadosamente ajustada, com o objetivo de se evitar efeitos citotóxicos e manter as 

suas propriedades terapêuticas. Trabalhos anteriores mostram que a proliferação de 

osteoblastos foi inibida quando estas foram expostas a concentrações maiores que 

0,1mM de MnCl2 (ou cerca de 5,49ppm de Mn2+), enquanto que concentrações 

menores apresentaram capacidade de proliferação e espalhamento de osteoblastos 

similar ou maior do que o controle (76). Análises adicionais indicam também que o efeito 

dos íons Mn nas funções celulares é altamente dependente da sua concentração, 

reduzindo a expressão de marcadores osteogênicos para concentrações mais altas 

desse íon (13,76). No entanto, para todas as amostras obtidas neste trabalho, a 

concentração máxima de Mn liberada no ensaio SBF está abaixo da concentração 

relatada que poderia prejudicar as funções celulares, sugerindo que a composição dos 
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vidros bioativos pode ser ajustada de forma a manter a liberação iônica dentro da faixa 

terapêutica. 

 

Com relação aos resultados discutidos acima, pode-se inferir que a incorporação de 

Mn na rede de vidros bioativos reduziu a taxa de formação de HAC, já que foi também 

observada uma redução mais lenta na concentração de P em SBF, especialmente 

para os primeiros estágios do processo, em concordância com trabalhos anteriores (13). 

No entanto, pela análise de FTIR pode-se observar indícios da formação da camada 

de HAC em menos de 24 horas para todas as amostras, o que podemos considerar 

como indicativo do caráter bioativo do material. De fato, trabalhos anteriores mostram 

que vidros bioativos com capacidade reduzida, que formaram a camada de HAC 

somente após 3 dias, também apresentam potencial para aplicações na engenharia de 

tecidos (136). As amostras neste trabalho apresentaram bioatividade, o que é um 

indicador positivo para aplicação na engenharia de tecidos ósseos. Além disso, dados 

sugerem que a química do vidro bioativo pode ser ajustada para liberar uma 

quantidade apropriada de diferentes íons, como Mn, Si, Ca e P, dependendo da 

aplicação. 

  

4.3.6 Estudo da citotoxicidade 
 

Conforme apresentado na Figura 4.10 (a), a avaliação da citotoxicidade por MTT 

indicou que os osteoblastos expostos a produtos iônicos das amostras de vidro 

bioativo por 72 horas não alteraram significativamente sua atividade metabólica 

mitocondrial. Esses grupos experimentais apresentaram níveis de função celular 

acima de 70%. Adicionalmente, diluições de 100µg.mL-1 e 1000µg.mL-1 produziram os 

níveis mais altos de atividade mitocondrial em osteoblastos para todas as 

composições de material. 
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Figura 4.10: (a) Atividade metabólica de osteoblastos expostos ao produto iônico de 
amostras de vidros bioativos determinada por MTT e (b) avaliação da citotoxicidade de 
osteoblastos expostos a concentrações específicas de vidros bioativos determinada 
por LIVE/DEAD. Diferenças estatísticas significantes (p<0,05) em comparação com o 
grupo controle negativo estão classificadas com asterisco (*). 
 

A viabilidade celular de vidros bioativos foi posteriormente avaliada por LIVE/DEAD, 

utilizando-se a diluição de 100µg.mL-1, que demonstrou maior viabilidade celular pelos 

resultados de MTT. Conforme apresentado na Figura 4.10(b), a avaliação da 

citotoxicidade por LIVE/DEAD® demonstrou que osteoblastos expostos ao produto 

iônico de vidros bioativos por 72 horas exibiram alto nível de viabilidade celular. Todas 

as amostras apresentaram resultados semelhantes ao controle, não causando efeito 

tóxico nos osteoblastos após exposição, e sem diferenças estatísticas quando 

comparado com o grupo controle negativo (-). No entanto, diferenças foram 

observadas quando os resultados foram comparados com o grupo controle positivo 

(+), já que tal grupo foi designado para causar efeito tóxico e destruição das células, 

levando a baixos níveis de viabilidade celular. A Figura 4.11 apresenta imagens dos 

osteoblastos expostos ao produto iônico dos vidros bioativos, nos quais células viáveis 

apresentaram fluorescência verde (primeira e terceira colunas) e células mortas 

apresentaram fluorescência vermelha (segunda e quarta colunas). Já a Figura 4.12 

apresenta a fluorescência verde (células viáveis – primeira coluna), fluorescência 

vermelha (células mortas – segunda coluna) e imagens da transmissão de luz de 

osteoblastos (terceira coluna) expostos ao produto iônico de amostras de vidro 

bioativo. Células vivas (verdes) tratadas pelos produtos iônicos apresentaram 

morfologia celular similar às células de controle (Figura 4.11) e espalhamento típico 

(Figura 4.12), e danos na membrana celular não foram identificados.  
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Figura 4.11: Imagens de osteoblastos expostos ao produto iônico de vidros bioativos, 
apresentando a fluorescência verde (células viáveis – primeira e terceira colunas) e 
fluorescência vermelha (células mortas – segunda e quarta colunas). Controle 
negativo (A e B), controle positivo (C e D), VB (E e F), VB-1Mn (G e H), VB-2,5Mn (I e 
J) e VB-5Mn (K e L). A barra representa escala de 100 μm. 
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Figura 4.12: Fluorescência verde (células viáveis – primeira coluna), fluorescência 
vermelha (células mortas – segunda coluna) e imagens da transmissão de luz de 
osteoblastos (terceira coluna) expostos ao produto iônico de amostras de vidro 
bioativo. Controle negativo (A, B e C), controle positivo (D, E e F), VB (G, H e I), VB-
1Mn (J, K e L), VB-2,5Mn (M, N e O) e VB-5Mn (P, Q e R). A barra representa escala 
de 10μm. 
 

Não foram observados efeitos citotóxicos para diferentes concentrações de vidro 

bioativo contendo Mn, conforme resultados obtidos por MTT e LIVE/DEAD. No 

entanto, apesar do ambiente favorável para as células gerado pelo produto iônico dos 

materiais, um estudo detalhado da diferenciação osteogênica deve ser realizado para 
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confirmar os aspectos relevantes do potencial terapêutico dos vidros bioativos com 

capacidade de liberação de Mn em meio biológico. 

 

4.4 Conclusões 
 

Vidros bioativos contendo Mn foram produzidos pelo processo sol-gel em diferentes 

composições, conforme avaliado por ICP-OES, apresentando estrutura amorfa, alta 

área superficial específica e porosidade. A bioatividade in vitro foi confirmada pela 

formação da camada de HAC após imersão em SBF, e a análise dos produtos de 

dissolução mostrou que a composição do vidro pode ser ajustada para liberar 

quantidades específicas de Si, Ca, P e Mn, mantendo-se a concentração dentro dos 

limites terapêuticos. Não foi observada citotoxicidade quando osteoblastos foram 

expostos à diferentes concentrações do produto iônico dos vidros bioativos. Os 

resultados indicam que a incorporação de Mn é uma potencial estratégia para 

obtenção de materiais com propriedades superiores para a engenharia de tecidos, e 

os efeitos biológicos devem ser mais profundamente investigados. 
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CAPÍTULO 5. Avaliação do potencial osteogênico de vidros bioativos 

contendo manganês derivados do processo sol-gel 

 

5.1 Introdução 
 

Produtos baseados em vidros bioativos são utilizados em diversas aplicações 

ortopédicas e dentárias, devido à sua capacidade de formar uma forte ligação com o 

tecido ósseo (3), além de estimular a expressão osteogênica a partir dos seus produtos 

de dissolução, levando à rápida regeneração óssea (8). Recentemente, o 

desenvolvimento de novas formulações de vidros bioativos pela introdução de 

diferentes íons com potencial terapêutico, como Ag, Cu, Co e Mn, têm ampliado o seu 

campo de aplicação e aprimorado as suas propriedades (21). Materiais contendo Mn 

têm sido explorados devido à capacidade desses íons de influenciar a ativação de 

integrinas, essenciais para diferentes processos celulares, como a adesão e 

proliferação, além das interações entre as células e a matriz extracelular (72,76). Além 

disso, íons Mn2+ apresentam papel importante na manutenção da massa óssea, e a 

incorporação em vidros bioativos derivados do processo de fusão demonstrou efeito 

benéfico na expressão de proteínas morfogenéticas ósseas (13). No entanto, vidros 

bioativos derivados do processo sol-gel contendo esses íons necessitam de avaliação 

adicional para confirmar o potencial do Mn no processo de diferenciação osteogênica 

e mineralização óssea. 

 

Tendo isso em vista, esse capítulo tem como objetivo a obtenção de vidros bioativos 

derivados da composição 58S contendo Mn como potencial íon terapêutico. Nitrato de 

manganês foi selecionado como precursor de Mn, com o objetivo de verificar a 

possibilidade de utilização de um diferente precursor na incorporação desse íon na 

estrutura dos vidros bioativos e a sua influência nas propriedades do material. O efeito 

dessa incorporação na estrutura, perfil de liberação iônica e citotoxicidade dos vidros 

bioativos obtidos foi avaliado. Além disso, para confirmar o potencial terapêutico dos 

íons Mn na regeneração óssea, a resposta osteogênica de células-tronco 

mesenquimais derivadas da medula óssea humana (hMSCs – human bone marrow-

derived mesenchymal stem cells) ao produto iônico dos vidros bioativos, e a expressão 

de diferentes marcadores da diferenciação osteogênica foram estudados. 
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5.2 Materiais e métodos 
 

Os estudos apresentados nesse capítulo foram realizados durante o período de 

doutorado sanduiche no Imperial College London. Reagentes, metodologias e 

equipamentos diferentes foram utilizados para sínteses e análises em relação ao 

capítulo anterior, o que ocasionou pequenas variações nos resultados em amostras 

semelhantes. 

 

Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich, salvo indicações ao contrário. Vidros 

bioativos de composição 58S (60% SiO2 - 36% CaO - 4% P2O5, % molar) foram 

obtidos pelo método sol-gel. Nesse processo, TEOS (tetraetilortosilicato 98%) e TEP 

(trietilfosfato 99%) foram hidrolisados em meio ácido (ácido nítrico 2M) contendo água 

deionizada (taxa molar H2O/TEOS = 12) por 1 hora sob agitação magnética. Logo 

após, nitrato de cálcio (Ca(NO3)2.4H2O) foi dissolvido no sol, e a mistura agitada por 

mais uma hora. O gel obtido foi envelhecido por 72 horas em recipiente fechado, 

seguido por secagem em recipiente aberto com aumento de 10°C por dia até se 

alcançar 120°C. Logo após, amostras foram tratadas a 650°C por 3 horas, com taxa 

de aquecimento de 2°C.min-1, moídas e peneiradas para se obter partículas menores 

que 150µm. Para amostras contendo manganês, foi utilizado como precursor o nitrato 

de manganês (Mn(NO3)2.xH2O), sendo incorporado em parcial substituição ao teor de 

cálcio nas amostras. O sal de manganês foi adicionado previamente à etapa de adição 

do precursor do cálcio durante a síntese do material. Vidros contendo 2,5% MnO 

(2,5Mn-N) e 5,0% MnO (5Mn-N) (%molar) foram obtidos em substituição parcial ao 

teor de CaO nos vidros bioativos derivados da composição 58S (VB).   

 

5.2.1 Caracterização dos vidros bioativos 
 

Composição Química. A análise foi realizada por ICP-OES (espectrometria de 

emissão óptica com plasma indutivamente acoplado) em equipamento Thermo 

Scientific iCaP 6000series. Amostras foram preparadas pela digestão ácida, no qual 

50mg de cada amostra foi misturada em um cadinho de platina com 250mg de 

metaboratato de lítio anidro (80% p/p) e tetraborato de lítio (20% p/p), e então fundidos 

por 30 minutos à 1050°C. Após resfriamento, as amostras foram completamente 

dissolvidas em ácido nítrico 2M. As concentrações de Si, Ca, P e Mn em cada amostra 

foram determinadas por ICP-OES, e as proporções de SiO2, CaO, P2O5 e MnO foram 

calculadas. 
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Análise Estrutural. Foi realizada Espectroscopia de Infravermelho com Transformada 

de Fourier (FTIR) em equipamento Thermo Scientific Nicolet iS10 contendo acessório 

de reflectância total atenuada. Os espectros foram obtidos entre 400 e 4000cm-1 (64 

escaneamentos por espectro; resolução de 4cm-1). A Difração de Raios-X (DRX) foi 

realizada em equipamento Bruker D2, com passo de 0,02 entre 7 e 70° (2θ), sem giro, 

e utilizando-se fonte de radiação de CuKα. A Espectroscopia de Fotoelétrons 

excitados por Raios-X (XPS) foi realizada em um sistema Thermo Scientific k-Alpha+ 

operando a uma pressão base de 2 x 10-9bar. Foi utilizada uma fonte monocromada de 

Raios-X AlKα (hv = 1486,6eV), com um analisador hemisférico de dupla focagem a 

180° contendo um detector 2D. A corrente de emissão da fonte de Raios-X foi de 6mA 

e tensão de polarização de 12kV. Para minimizar o efeito de carga foi utilizado um filtro 

de elétrons, e deslocamentos remanescentes da energia de ligação (BE – binding 

energy) devido a cargas das amostras foram corrigidas utilizando a linha C1s na BE de 

285,0eV. Todos os dados foram avaliados utilizando software Avantage XPS, e 

espectros de alta resolução foram obtidos para Si 2p, O1s e Mn2p. 

 

Propriedades Texturais. Amostras foram desgaseificadas por 24 horas a 200°C 

previamente à análise. Adsorção de nitrogênio foi realizada em equipamento 

Quantachrome Autosorb AS-6 multi-estações com 40 pontos de adsorção e 40 pontos 

de dessorção. Foi aplicado o método Brunauer-Emmett-Teller (BET) para avaliação da 

área superficial específica e Barret-Joyner-Halenda (BJH) em curvas de dessorção 

para a avaliação do tamanho e distribuição de poros. 

 

Dissolução em DMEM. Vidros bioativos foram imersos em DMEM (Dulbecco Modified 

Eagle Medium, Gibco) a uma razão de 1,5mg.mL-1, e mantido em recipientes de 

polipropileno vedados em estufa à 37°C sob agitação (120rpm) (9). Alíquotas de 1mL 

foram removidas após diferentes períodos de tempo (0, 4, 8, 24 e 72 horas) para 

avaliação da concentração iônica no meio, e substituídos por 1mL de DMEM para 

manter o conteúdo da solução. Amostras foram filtradas (0,22µm), diluídas em 2M 

HNO3 e analisadas por ICP-OES para obtenção da concentração de Si, Ca, P e Mn 

em solução. 

 

5.2.2 Estudo da citotoxicidade 
 

Preparação do produto iônico. Vidros bioativos foram incubados em α-MEM a uma 

concentração de 1,5mg.mL-1, utilizando uma incubadora com agitação à 37°C, 120rpm 

por 4 horas. Logo após, filtrou-se o meio através de um filtro esterilizado (0,22µm). Em 



56 
 

 

seguida, foram adicionados 10% de soro bovino fetal (FBS) (v/v), 100 U.mL-1 de 

penicilina e 100 µg.mL-1 de estreptomicina. 

  

Viabilidade celular. Células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea 

(hMSCs - ATCC® PCS-500-012™, EUA), foram expandidas em frascos de cultura T-

125 (Corning®; Sigma-Aldrich, UK) em condição basal, e mantidas em meio de cultura 

α-MEM com 10% (v/v) de soro bovino fetal (FBS), 100 U.mL-1 de penincilina e 100 

µg.mL-1 de estreptomicina (Gibco; Thermo Fisher Scientific, UK), a 37°C, 5% CO2 e 

atmosfera totalmente umidificada. As passagens 2 e 3 de hMSCs foram utilizadas em 

todos os estudos a uma concentração de 5x104células.mL-1. As hMSCs foram tratadas 

por diferentes períodos de tempo (2, 4 e 7 dias) com o produto iônico previamente 

preparado dos vidros bioativos. A viabilidade celular foi determinada utilizando um 

ensaio colorimétrico baseado na conversão de brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-

difenil-2H-tetrazólio (MTT) em formazan (Invitrogen, Molecular ProbesTM), determinado 

a 570nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax M2e Molecular device). As 

células cultivadas na placa de cultura de tecidos (TCP) sem a presença do produto 

iônico dos vidros bioativos foram utilizadas como controle. 

 

5.2.3 Produtos de liberação iônica na diferenciação de hMSCs 
 

As hMSCs (5x104células.mL-1) foram cultivadas numa placa de cultura com fundo 

plano de 24 poços e incubadas a 37°C e 5% CO2 durante 24 horas, para permitir que 

as células fixassem na placa. Duas condições foram utilizadas para a cultura celular: 

α-MEM basal ou meio osteogênico, no qual α-MEM foi suplementado com 100µM de 

ácido L-ascórbico (Sigma-Aldrich), 10mM de β-glicerofosfato (Sigma-Aldrich) e 10nM 

de dexametasona (DEX, Sigma-Aldrich). As células em meio basal e osteogênico 

foram expostas ao produto de liberação iônica das amostras de vidro bioativo (VB, 

2,5Mn-N e 5Mn-N) preparado previamente, e o meio de cultura foi trocado duas vezes 

por semana. Os diferentes grupos foram avaliados mediante ensaio colorimétrico de 

atividade de fosfatase alcalina (ALP), avaliação histoquímica por coloração de 

Alizarina vermelha S e técnica de imunofluorescência para detectar colágeno tipo I, 

osteocalcina (OSC) e osteopontina (OSP). 

 

A atividade da fosfatase alcalina (ALP) foi avaliada mediante ensaio colorimétrico após 

7, 14 e 21 dias de cultura em meio basal, utilizando kit de ensaio de fosfatase alcalina 

(Colorimetric, Abcam). As camadas de células foram lavadas com PBS e removidas da 

superfície das placas utilizando solução tampão de lise (VWR Chemicals). Após a 
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centrifugação, alíquotas da solução de lise foram coletadas para análise da atividade 

de ALP e do teor da proteína total. A atividade da ALP foi determinada em relação à 

liberação de p-nitrofenol a partir do substrato de p-nitrofenilfosfato. Cada reação foi 

iniciada pela adição de fosfato de p-nitrofenilo (pNPP) à solução tampão de lise 

celular, e interrompida após 60 minutos pela adição de uma solução de terminação. A 

densidade óptica foi medida a 405nm por espectrofotômetro de microplacas 

(SpectraMax M2e Molecular device). Os valores da atividade ALP foram normalizados 

em relação ao volume total de lisado celular e tempo e expresso como unidades por 

mililitro de células. 

 

Para os ensaios de imunofluorescência e de histoquímica, as células foram fixadas 

previamente com 4% de paraformaldeído em PBS. Foram avaliados todos os grupos 

controle, VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N, em meio basal e osteogênico. Para marcação de 

proteínas específicas de diferenciação osteogênica, as células foram permeabilizadas 

com um tampão de permeabilidade durante 30 minutos e depois bloqueadas com 1% 

BSA em PBS durante 5 minutos. As células foram incubadas com os anticorpos 

primários IgG de coelho anti-colágeno tipo I (Abcam), anti-osteocalcina (Abcam) e anti-

osteopontina (Abcam) a 4°C durante a noite, e posteriormente expostas ao anticorpo 

secundário de cabra IgG H&L anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 455 (Abcam). Os 

núcleos celulares foram contrastados com dicloridrato de 4,6-diamidino-2-fenilindole 

(DAPI, Thermo Fisher Scientific). Para detectar a formação de nódulos calcificados, as 

células foram coradas com 1% de corante Alizarina vermelha S em PBS a pH 4,2. As 

imagens foram obtidas com microscópio de fluorescência.  

 

5.3 Resultados e discussão 
 

5.3.1 Análise da composição química 
 

A composição química final das micropartículas de vidro bioativo obtidas pelo 

processo sol-gel foi analisada pelo método de fusão do metaborato de lítio e ICP-OES, 

e os resultados estão apresentados na Tabela 5.1. As maiores diferenças foram 

observadas entre os teores nominais e calculados de P2O5 e CaO para as amostras 

VB e 2,5Mn-N, respectivamente. A imprecisão da composição final pode ser causada 

por diversos fatores no processamento sol-gel, como a impureza dos precursores, 

precipitação de espécies, perdas durante o processo, além da utilização de meios 

muito diluídos para análise em ICP e etapas de filtração necessárias, etc. (110). No 

entanto, a presença de manganês foi confirmada em duas composições diferentes, 
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com teores próximos à composição nominal, e o nitrato de manganês se mostra como 

uma possível fonte de incorporação de Mn em vidros bioativos. 

 

Tabela 5.1: Composição química nominal e determinada pelo método de fusão de 
metaborato de lítio e ICP-OES (%mol) das amostras VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N. 

 

Composição nominal 
(% mol) 

Composição ICP-OES 
(% mol) 

SiO2 P2O5 CaO MnO SiO2 P2O5 CaO MnO 

VB 60,0 4,0 36,0 - 61,3 ± 0,9 3,2 ± 0,6 35,5 ± 0,9 - 

2,5Mn-N 60,0 4,0 33,5 2,5 58,1 ± 1,6 4,0 ± 0,4 35,2 ± 2,0 2,7 ± 0,3 

5Mn-N 60,0 4,0 31,0 5,0 59,0 ± 0,8 3,9 ± 0,4 32,7 ± 0,2 4,4 ± 0,5 

 

5.3.2 Propriedades texturais 
 

Foi realizada a avaliação das propriedades texturais dos vidros bioativos por adsorção 

de nitrogênio, e isotermas representativas da adsorção/dessorção de nitrogênio e a 

curva de distribuição de poros são apresentadas na Figura 5.1, enquanto que os 

valores da área superficial específica, volume e tamanho de poros obtidos por BET e 

algoritmo BJH estão apresentados na Tabela 5.2.  

 

As diferentes amostras de vidros bioativos apresentaram isotermas de 

adsorção/dessorção e distribuição de tamanho de poros com comportamento similar. 

Foram identificadas isotermas do tipo IV com ciclo de histerese em todos os casos, 

típica de materiais contendo mesoporos (144). Observa-se uma distribuição estreita e 

monomodal do tamanho de poros, conforme observado na Figura 5.1 (b), com faixa de 

tamanho apresentando pouca variação apesar da incorporação de Mn na estrutura 

dos vidros bioativos. As amostras apresentaram também elevada área superficial 

específica, e o volume de poros foi mais elevado para a amostra 5Mn-N, enquanto que 

o diâmetro médio de poros reduziu com o aumento do teor de Mn. A incorporação de 

íons adicionais na estrutura de vidros bioativos pode prejudicar a orientação do 

material durante o processo de formação da rede, tendo como consequência 

alterações na estrutura mesoporosa, podendo também gerar defeitos estruturais que 

afetam as propriedades texturais (32).  

 

O diâmetro médio de poros se encaixa na faixa mesoporosa, de interesse para 

aplicações biomédicas, já que esses poros permitem a adsorção de agentes biológicos 

que aprimoram a resposta do corpo ao material (61). A nanoporosidade é inerente do 

processamento sol-gel, sendo obtida devido à remoção de subprodutos de 
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condensação presente na rede do gel (41). Além disso, materiais com elevada área 

superficial e superfície mesoporosa influenciam a formação da camada de HAC, 

aprimorando os processos de dissolução e troca iônica e atuando como sítios de 

nucleação, consequentemente afetando a bioatividade do material. 

 

 

Figura 5.1: (a) Isotermas de adsorção de nitrogênio e (b) distribuição de tamanhos de 
poros (algoritmo BJH derivado das curvas de dessorção) das amostras VB, 2,5Mn-N e 
5Mn-N. 
 

Tabela 5.2: Parâmetros texturais obtidos pela adsorção de nitrogênio para as amostras 
VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N. 

Amostras 

Área superficial 

específica 

(m2.g-1) 

Volume de poros total 

(cm3.g-1) 

Diâmetro de poros 

médio (nm) 

VB 124,0 ± 11,8 0,365 ± 0,011 7,6 ± 0,4 

2,5Mn-N 128,8 ± 15,2 0,297 ± 0,053 6,6 ± 0,4 

5Mn-N 130,0 ± 14,2 0,459 ± 0,148 6,4 ± 0,2 
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5.3.3 Análise estrutural 
 

A estrutura dos vidros bioativos foi avaliada por FTIR, e os espectros estão 

apresentados na Figura 5.2. A deformação angular de ligações Si-O-Si pode ser 

observada entre 450 e 470cm-1, tipicamente relacionada à vidros com estruturas 

amorfas (106). Já a banda entre 725 e 810cm-1 pode ser atribuída ao estiramento 

simétrico de ligações Si-O, enquanto que o estiramento assimétrico dessa ligação é 

observado como uma banda larga entre 1000 e 1200cm-1 (24,116). Ligações Si-O 

contendo um oxigênio não ligante (Si-O-NBO) dão origem a uma absorbância de fraca 

intensidade que pode ser observada a 965cm-1 em todas as amostras (106,117). A 

absorção entre 550 e 630cm-1 pode ser relacionada a ligações P-O de grupos fosfatos 

(81). Essa absorção pode estar relacionada a regiões ricas em fosfato e pequenos 

núcleos de hidroxiapatita que podem ser formados durante o tratamento térmico do 

material (118). A incorporação de Mn pode ter dificultado a formação dessas regiões, 

reduzindo também a intensidade da absorbância nessa região. O estiramento de 

ligações P-O pode ser observada por volta de 1180cm-1, sobrepondo a absorbância 

relacionada ao estiramento assimétrico Si-O (24). 

 

Bandas de absorção típicas de vidros bioativos foram observadas em todas as 

amostras pela análise de FTIR, e a incorporação de diferentes teores de manganês, 

utilizando-se o nitrato de manganês como precursor não gerou modificações 

significativas na estrutura final do material, sendo favorável para a manutenção do 

potencial bioativo do material. 

 

 

Figura 5.2: Espectros de FTIR obtidos para as amostras VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N. 
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A Figura 5.3 apresenta os difratogramas das amostras de vidro bioativos, obtidos por 

análises de DRX. Observa-se comportamento similar em todas as amostras, com a 

presença de um halo amplo e difuso entre 15 e 25° (2θ), característicos de estruturas 

de sílica com caráter predominantemente amorfo (105). Um halo de maior intensidade 

entre 31 e 33° (2θ) indica uma organização inicial da estrutura do material, podendo 

ser relacionado à formação de pequenos núcleos de apatita durante o tratamento 

térmico, conforme relatado em vidros obtidos anteriormente com composição similar 

(46). Resultados indicam que a incorporação de manganês em vidros bioativos a partir 

do nitrato de manganês foi capaz de manter a estrutura predominantemente amorfa do 

material. Vidros bioativos com estrutura amorfa normalmente apresentam taxa de 

dissolução mais elevada, levando ao aumento da bioatividade quando comparado com 

materiais cristalinos, sendo desejáveis para aplicação como biomateriais. 

 

 

Figura 5.3: Padrões de Difração de Raios-X (DRX) obtidos para as amostras VB, 
2,5Mn-N e 5Mn-N. 
 

A estrutura dos vidros bioativos foi ainda avaliada por XPS, e o espectro de varredura 

é apresentado na Figura 5.4. Foram observadas linhas Auger e de fotoemissão do 

XPS típicas dos constituintes do vidro bioativo em todas as amostras. O pico C 1s, 

relacionado à absorção de impurezas de hidrocarbonetos pela superfície do vidro, foi 

utilizado como referência para calibração da energia de ligação (BE) devido ao efeito 

de carga das amostras, sendo ajustado para 285,0eV. 
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Figura 5.4: Espectroscopia de Fotoelétrons excitados por Raios-X (XPS) das amostras 
VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N. 
 

O espectro XPS de alta resolução Si 2p é apresentado na Figura 5.5, e uma banda 

larga pode ser observada em todas as amostras, com máximos em 103,5eV, 103,6eV 

e 103,6eV para VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N, respectivamente, se encontrando na faixa 

típica de vidros silicatos (145).  

 

 

Figura 5.5: Espectro de XPS de alta resolução Si 2p para as amostras VB, 2,5Mn-N e 
5Mn-N. 

 

O espectro O 1s é apresentado na Figura 5.6, e a sua deconvolução indica a formação 

de dois componentes com máximo de energia de ligação em 531,1eV e 533,0eV para 

a amostra VB, deslocando-se ligeiramente para maiores valores de energia de ligação 
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quando o manganês foi incorporado. A banda de maior energia de ligação obtida por 

deconvolução do espectro O 1s pode ser relacionada ao oxigênio de silicatos, 

enquanto que a banda observada nos menores valores pode ser relacionada ao 

oxigênio em grupos fosfatos (144). Resultados indicam que microdomínios de fosfato de 

cálcio podem estar presentes na estrutura do vidro, similares ao ambiente presente em 

hidroxiapatitas, o que pode conferir certa heterogeneidade ao material (144). De fato, 

trabalhos anteriores mostram que o fósforo está presente na estrutura de vidros 

bioativos majoritariamente na forma de ortofosfatos, tendo a sua carga balanceada por 

cátions modificares de rede, e apenas pequenos teores de ligações Si-O-P são 

observados (48). 

 

 

Figura 5.6: Espectro de XPS de alta resolução O 1s para as amostras VB, 2,5Mn-N e 
5Mn-N. 
 

A Figura 5.7 apresenta o espectro de alta resolução XPS Mn 2p. Foram observados 

múltiplos picos, atribuídos ao desdobramento de multipletos Mn 2p3/2 e Mn 2p1/2 
(145), 

apresentando máxima em 642,8eV e 654,8eV, respectivamente. A presença de um 

pico satélite também pode ser observada cerca de 4eV acima do Mn 2p3/2 em ambas 

as amostras, atribuído ao efeito “shake-up” (146). O manganês apresenta seis estados 

de oxidação estáveis, os quais podem apresentar divisão de multipletos significativa e 

também faixas de energia de ligação sobrepostas, dificultando a sua identificação 

(147,148). No entanto, os picos observados estão dentro da faixa relatada para 

compostos de manganês (147,149,150). Além disso, a presença da estrutura satélite 

“shake-up” é típica de materiais em que o estado de oxidação Mn2+ está presente (151), 

sendo um indicativo da presença majoritária de Mn2+ nas amostras de vidro bioativo. 

De fato, trabalhos anteriores mostraram que estados de oxidação como +4 e +7 são 

improváveis em sistemas silicatos, e que esse íon é normalmente presente como Mn2+ 
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nessas estruturas, embora Mn3+ também possa ser observado, deslocando as bandas 

Mn 2p para valores mais elevados de energia de ligação (139,152,153). O formato e 

posição dos espectros Mn 2p para as duas amostras apresentam similaridade, 

indicando que o ambiente do Mn foi mantido mesmo quando adicionado em diferentes 

teores na estrutura do vidro bioativo. 

 

A análise de XPS demonstrou que o manganês está presente na rede de vidros 

bioativos em sua maioria como Mn2+, e não foram observadas modificações estruturais 

significativas devido à incorporação desse íon, já que os espectros O 1s e Si 2p 

apresentaram comportamento e energia de ligação similar, o que é de interesse para 

manter o potencial bioativo do material. 

 

 

Figura 5.7: Espectros XPS de alta resolução Mn 2p  das amostras 2,5Mn-N e 5Mn-N. 
 

5.3.4 Dissolução em DMEM 
 

O DMEM é geralmente utilizado como um ambiente de cultura celular, e a avaliação 

da degradação de vidros bioativos nesse meio é de grande interesse para se 

relacionar o perfil liberação iônica do material com os resultados obtidos em estudos in 

vitro. Amostras foram imersas em DMEM a 37°C sem células e com agitação por 

diferentes períodos de tempo durante 3 dias, e a concentração iônica em solução foi 

avaliada por ICP-OES (Figura 5.8). Uma amostra contendo apenas DMEM (sem a 

presença de vidro bioativo) foi também incubada nas mesmas condições e utilizada 

como controle. 

 

O perfil de liberação de Si foi similar para todas as amostras, com liberação mais 

rápida durante as horas iniciais de estudo, estabilizando-se após 24 horas, embora a 
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concentração de Si liberada em DMEM tenha sido mais elevada para VB. A liberação 

de cálcio foi também mais elevada para VB, o que pode indicar a presença de uma 

rede mais aberta devido ao alto teor de oxigênio não ligantes, consequentemente 

afetando o perfil de dissolução do material. A liberação máxima de Si observada 

durante os três dias foi de aproximadamente 59ppm para VB, valor que se encontra na 

faixa relatada que apresenta efeitos estimulantes em osteoblastos (0,1 até 100ppm), 

de acordo com trabalhos anteriores (140,141,154). Além disso, a liberação de Si influencia 

na formação da camada de hidroxiapatita em meio fisiológico a partir da formação de 

silanóis na superfície do material (110). Já a importância da liberação de cálcio no 

processo de mineralização óssea é bem estabelecida, podendo induzir também a 

proliferação de osteoblastos, e consequentemente aprimorando o efeito terapêutico do 

material (140). 

 

Houve redução da concentração de P em DMEM durante o período em estudo, 

podendo estar relacionada à migração desse íon para a superfície do material e 

consequente formação de uma camada rica em fosfato de cálcio. As amostras 

contendo Mn apresentaram mais lenta redução no teor de P, indicando uma taxa mais 

lenta de formação da camada de rica de fosfato de cálcio quando Mn está presente. 

No entanto, a utilização de solução não tamponada DMEM não é indicada para a 

avaliação da bioatividade pelo crescimento de HAC na superfície de materiais, já que 

a fração orgânica do meio pode suprimir em parte a cristalização de fases, alterando o 

resultado final (155). Observou-se também uma liberação rápida de Mn nas primeiras 4 

horas de estudo, em uma maior concentração para a amostra contendo maior teor de 

Mn, conforme esperado, atingindo uma concentração máxima de 1,4ppm após 3 dias 

de imersão em DMEM. Trabalhos anteriores relatam que a proliferação de 

osteoblastos foi inibida quando foram expostas a concentrações maiores que 0,1mM 

de MnCl2, ou cerca de 5,49ppm de Mn2+, enquanto que a exposição de células a 

concentrações menores desse íon aprimorou a proliferação e espalhamento de 

osteoblastos (76). Portanto, o perfil de liberação de Mn deve ser devidamente ajustado 

a fim de se manter a concentração dentro da faixa terapêutica. 
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Figura 5.8: Perfil de liberação em DMEM de Si, P, Ca e Mn do grupo controle e das 
amostras VB, 2,5Mn-N, 5Mn-N. 
 

A capacidade de liberação de íons com potencial terapêutico dos vidros bioativos foi 

confirmada a partir do estudo da dissolução em DMEM. A incorporação de Mn reduziu 

a taxa de dissolução, porém uma liberação controlada de Si, Ca, P e Mn foi 

observada. A estrutura amorfa obtida, com elevada área superficial e predominância 

de oxigênios não ligantes em sua estrutura, afeta o perfil de dissolução do material, 

mostrando que a química do vidro bioativo pode ser ajustada para liberar quantidades 

apropriadas dos diferentes íons, dependendo da aplicação. 

 

5.3.5 Estudo da citotoxicidade 
 

Células-tronco mesenquimais humanas possuem um importante papel na regeneração 

tecidual in vivo (156), sendo recrutadas pelos locais de lesão, podendo se diferenciar em 

diferentes tipos de células, como ósseas, musculares, adiposas, etc (157). Com isso, 

hMSCs são utilizadas extensivamente para um grande número de terapias celulares e 

diferentes estratégias na engenharia de tecidos. Trabalhos anteriores mostram que 

células-tronco mesenquimais derivadas da medula óssea (hMSCs) podem ser 

estimuladas para a osteogênese quando em contato com vidros bioativos (158). Além 

disso, hMSCs são precursores de osteoblastos, sendo um tipo celular relevante para 

avaliação da biocompatibilidade de materiais. 

 

O efeito do produto iônico dos vidros bioativos na viabilidade celular de hMSCs foi 

avaliado por MTT, conforme apresentado na Figura 5.9. Materiais são considerados 

citotóxicos quando a viabilidade celular é reduzida mais de 30%, ou seja, quando 

apresenta uma viabilidade celular menor que 70% (ISO 10993-5) (8). Não foram 

observados efeitos citotóxicos quando hMSCs foram expostas ao produto iônico de 
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todas as amostras deste trabalho por diferentes períodos de exposição. Para o 

período de 4 dias de análise, houve aumento na atividade mitocondrial de todas as 

amostras, porém não foram observadas diferenças estatísticas significativas entre o 

grupo VB e as amostras contendo Mn durante todo o período de estudo. Estudos 

indicam que a exposição a produtos iônicos das amostras não alterou 

significativamente a sua atividade metabólica mitocondrial, apresentando níveis de 

função celular acima de 70% mesmo nas amostras contendo Mn, não sendo 

consideradas citotóxicas nas condições utilizadas. 

 

 

Figura 5.9: Viabilidade celular determinada por MTT em hMSCs para VB, 2,5Mn-N e 
5Mn-N. Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do grupo 
controle. p < 0,05 (*) ou p < 0,01 (**) em relação ao controle conforme determinado por 
método One-way ANOVA seguida de teste Tukey post-hoc. 
 
 
5.3.6 Produtos de liberação iônica na diferenciação de hMSCs 
 

Vidros bioativos podem estimular a diferenciação osteogênica de pré-osteoblastos e 

células-tronco devido à liberação de íons durante o processo de dissolução (159). 

Conforme os osteoblastos se proliferam e diferenciam a partir de células-tronco 

mesenquimais eles expressam várias proteínas, fatores de crescimento e fatores de 

transcrição, os quais apresentam padrões distintos de expressão de acordo com o 

tempo (160). Em geral, após as células serem plaqueadas em meio osteogênico, três 

estágios de diferenciação se sucedem: proliferação, produção/maturação da matriz e 

mineralização. A fase proliferativa envolve a expressão de genes do ciclo celular e 

histona. Esta fase é seguida da expressão de genes associados com a formação da 

matriz óssea, como colágeno tipo I e atividade da fosfatase alcalina (ALP). No estágio 

final, genes associados com a mineralização, como a osteopontina, osteocalcina e 

sialoproteína óssea são expressos nos níveis mais elevados (160). 
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Para se avaliar a eficácia dos vidros bioativos contendo Mn e dos produtos de 

dissolução na diferenciação osteogênica, diferentes marcadores da formação óssea 

foram investigados. A Figura 5.10 apresenta a atividade da ALP na matriz extracelular 

de hMSCs tratadas com o produto iônico do VB, 2,5Mn-N e 5Mn-N após 7, 14 e 21 

dias de cultura em meio basal, e o grupo controle. A ALP é um marcador do estágio 

inicial da diferenciação osteoblástica, além de desempenhar um papel importante na 

degradação do pirofosfato para liberar fosfatos para a mineralização (64). Trabalhos 

anteriores relatam que a produção de ALP é estimulada pelo produto de dissolução 

dos vidros bioativos, porém reduzindo sua atividade quando as células se tornam 

confluentes e iniciam a mineralização, perfil que não foi observado nesse trabalho (161). 

Como o estudo foi feito em meio basal (sem indução osteogênica), é esperado que a 

redução da fosfatase alcalina devido ao início da mineralização seja mais lenta. 

Porém, o aumento na expressão da ALP com o decorrer do tempo indica a progressão 

do processo de diferenciação celular, sendo estimulado pela presença do produto 

iônico dos vidros bioativos, e ainda ocorrendo mesmo após 21 dias de ensaio. Além 

disso, a mais elevada expressão de fosfatase alcalina observada para as amostras 

contendo manganês indica que a presença desse íon pode influenciar o processo de 

diferenciação de hMSCs. 

 

 

Figura 5.10: Expressão da fosfatase alcalina (ALP) após 7, 14 e 21 dias de exposição 
de hMSCs ao produto iônico dos vidros bioativos (* p < 0,05 e ** p < 0,01 relativa ao 
controle basal, Two-way ANOVA e teste Tukey de comparação múltipla). 
 

Marcadores da diferenciação osteogênica, incluindo colágeno tipo I, osteocalcina 

(OSC) e osteopontina (OSP), também foram avaliados a partir da técnica de 

imunofluorescência. Núcleos celulares estão representados em azul (corante DAPI), 
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enquanto que a expressão de colágeno tipo 1, OSP e OSC são apresentadas em 

verde, conforme indicado nas figuras abaixo. A Figura 5.11 apresenta imagens de 

fluorescência nas quais a expressão de colágeno tipo I de hMSCs após 7, 14 e 21 dias 

de exposição ao produto iônico dos vidros bioativos foi avaliada.  

 

O colágeno tipo I é, assim com o ALP, um marcador da etapa inicial da diferenciação 

de osteoblastos, porém associado à formação da matriz extracelular, sendo o seu 

maior componente orgânico (162,163). Durante a diferenciação de osteoblastos em 

modelos in vivo e in vitro, a expressão de colágeno tipo I é relativamente alta, podendo 

ser produzido intrinsicamente por células, com posterior redução de acordo com o 

prosseguimento das etapas de diferenciação e mineralização (164). Resultados deste 

trabalho mostram uma elevada expressão de colágeno tipo I em células expostas ao 

produto iônico dos vidros bioativos em meio osteogênico e basal. A expressão de 

colágeno tipo I foi observada já após o 7° dia, indicando que o produto iônico dos 

materiais apresenta papel importante na diferenciação osteogênica de hMSCs e 

formação da matriz extracelular. Resultados indicam a formação da matriz celular sem 

a necessidade de suplementos osteogênicos, já que uma elevada expressão foi 

observada também em meio basal, confirmando o efeito osteogênico do produto iônico 

dos vidros bioativos. 
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Figura 5.11: Imagens de fluorescência de hMSCs expostas ao produto iônico de vidros 
bioativos apresentando a expressão de colágeno tipo I em meio basal e osteogênico 
após 7, 14 e 21 dias. Corantes DAPI (florescência azul) e colágeno tipo I 
(fluorescência verde). A barra de escala representa 50µm. 
 

Imagens de fluorescência nas quais a expressão de osteopontina de hMSCs após 7, 

14 e 21 dias de exposição ao produto iônico dos vidros bioativos foi avaliada são 

apresentadas na Figura 5.12. A osteopontina é um reconhecido marcador osteogênico 
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que regula a formação de nódulos minerais e leva à osteogênese, e sua expressão é 

geralmente relacionada com a habilidade de mineralização (64). Proteínas não 

colágenas como a osteopontina controlam a nucleação, crescimento, forma e tamanho 

dos cristais de hidroxiapatita, e ainda auxiliam na ligação entre a fração orgânica 

(colágeno) e inorgânica (hidroxiapatita) no tecido ósseo (165). A expressão de 

osteopontina é observada anteriormente à osteocalcina no processo de diferenciação 

osteogênica, porém ambos apresentam expressão somente por osteoblastos 

completamente diferenciados (164). Observa-se pela Figura 5.12 que houve expressão 

de osteopontina de hMSCs expostas ao produto iônico dos vidros bioativos em meio 

basal (após 21 dias) e osteogênico (após 14 dias). O resultado está de acordo com o 

observado para a atividade da ALP e colágeno tipo I, que possuem elevada expressão 

durante os períodos iniciais de diferenciação, porém sendo substituídos pela 

expressão osteopontina e osteocalcina devido ao início de uma nova etapa do 

processo de diferenciação. Resultados mostram também que a utilização de meio 

osteogênico pode acelerar o processo de diferenciação osteogênica e mineralização, 

porém não é necessário para que ocorra, já que a expressão do marcador 

osteopontina foi observada mesmo em meio basal. 
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Figura 5.12: Imagens de fluorescência de hMSCs expostas ao produto iônico de vidros 
bioativos apresentando a expressão de osteopontina em meio basal e osteogênico 
após 7, 14 e 21 dias. Corantes DAPI (florescência azul) e osteopontina (fluorescência 
verde). A barra de escala representa 50µm. 
 

Na sequência hierárquica de eventos que ocorrem durante a diferenciação e 

maturação dos osteoblastos, a biosíntese de colágeno tipo I e atividade da ALP são 

seguidas pela expressão de osteopontina, deposição de sialoproteína óssea, e 
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posteriormente pela síntese de osteocalcina (163,166), outra proteína não colágena da 

matriz extracelular óssea, considerada o marcador mais específico para osteoblastos 

maduros, característica dos estágios finais da diferenciação (167,168). Pela Figura 5.13 

pode-se observar uma maior intensidade na expressão de osteocalcina após 21 dias 

de exposição ao produto iônico dos vidros bioativos, tanto em meio basal quanto em 

meio osteogênico, sugerindo um aprimoramento no desenvolvimento de um fenótipo 

típico de osteoblastos maduros devido à liberação iônica dos vidros. Células expostas 

ao produto iônico contendo manganês apresentaram mais elevada intensidade de 

expressão de osteocalcina quando comparados com o controle e VB, indicando que a 

presença de Mn foi favorável no processo de formação de osteoblastos maduros e 

mineralização óssea. 

 

Já os depósitos de cálcio foram avaliados pela coloração alizarina vermelha S (Figura 

5.14). No início do processo de mineralização óssea, proteínas como osteonectina e 

osteopontina são expressas, e assim que a mineralização é completada, depósitos de 

cálcio podem ser visualizados utilizando corante alizarina vermelha S (64). A presença 

de depósitos de cálcio não foi observada nos 7 dias iniciais de estudo, já que o 

processo de diferenciação ainda estava na fase inicial, conforme observado pelos 

marcadores ALP, osteocalcina e osteopontina. No entanto, 14 dias após exposição 

das hMSCs ao produto iônico de vidros bioativos pode-se observar o aparecimento de 

nódulos de cálcio, com maior intensidade para os grupos em meio osteogênico, nos 

quais a presença de suplementos pode ter acelerado o processo de mineralização. 

Após 21 dias, observa-se a presença de nódulos de cálcio também nos grupos 

cultivados em meio basal, indicando a influência do produto de dissolução no processo 

de diferenciação e mineralização. Em meio osteogênico foi também observada uma 

maior intensidade de depósitos de cálcio após 21 dias de estudo quando o produto 

iônico dos vidros bioativos estava presente. Os resultados estão de acordo com o 

observado anteriormente para a expressão de osteocalcina e osteopontina, genes 

associados com a mineralização, e que apresentaram mais elevada expressão após 

14 dias em meio osteogênico, e 21 dias em meio basal. Esse estudo confirma ainda 

que a utilização de agentes osteogênicos não é necessária para o processo de 

diferenciação e mineralização óssea, podendo ser estimulado pelo produto iônico dos 

vidros bioativos, porém o efeito sinérgico entre o produto de dissolução dos vidros 

bioativos e os suplementos osteogênicos podem favorecer o processo.  

 



74 
 

 

 

Figura 5.13: Imagens de fluorescência de hMSCs expostas ao produto iônico de vidros 
bioativos apresentando a expressão de osteocalcina em meio basal e osteogênico 
após 7, 14 e 21 dias. DAPI (fluorescência azul) e osteocalcina (fluorescência verde). 
Barra de escala de 50µm. 
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Figura 5.14: Mineralização da matriz de hMSCs após exposição ao produto iônico dos 
vidros bioativos por 7, 14 e 21 dias em meio basal e osteogênico. Células foram 
coradas com alizarina vermelha S para visualização de depósitos de cálcio formados. 
Barra de escala 100µm. 
 

O estudo osteogênico indicou, de forma geral, que os produtos de dissolução dos 

vidros bioativos foram capazes de estimular todos os estágios da diferenciação de 

hMSCs e subsequente mineralização, em análise realizada durante 21 dias de cultura. 
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A fase inicial do processo de diferenciação foi demonstrada pela atividade ALP e 

expressão de colágeno tipo I, no qual a capacidade de diferenciação celular foi 

observada em todas as condições de culturas. O prosseguimento se deu pela 

expressão de osteopontina, regulador da formação de nódulos minerais, enquanto que 

o desenvolvimento de osteoblastos maduros foi indicado pela expressão de 

osteocalcina. Depósitos de cálcio foram também observados, indicando a finalização 

do processo de mineralização, com formação mais rápida em meio osteogênico. 

Resultados indicam que o produto de dissolução de vidros bioativos é capaz de 

estimular a diferenciação osteogênica de hMSCs mesmo sem a presença de 

suplementos osteogênicos, com o desenvolvimento de osteoblastos maduros (167), os 

quais apresentaram maior expressão quando produtos de dissolução contendo 

manganês foram utilizados. A incorporação de Mn de vidros bioativos se mostra como 

uma potencial estratégia para aprimoramento da regeneração óssea. 

 

5.4 Conclusões 
 

Vidros bioativos derivados do processo sol-gel foram obtidos a partir da incorporação 

de Mn na sua estrutura, em diferentes composições, conforme avaliado por ICP-OES. 

Amostras apresentaram elevada área superficial específica e nanoporosidade inerente 

do processo. Análises estruturais demonstraram que a utilização de nitrato de 

manganês é eficaz na incorporação desse íon na estrutura de vidros bioativos. A 

incorporação de Mn não provocou alterações significativas na rede do material em 

comparação à composição 58S, e uma estrutura com caráter predominantemente 

amorfa foi obtida, sendo favorável para manutenção da bioatividade. Análises de XPS 

indicam a presença majoritária de Mn2+ na estrutura dos vidros bioativos, e capacidade 

de liberação iônica controlada em DMEM foi observada por ensaios de dissolução. O 

estudo de viabilidade celular indicou que as células hMSCs expostas ao produto iônico 

dos materiais apresentaram um aumento da atividade mitocondrial, demonstrando que 

eles não são tóxicos nas condições utilizadas. O produto de dissolução dos vidros 

bioativos, em especial aqueles contendo Mn, demonstrou ainda capacidade de 

estimular os diferentes estágios de diferenciação osteogênica de hMSCs e 

subsequente mineralização, mesmo na ausência de adição de fatores de indução 

osteogênica,. O efeito do manganês no processo de diferenciação e mineralização 

óssea foram observados principalmente pela marcação da osteocalcina, em que uma 

maior expressão foi observada quando esse íon estava presente, indicando que a 

incorporação de Mn é uma potencial estratégia para obtenção de materiais superiores 

para a regeneração de tecidos. 
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CAPÍTULO 6. Influência da incorporação de cobalto e da seleção do 

precursor na estrutura e propriedades de vidros bioativos 

 

6.1 Introdução 
 

Um fator importante que deve ser avaliado quando se deseja obter novas 

composições de vidros bioativos é o efeito da utilização de diferentes precursores na 

estrutura e propriedades do material obtido (107). Por exemplo, trabalho anterior relata 

que a utilização de diferentes precursores de fósforo (trietilfosato, ácido fosfórico e 

pentóxido de fósforo dissolvido em etanol) resultou em tempos de gelificação e 

mineralização diferentes em vidros bioativos e vitro-cerâmicas do sistema SiO2 – P2O5 

– CaO, embora ainda apresentando bioatividade (46,107). Além disso, a avaliação da  

incorporação de cálcio, um modificador de rede, mostrou que esse íon entra na 

estrutura do vidro somente acima de 400°C quando nitrato de cálcio é utilizado como 

precursor, mas entra na rede em temperatura ambiente quando o metoxietóxido de 

cálcio é utilizado, e não é incorporado em nenhuma temperatura quando se utiliza o 

cloreto de cálcio como precursor (169). De forma semelhante, o precursor do lítio 

também demonstrou influência na estrutura final do material, resultando em um 

material vitro-cerâmico denso quando nitrato de lítio foi utilizado para incorporação em 

vidros bioativos, enquanto que a utilização de citrato de lítio favoreceu a formação do 

vidro bioativo contendo lítio como modificador de rede (9). Portanto, torna-se importante 

a avaliação dos diferentes precursores para a obtenção de novas composições de 

vidros bioativos contendo diferentes íons.  

 

A incorporação de cobalto em biomateriais tem atraído atenção nos últimos anos, 

devido ao seu conhecido potencial angiogênico, aprimorando o reparo de tecidos 

(156,170). Diferentes trabalhos relatam a sua incorporação em vidros bioativos derivados 

do processo de fusão (14,85), com consequente promoção da neovascularização. Vidros 

bioativos contendo cobalto obtidos pelo processo sol-gel foram recentemente 

relatados por Wu e pesquisadores (88), no qual foram avaliados scaffolds mesoporosos 

com capacidade de indução da hipóxia e efeito angiogênico. No entanto, não há 

relatos de estudos sobre a influência da utilização de diferentes precursores de cobalto 

para obtenção de vidros bioativos pela rota sol-gel, o que pode influenciar as 

propriedades e consequentemente o desempenho do material. Tendo isso em vista, 

este capítulo visa a obtenção vidros bioativos contendo Co, derivados da composição 

58S, como potencial estratégia para a liberação controlada de Co em meio fisiológico, 
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avaliando-se o efeito da incorporação desse íon e da seleção do precursor nas 

propriedades do material. 

 

6.2 Materiais e Métodos 
 

Os estudos apresentados nesse capítulo também foram realizados durante o período 

de doutorado sanduiche no Imperial College London. Reagentes, metodologias e 

equipamentos diferentes foram utilizados para sínteses e análises em relação ao 

capítulo subsequente, o que ocasionou pequenas variações nos resultados em 

amostras de composição similar. 

 

Vidros bioativos foram sintetizados pelo método sol-gel, conforme relatado em 

trabalhos anteriores (57,171), na composição 58S (60% SiO2 - 36% CaO - 4% P2O5, % 

molar). Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich, salvo indicações ao contrário. 

TEOS (tetraetilortosilicato 98%) e TEP (trietilfosfato 99%) foram hidrolisados em meio 

ácido (ácido nítrico 2M) contendo água deionizada (taxa molar H2O/TEOS = 12) por 1 

hora com agitação magnética. Logo após, nitrato de cálcio (Ca(NO3)2.4H2O) foi 

dissolvido no sol, e agitado por mais uma hora. O gel obtido foi seco por 72 horas em 

recipiente fechado, seguido por secagem com aumento de 10°C por dia até se 

alcançar 120°C. Logo após, amostras foram tratadas a 650°C, com taxa de 

aquecimento de 2°C.min-1 por 3 horas, moídas e peneiradas para se obter partículas 

menores que 150µm. 

 

Amostras contendo cobalto foram obtidas utilizando-se cloreto de cobalto 

(CoCl2.4H2O, Acros Organics) e nitrato de cobalto (Co(NO3)2.4H2O), sendo 

incorporados na estrutura dos vidros bioativos a partir da substituição parcial do teor 

de cálcio, para se obter 5,0% CoO (%molar). O respectivo sal de cobalto foi adicionado 

previamente à etapa de adição do precursor do cálcio para cada composição. 

Amostras foram denominadas VB (composição 58S), 5Co-N (obtida utilizando-se 

nitrato de cobalto) e 5Co-C (obtida utilizando-se cloreto de cálcio). 

 

6.2.1 Caracterização das amostras de vidro bioativo 
 

Composição Química. A análise foi realizada por ICP-OES (espectrometria de 

emissão óptica com plasma indutivamente acoplado) em equipamento Thermo 

Scientific iCaP 6000series. As amostras foram preparadas pela digestão ácida, no qual 

50mg de cada amostra foi misturada em um cadinho de platina com 250mg de 
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metaboratato de lítio anidro (80% p/p) e tetraborato de lítio (20% p/p), e então fundidos 

na mufla por 30 minutos à 1050°C. Após resfriamento, as amostras foram 

completamente dissolvidas em ácido nítrico 2M. As concentrações de Si, Ca, P e Co 

em cada amostra foram determinadas por ICP-OES, e as proporções de SiO2, CaO, 

P2O5 e CoO foram calculadas. 

 

Análise térmica. A análise termogravimétrica (TGA) e calorimetria diferencial 

exploratória (DSC) foram realizadas em equipamento Netzsch STA 449C, previamente 

ao processo de estabilização térmica das amostras. As análises foram realizadas de 

30 a 1000°C, com taxa de aquecimento de 10°C.min-1, em ar. Um cadinho de platina 

vazio foi utilizado como referência. 

 

Análise Estrutural. Foi realizada Espectroscopia de Infravermelho com Transformada 

de Fourier (FTIR) em equipamento Thermo Scientific Nicolet iS10 contendo acessório 

de reflectância total atenuada. Espectros foram obtidos entre 400 e 4000cm-1 (64 

escaneamentos por espectro; resolução de 4cm-1). A Difração de Raios-X (DRX) foi 

realizada em equipamento Bruker D2, com passo de 0,02 entre 7 e 70° (2θ) , sem giro, 

utilizando-se fonte de radiação de CuKα. A Espectroscopia de Fotoelétrons Excitados 

por Raios-X (XPS) foi realizada em um sistema Thermo Scientific k-Alpha+ operando a 

uma pressão base de 2 x 10-9bar. Foi utilizada uma fonte monocromada de raios-X 

AlKα (hv = 1486,6eV), com um analisador hemisférico de dupla focagem a 180° 

contendo um detector 2D. A corrente de emissão da fonte de raios-X foi de 6mA e 

tensão de polarização de 12kV. Para minimizar o efeito de carga foi utilizada um filtro 

de elétrons, e deslocamentos remanescentes da energia de ligação (BE) devido à 

cargas das amostras foram corrigidas utilizando a linha C 1s na BE de 285,0eV. Todos 

os dados foram avaliados utilizando software Avantage XPS, e espectros de alta 

resolução foram obtidos para Si 2p, O 1s e Co 2p. 

 

Propriedades Texturais. As amostras foram desgaseificadas por 24 horas a 200°C 

previamente à análise. Análise de adsorção de nitrogênio foi realizada em 

equipamento Quantachrome Autosorb AS-6 multi-estações com 40 pontos de 

adsorção e 40 pontos de dessorção. Foi aplicado o método Brunauer-Emmett-Teller 

(BET) para avaliação da área superficial específica e Barret-Joyner-Halenda (BJH) em 

curvas de dessorção para a avaliação do tamanho e distribuição de poros. 

 

Estudo de dissolução. Foram imersas 75mg de vidros bioativos em 50mL de solução 

SBF (Simulated Body Fluid), mantidos em recipiente lacrado e incubados à 37°C com 
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agitação de 120rpm por diferentes períodos de tempo (4, 8, 24, 72h, 1 semana e 2 

semanas), conforme sugerido previamente (56). SBF foi preparado confirme descrito 

por Kokubo e pesquisadores (55). Em cada período de tempo, 1mL dos extratos foram 

removidos, e substituídos por 1mL de SBF para manter o conteúdo da solução. O 

extrato removido foi diluído em ácido nítrico (2M), filtrados (0,22µm) e a concentração 

de Si, Ca, P e Co em solução foram obtidas por ICP-OES. 

 

As micropartículas utilizadas no ensaio foram filtradas após duas semanas de estudos, 

lavadas com acetona, secas à 60°C por 24 horas, e avaliadas por FTIR e DRX. A 

morfologia das amostras após ensaio em SBF foi avaliada por Microscopia Eletrônica 

de Varredura (MEV), realizada em microscópio LEO 1525 contendo coluna de emissão 

GEMINI, operando a 5kV. Amostras foram recobertas com cromo previamente à 

análise. 

 

6.3 Resultados e discussão 
 

6.3.1 Análise da composição química 
 

A Tabela 6.1 apresenta a composição química nominal e a composição determinada 

por ICP-OES dos vidros bioativos após estabilização do material a 650°C. Foi 

observado um teor ligeiramente mais elevado de CoO para a amostra 5Co-N, 

enquanto que o teor de P2O5 apresentou a maior diferença relativa entre a composição 

nominal e a composição determinada. No entanto, de acordo com os resultados 

obtidos, o precursor de cobalto não afetou a composição final dos vidros bioativos. 

 

Tabela 6.1: Composição química nominal e determinada pelo método de fusão de 
metaborato de lítio e ICP-OES (%mol) das amostras VB, 5Co-C e 5Co-N. 

 

Composição nominal 
(% mol) 

Composição ICP-OES 
(% mol) 

SiO2 P2O5 CaO CoO SiO2 P2O5 CaO CoO 

VB 60,0 4,0 36,0 - 61,3 ± 0,9 3,2 ± 0,6 35,5 ± 0,9 - 

5Co-C 60,0 4,0 31,0 5,0 58,1 ± 1,9 3,4 ± 0,5 33,2 ± 2,3 5,3 ± 0,4 

5Co-N 60,0 4,0 31,0 5,0 58,9 ± 0,8 3,1 ± 0,4 32,5 ± 0,5 5,5 ± 0,3 

 

6.3.2 Análise térmica 
 

Para avaliar a influência da incorporação de cobalto no comportamento térmico dos 

vidros bioativos, TGA e DSC foram realizados (Figura 6.1) nas amostras obtidas 

previamente ao processo de tratamento térmico. Observa-se pela curva de TGA 
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(Figura 6.1 (a)) três regiões de perda de massa, conforme o material foi aquecido de 

30 até 1000°C. O estágio inicial, de 30 a 180°C, com 10% de perda de massa em 

todas as amostras, é relacionado principalmente à remoção de resíduos do processo 

sol-gel, como álcoois, e à dessorção endotérmica de água fisicamente adsorvida (105). 

Conforme o aquecimento progrediu, observou-se um segundo estágio de perda de 

massa, entre 200 e 450°C, com adicionais 15 – 25% de perda de massa, relacionada 

à liberação de água quimicamente adsorvida e perda de grupos orgânicos dos 

precursores sol-gel (107). O ultimo estágio deu-se entre 450 e 600°C, com adicionais 10 

– 15% de perda de massa, sendo relacionado à decomposição de nitratos (NO3
-) 

introduzidos na síntese como nitratos metálicos, e também à condensação adicional 

de hidroxilas na superfície do material. A diferença observada na perda de massa total 

entre as diferentes amostras pode ser relacionada ao excesso de subprodutos da 

síntese sol-gel e à adsorção de água pela superfície altamente reativa dos vidros. 

Observou-se estabilização da massa acima de 600°C. 

 

 

Figura 6.1: (a) Análise termogravimétrica (TGA) e (b) Calorimetria Diferencial 
Exploratória (DSC) de vidros bioativos obtidos por diferentes precursores de Co. 
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A análise por DSC (Figura 6.1 (b)) revelou uma transição exotérmica bem definida 

entre 278 e 286°C, relacionada à remoção de precursores remanescentes do processo 

sol-gel (107). Uma transição endotérmica entre 490 e 570°C, relacionada à 

decomposição do nitrato também foi observada. Essa transição foi observada em 

menor intensidade para 5Co-C, já que nessa amostra o nitrato de cálcio foi 

parcialmente substituído por cloreto de cobalto. A presença de nitrato de cobalto 

também pode afetar a temperatura dessa transição, já que esse sal apresenta menor 

temperatura de degradação quando comparado com o nitrato de cálcio (172). Observou-

se também uma transição exotérmica acima de 900°C, relacionada à cristalização dos 

vidros. Fases cristalinas podem afetar a bioatividade do material, já que reduzem a 

possibilidade de reações de troca iônica com o meio fisiológico. Baseado na avaliação 

térmica das amostras de vidro bioativo, o programa de tratamento térmico foi 

configurado para 650°C por 3 horas, com taxa de aquecimento de 2°C.min-1, suficiente 

para remoção total dos nitratos presentes e mantendo a estrutura predominantemente 

amorfa. 

 

6.3.3 Avaliação estrutural 
 

A Figura 6.2 apresenta a avaliação estrutural das amostras obtidas por FTIR. Bandas 

típicas de vidros bioativos foram observadas, não sendo notadas bandas relativas aos 

grupos nitratos, confirmando que o programa de tratamento térmico foi adequado para 

a sua completa remoção. A deformação angular de grupos Si-O pode ser relacionada 

à absorção em 580cm-1 (136), relacionada à estruturas amorfas de sílica, enquanto que 

o estiramento simétrico Si-O é reportado em 810cm-1 (106). O estiramento assimétrico 

de ligações Si-O-Si é observado como uma banda larga entre 1000 e 1200cm-1 (24), 

com máxima intensidade em 1050cm-1 para todas as amostras. A absorção máxima 

para essa vibração é normalmente observada em 1909cm-1 em amostras de SiO2, mas 

desloca-se para valores mais baixos quando modificadores de rede estão presentes, 

aumentando o número de oxigênios não ligantes na estrutura do vidro (173). Além disso, 

a absorbância em 965cm-1 também pode ser relacionada à estruturas tetraédricas 

SiO4 contendo oxigênio não ligantes (81). 
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Figura 6.2: Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) das 
amostras VB, 5Co-N e 5Co-C. 
 

O estiramento simétrico (1160cm-1) (110) e a deformação angular (500 – 600cm-1) de 

ligações P-O também foram observados. Duas bandas distintas, em 570 e 670cm-1 

são relatadas quando ligações Co(III)-O de estruturas cristalinas de Co3O4 estão 

presentes (174–176). Neste trabalho, observou-se a presença de uma banda de absorção 

em 670cm-1 na amostra 5Co-C, que pode estar relacionada à essa ligação na estrutura 

do óxido de cobalto; no entanto, a banda em 570cm-1, também observada, pode estar 

sobreposta à deformação de ligações P-O na mesma região.  

 

A análise de FTIR demonstrou a presença de bandas de absorção típicas de vidros 

bioativos em todas as amostras avaliadas, indicando que a estrutura química principal 

foi mantida apesar da incorporação de Co. Evidência de ligações Co(III)-O foram 

encontradas quando o cloreto de cobalto foi utilizado como precursor, porém análises 

adicionais são necessárias para confirmação da presença dessas estruturas.  

 

Os padrões de DRX das amostras de vidro bioativo são apresentados na Figura 6.3. 

Um halo amplo e difuso entre 15 e 35° (2θ) foi observado em todas as amostras, 

sugerindo a formação de uma estrutura de sílica com caráter predominantemente 

amorfa (105), embora a maior intensidade entre 31 e 33° (2θ) para a amostra VB indique 

uma organização inicial da estrutura do material, com possível formação de pequenos 

núcleos de apatita durante o tratamento térmico, conforme relatado anteriormente (46). 

Picos cristalinos foram observados na análise da amostra 5Co-C, e são compatíveis 

com estruturas de óxido de cobalto (II,III) (Co3O4, ICSD ref: 01-074-1656) (177), 

enquanto que para a amostras obtidas utilizando o nitrato de cobalto não foram 

observados picos cristalinos. O Co3O4 é um composto estável e pouco solúvel, 
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apresentando valência mista (Co2+ e Co3+) (175), e sua presença indica que o Co não foi 

totalmente incorporado na estrutura do material como um modificador de rede quando 

o cloreto de cobalto foi utilizado como precursor. Apesar das amostras apresentarem 

caráter predominantemente amorfo, regiões cristalinas podem resultar em uma taxa de 

dissolução lenta, consequentemente afetando a bioatividade do vidro. 

 

 

Figura 6.3: Padrão de difração de raios-X (DRX) das amostras VB, 5Co-N e 5Co-C. 

 

Para confirmar o estado de oxidação das espécies e se obter mais detalhes sobre a 

estrutura dos materiais obtidos, análises de XPS foram realizadas. A Figura 6.4 

apresenta o espectro de varredura das amostras de vidro bioativo. Linhas Auger e de 

fotoemissão do XPS típicas dos constituintes do vidro bioativo foram observadas, 

juntamente com o pico de C 1s, relacionado à absorção de impurezas de 

hidrocarbonetos pela superfície do vidro (117). Esse pico foi utilizado como referência 

para a calibração da energia de ligação (BE – binding energy), sendo ajustado para 

285,0eV com o objetivo de corrigir o efeito de carga das amostras. 
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Figura 6.4: Espectro de XPS das amostras do VB, 5Co-N e 5Co-C 
 

A Figura 6.5 (a) apresenta o espectro XPS de alta resolução Si 2p, sendo observada 

uma banda larga com máximo em 103,5eV para VB, deslocando para 103,4eV para 

5Co-C, no entanto mantendo-se na faixa típica da energia de ligação do tetraedro de 

silício com quatro átomos de oxigênio (SiO4
4-) (145).  
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Figura 6.5: Espectro de alta resolução (a) Si 2p (b) O 1s para as amostras VB, 5Co-N 
e 5Co-C. 
 

A deconvolução do espectro de XPS O 1s, apresentado na Figura 6.5 (b), indica a 

formação de dois componentes com máximo de energia de ligação em 531,1eV e 

533,0eV. O pico com máximo em 533,0eV é relacionado com o oxigênio de silicatos, 

enquanto que o pico com menor energia de ligação pode ser associado ao oxigênio 

em fosfatos, sendo na mesma região da energia de ligação O 1s observada para a 

hidroxiapatita (144). Trabalhos anteriores mostram que átomos de P estão presentes de 

forma majoritária como ortofosfatos (PO4
3-) na estrutura de vidros bioativos (46), tendo a 

sua carga balanceada por cátions modificadores de rede, e apenas pequenos teores 

de ligações Si-O-P são observados (48). Não foram identificadas diferenças 

significativas entre o espectro Si 2p e O 1s do VB e das amostras contendo cobalto, 

indicando que a estrutura principal de sílica foi mantida mesmo após a incorporação 

de Co. 

 

Cobalto pode ser encontrado na estrutura de vidros como Co2+ ou Co3+ (178), e embora 

o XPS seja uma ferramenta utilizada para identificação do estado químico da maioria 
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dos elementos da tabela periódica, não é um processo simples para espectros de 

metais de transição, já que certos aspectos típicos desses elementos dificultam a 

avaliação do estado químico presente, como o desdobramento de multipletos 

(multiplet splitting) e o aparecimento de picos satélites (estruturas “shake-up”) (147). No 

entanto, algumas características do espectro Co 2p podem ser consideradas para a 

definição do estado de oxidação do cobalto: (a) a energia de ligação Co2+ (781 – 

783eV) é ligeiramente maior que a observada para Co3+ (779 - 780eV); (b) estruturas 

satélites “shake-up” são observadas no pico de maior spin de espécies Co2+; (c) Co3+ 

normalmente apresenta menor diferença de energia de ligação entre os picos de 

diferentes spins (15,0 – 15,5eV) que o Co2+ (15,7 – 16,0eV) (179,180). 

 

Os escaneamentos de alta resolução Co 2p são apresentados na Figura 6.6, e 

múltiplos picos podem ser observados entre 772 e 809eV para ambas as amostras 

contendo esse íon. Picos pares típicos do desdobramento de multipletos (Co 2p3/2 e 

Co 2p1/2) foram observados em torno de 781 e 797eV (66,181), assim como as estruturas 

satélites “shake-up”, observadas ao lado de maior energia de ligação de cada banda. 

Essas estruturas satélites “shake-up” observadas em ambas as amostras são típicas 

de espécies de spin alto Co2+ (66,178). A redução na intensidade dessa banda para 5Co-

C pode estar ligada à presença de espécies com diferentes estados de oxidação 

(180,181). Observou-se ainda que a diferença de energia de ligação entre o Co 2p3/2 e o 

Co 2p1/2 foi de 15,8eV para 5Co-N e ligeiramente menor para 5Co-C (15,5eV), 

indicando a presença de Co em um estado de oxidação mais alto na amostra 5Co-C 

(181). Além disso, o espectro Co 2p3/2 revela a formação de uma estrutura adicional na 

forma de um “ombro” em torno de 779 eV, que pode ser relacionado à formação de 

espécies Co3+, já que essas espécies são observadas em energia de ligação menores 

que Co2+ (147,179).  

 

Resultados de XPS indicam que o cobalto está presente majoritariamente como Co2+ 

na estrutura dos vidros, mas indícios da formação de espécies Co3+ também foram 

obtidos quando o precursor utilizado foi o cloreto de cobalto. Tais resultados estão de 

acordo com a avaliação anterior feita por DRX, que mostrou a formação de estruturas 

Co3O4 para a amostra 5Co-C, um composto formado pela mistura de Co2+ e Co3+.  
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Figura 6.6: Espectro de alta resolução XPS Co 2p das amostras 5Co-N e 5Co-C. 
 

6.3.4 Propriedades texturais 
 

Análises de adsorção de nitrogênio foram realizadas para avaliar as propriedades 

texturais dos vidros bioativos. Isotermas representativas da adsorção/dessorção de 

nitrogênio e a curva de distribuição de poros derivadas da dessorção (modelo BJH) 

são apresentadas na Figura 6.7, e os valores obtidos por BET e algoritmo BJH são 

apresentados na Tabela 6.2. Foram identificadas isotermas do tipo IV com ciclo de 

histerese em todos os casos, característico de materiais com larguras de poros 

variando de 2 a 50nm (mesoporosos) (144). Durante a etapa de secagem da rota sol-

gel, a remoção de subprodutos de condensação presentes na rede resulta na 

formação de nanoporos, típicos destes materiais (41). As amostras apresentaram 

também uma distribuição estreita e monomodal de tamanho de poros, conforme 

observado na Figura 6.7 (b), com ligeira redução no tamanho médio de poros após a 

incorporação de cobalto. Uma elevada área superficial específica foi observada, 

conforme apresentado na Tabela 6.2, e que estão de acordo com valores previamente 

relatados para materiais similares (110). Houve redução do volume total de poros nas 

amostras contendo cobalto, consequentemente reduzindo também a área superficial 

específica, embora sem diferença estatística significativa. 

 

 A presença de poros dentro da faixa mesoporosa é favorável na indução da 

nucleação e cristalização de HAC, já que os poros podem atuar como sítios de 

nucleação. O número de sítios disponíveis e o tamanho dos poros controlam a taxa de 

nucleação e posterior cristalização de HAC na superfície do vidro (134), 

consequentemente afetando a bioatividade, portanto vidros bioativos com alta área 

superficial e estrutura mesoporosa são de interesse para a engenharia de tecidos. 
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Figura 6.7: (a) Isotermas de adsorção de nitrogênio e (b) distribuição de tamanhos de 
poros (algoritmo BJH derivado das curvas de dessorção) das amostras VB, 5Co-C e 
5Co-N.  
 

Tabela 6.2: Propriedades texturais obtidas pelos métodos BET e BJH para as 
amostras VB, 5Co-N e 5Co-C. 

Amostras 
Área superficial 

específica (m2.g-1) 

Volume de poros 

total (cm3.g-1) 

Diâmetro médio de 

poros (nm) 

VB 124,0 ± 11,8 0,365 ± 0,011 7,6 ± 0,4 

5Co-N 113,6 ± 8,7 0,297 ± 0,019 6,6 ± 0,6 

5Co-C 96,6 ± 14,3 0,261 ± 0,44 6,4 ± 0,2 

 

6.3.5 Dissolução e bioatividade em SBF 
 

A Figura 6.8 apresenta a concentração de Si, Ca, P e Co em solução após imersão 

dos vidros bioativos em SBF por diferentes períodos de tempo, conforme avaliados por 

ICP-OES. Não foram observadas diferenças significativas no perfil de liberação de 
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silício entre os diferentes vidros bioativos, com estabilização da concentração após 24 

horas de ensaio, mantendo-se na faixa de 62 a 70 ppm. Embora o Co tenha sido 

incorporado em substituição parcial ao teor de Ca nas amostras de vidro bioativo e, 

consequentemente, o teor de Ca seja menor nas amostras contendo Co, a 

concentração de cálcio em SBF foi maior para 5Co-N, enquanto que VB e 5Co-C 

apresentaram perfil de liberação de Ca similar. As diferenças observadas entre a 

liberação iônica das amostras 5Co-N e VB podem estar relacionadas à formação de 

uma rede menos interconectada devido à incorporação de Co, consequentemente 

aumentando a taxa de dissolução dessa amostra, especialmente durante as 8 horas 

inicias de imersão (141). A liberação de cálcio tem um papel importante no processo de 

biomineralização, podendo também induzir a proliferação de osteoblastos, 

aumentando o potencial terapêutico do biomaterial (142). 

 

 

Figura 6.8: Concentração de Si, P, Ca e Co em SBF por diferentes períodos de tempo. 
 

A concentração de P reduziu imediatamente após imersão das amostras em SBF, 

sendo relacionada à migração do PO4
3- da solução para a superfície do vidro e 

formação de uma camada rica em fosfatos (135). Para o VB, a concentração de fosfato 

caiu para próximo a zero em 24 horas, enquanto que para os vidros bioativos 

contendo Co essa redução foi mais lenta, atingindo um mínimo de aproximadamente 

7ppm após 2 semanas. Tal observação pode estar relacionada à redução da taxa de 

precipitação de fosfatos na superfície dos vidros bioativos, com consequente redução 

na formação da camada de fosfato de cálcio e HAC. Portanto, os resultados indicam 

que a incorporação de Co reduziu a taxa de formação da camada de HAC durante as 

duas semanas de estudo.  
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Uma liberação rápida de Co foi observada durante as primeiras horas de ensaio, 

estabilizando-se após 24 horas e atingindo a máxima concentração de 10 e 6ppm para 

as amostras 5Co-N e 5Co-C, respectivamente. O uso de diferentes precursores afetou 

a liberação iônica, obtendo-se uma menor concentração final em solução para a 

amostra 5Co-C. A área superficial específica e a conectividade de rede podem afetar o 

perfil de dissolução de vidros, mas como o perfil de liberação de silício para as 

diferentes amostras foi similar, outros fatores podem estar influenciando o perfil de 

liberação. As diferenças na concentração de Co obtidas podem estar relacionadas ao 

óxido de cobalto (II,III) presente no 5Co-C, já que essa fase cristalina apresenta 

solubilidade baixa em meio aquoso (182). Portanto, o cobalto liberado pode ser 

proveniente da fração de íons que não se cristalizaram, apesar de que cristais inteiros 

também podem ser liberados em solução. 

 

Trabalhos anteriores mostram que concentrações de 13ppm podem induzir a resposta 

do fator de indução da hipóxia (HIF-1), estimulando a angiogênese (183). Além disso, 

alta expressão de fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e expressão de 

fosfatase alcalina (ALP) foi observada para teores de Co entre 3 e 12ppm, liberados 

de scaffolds de vidro bioativo e colágeno-glicosaminoglicano contendo esse íon (15). 

Portanto, amostras desse trabalho apresentaram liberação iônica dentro da faixa da 

concentração biologicamente ativa que pode induzir a formação de novos vasos 

sanguíneos de acordo com estudos anteriores. No entanto, avaliações recentes 

realizadas em células-tronco mesenquimais humanas mostraram uma redução na 

diferenciação condrogênica altamente dependente do tempo e da concentração, 

embora o nível do HIF-1α tenha aumentado significantemente (16). Portanto, o perfil de 

liberação de íons cobalto deve ser devidamente avaliado e ajustado de acordo com a 

aplicação desejada. 

 

Após as duas semanas de estudo, os vidros bioativos foram analisados por FTIR e 

DRX, apresentados na Figura 6.9. Não foram observadas diferenças significativas 

entre os espectros de FTIR das amostras após imersão em SBF. As bandas típicas 

relativas à rede do vidro foram observadas em 450cm-1 (deformação Si-O), 965cm-1 

(estruturas SiO4 contendo oxigênios não ligantes) (81), e a banda larga com máximo em 

1020cm-1 (estiramento Si-O) (135). O dupleto característico da deformação de ligações 

P-O em grupos PO4
3- de cristais de apatita foram observados em 562 e 602cm-1  (64,135), 

enquanto que a banda em 1060cm-1 é atribuída ao estiramento de ligações P-O (135). 

Bandas vibracionais em 808cm-1 e 890cm-1 referentes aos carbonatos também foram 

observadas (24), indicando a presença de uma camada de hidroxiapatita carbonatada 
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em todas as amostras. Os resultados foram ainda confirmados por DRX (Figura 6.9 

(b)) Os picos relacionados apresentam compatibilidade com a o padrão de difração da 

hidroxiapatita carbonatada (ICSD ref: 00-019-0272), confirmando sua formação na 

superfície dos vidros após imersão em SBF (184). Um pico cristalino atribuído à calcita 

também foi observado, e sua formação pode estar relacionada à reação entre o cálcio 

liberado dos vidros bioativos e os carbonatos presentes na solução SBF (32). Além 

disso, os picos cristalinos da amostra 5Co-C também foram observadas no padrão de 

DRX obtido após o estudo de dissolução em SBF, indicando que a estrutura do óxido 

de cobalto não foi totalmente dissolvida, estando de acordo com a menor taxa de 

liberação de Co dessa amostra, conforme discutido previamente.  

 

 

Figura 6.9: (a) Espectro de FTIR e (b) padrões de DRX de vidros bioativos imersos por 
duas semanas em SBF.  
 

As imagens de MEV (Figura 6.10) demonstraram a formação de uma estrutura típica 

de cristais de apatita na superfície dos vidros bioativos após 14 dias de imersão em 

SBF devido à biomineralização (107,135), confirmando resultados anteriores. 
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Figura 6.10: Imagens da superfície de vidros bioativos obtidas por MEV antes e após 
duas semanas de imersão em SBF das amostras VB, 5Co-N e 5Co-C.  
 

O estudo de dissolução confirmou que a incorporação de Co na rede de vidro leva a 

uma redução na taxa de formação da camada de HAC, embora ainda mantendo a 

bioatividade do material. A taxa de liberação de Co foi reduzida quando o cloreto de 

cobalto foi utilizado como precursor, sendo principalmente relacionado à presença de 

cristais com baixa solubilidade em sua estrutura (182). A liberação de Co obtida está 

dentro da concentração relatada capaz de induzir uma resposta angiogênica, e a 

composição do vidro bioativo pode ser ajustada para se obter níveis desejados de 

liberação iônica e formação de HAC de acordo com a aplicação específica. 

 

6.4 Conclusões 
 

Neste capítulo, vidros bioativos contendo Co foram obtidos pelo processo sol-gel, e a 

influência da incorporação desse íon e da seleção do precursor na estrutura e nas 

propriedades do material foi avaliada. Quando cloreto de cobalto foi utilizado como 

precursor houve formação de óxido de cobalto (II,III) cristalino, indicando que os íons 

Co não foram completamente incorporados na estrutura do vidro bioativo como 

modificador de rede, enquanto que estruturas cristalinas não foram observadas 

quando o nitrato de cálcio foi utilizado como precursor. Esse íon encontra-se 

majoritariamente na forma de Co2+, de acordo com análises de XPS, embora 
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indicativos da presença de espécies Co3+ também tenham sido encontrados. A 

incorporação de Co afetou o perfil de dissolução do vidro, reduzindo a taxa de 

formação de HAC durante o período avaliado, porém o teor de Co encontra-se dentro 

da concentração reportada que pode induzir angiogênese. A incorporação de Co 

utilizando o nitrato de cobalto torna-se mais indicada quando necessária uma maior 

taxa de liberação desse íon, porém trabalhos futuros devem avaliar a concentração 

ideal de Co que não leve à toxicidade do material. Este trabalho mostrou que a 

escolha do precursor pode apresentar um importante papel na definição da estrutura 

final do vidro bioativo e suas propriedades, devendo ser cuidadosamente avaliada. 
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CAPÍTULO 7. Avaliação estrutural e da biocompatibilidade in vitro e 

in vivo de vidros bioativos contendo cobalto 

 

7.1 Introdução 
 

Biomateriais com capacidade de liberação de cobalto tem atraído grande atenção nos 

últimos anos, devido ao seu potencial angiogênico. Co é conhecido por simular 

condições hipóxicas, inibindo a degradação do fator de indução da hipóxia (HIF-1α), 

responsável pela regulação e expressão de diferentes genes relacionados com a 

angiogênese, como o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) (185), e 

consequentemente induzindo a formação de vasos sanguíneos. Trabalhos recentes 

demonstraram capacidade de ativação da via HIF-1α e regulação de genes envolvidos 

na reposta angiogênica em vidros bioativos contendo Co, obtidos pelo processo de 

fusão (156). Capacidades pró-angiogênicas e pró-osteogências foram também 

observadas em estruturas de vidro bioativo/colágeno-glicosaminoglicano contendo 

esse íon (88). O processo sol-gel também pode ser utilizado para obtenção de vidros 

bioativos com capacidade de liberação de Co, sendo relatado o aumento da expressão 

de VEGF e expressão gênica de células estromais da medula óssea (BMSCs) em 

scaffolds de vidro bioativo contendo cobalto obtidos pelo processo sol-gel (88). No 

entanto, outros trabalhos mostraram que a alta concentração ou exposição prolongada 

de células ao Co pode induzir citotoxicidade e estresse oxidativo (186). Vidros bioativos 

(derivados do processo de fusão) demonstraram também redução na diferenciação 

condrogência e proliferação de células-tronco mesenquimais humanas (hMSCs), 

apesar da estabilização do HIF-1α (16). Existe, portanto, uma clara necessidade de 

pesquisas adicionais para compreender o efeito do Co na estrutura do vidro bioativo e 

nas propriedades biológicas resultantes. 

 

Tendo isso em vista, nesse capítulo foram obtidas novas composições de vidros 

bioativos contendo Co pelo método sol-gel, e o efeito da incorporação desse íon na 

estrutura e propriedades do material foi avaliada. Devido ao importante papel das 

células endoteliais na formação de vasos sanguíneos, a viabilidade celular dos vidros 

bioativos em células endoteliais de veias umbilicais humanas (HUVECs – human 

umbilical vein endothelial cells) foi avaliada, assim como em células-tronco adiposas 

humanas (hASCs – human adipose-derived stem cells) – uma importante fonte de 

células multipotentes. A biocompatibilidade foi ainda avaliada por procedimento in vivo, 
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a partir de implantes do material no dorso de ratos, demonstrando resultados 

promissores para aplicações na engenharia de tecidos.  

 

 

7.2 Materiais e métodos 
 

Foram utilizados reagentes da Sigma-Aldrich, salvo indicação em contrário. Vidros 

bioativos foram obtidos pelo processo sol-gel: TEOS (tetraetilortosilicato 98%) e TEP 

(trietilfosfato 99%) foram hidrolisados em meio ácido (ácido nítrico 2M) contendo água 

deionizada (taxa molar H2O/TEOS = 12) por 1 hora com agitação magnética. Logo 

após, nitrato de cálcio (Ca(NO3)2.4H2O) foi dissolvido no sol, e agitado por mais uma 

hora. O gel obtido foi envelhecido por 72 horas em recipiente fechado, seguido por 

secagem em recipiente aberto com aumento de 10°C por dia até se alcançar 120°C. 

Logo após, amostras foram tratadas a 650°C, com taxa de aquecimento de 2°C.min-1, 

por 3 horas, moídas e peneiradas para se obter partículas entre 38 e 150µm. Amostras 

contendo cobalto foram obtidas utilizando-se cloreto de cobalto (CoCl2.4H2O, Synth), 

em substituição ao teor parcial de cálcio nos vidros 58S (VB), contendo composição 

molar de 1%CoO (VB-1Co), 2,5%CoO (VB-2,5Co) e 5%CoO (VB-5Co). O respectivo 

sal foi adicionado previamente à etapa de adição do precursor do cálcio para cada 

composição.  

 

7.2.1 Caracterização dos vidros bioativos 
 

Análise estrutural. Os espectros de Difração de Raios-X (DRX) foram obtidos em 

equipamento SHUMADZU 7000, com 2θ variando de 3 a 60°, passo de 0,03 e 

radiação CuKα. FTIR foi obtido em equipamento Thermo Scientific Nicolet iN10 

equipado com acessório de reflectância difusa. Os espectros foram obtidos entre 400 - 

4000cm-1, com 64 escaneamentos por espectro e resolução de 4cm-1. Os espectros 

Raman foram obtidos em equipamento Jobin Yvon/Horiva LABRAM-HR 800, equipado 

com laser He-Ne (632,8nm), microscópio Olympus NHX, detector CCD (Spectrum 

One) e tempo de aquisição entre 10 e 30s, dependendo da fluorescência da amostra. 

Para reduzir relações sinal/ruído, os espectros foram adquiridos 5 - 10 vezes após 

fotobranqueamento de 5 a 20 minutos 

 

Composição química. Uma camada de 0,7g de metaborato de lítio foi preparada em 

um cadinho de grafite, no qual 0,1g de cada amostra foram posteriormente 

adicionados, formando uma segunda camada, a qual foi por fim sobreposta por outra 
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camada de metaborato de lítio (0,7g). O cadinho foi levado à mufla (950°C) por 10 

minutos, para fusão dos reagentes e da amostra. O cadinho foi removido da mufla, a 

mistura foi homogeneizada e fundida por mais 10 minutos. Logo após, a mistura foi 

transferida para um becker contendo 100mL de solução 10% v/v HNO3 e agitada por 

20 minutos. A solução foi diluída em 10 vezes, e as concentrações de Si, Ca, P e Co 

foram analisadas por ICP-OES (Espectrometria de emissão óptica com plasma 

acoplado indutivamente) Perkin-Elmer Optima 7300 DV, e as proporções de SiO2, 

CaO, P2O5 e CoO calculadas 

 

Propriedades texturais. As isotermas de adsorção e dessorção de nitrogênio foram 

obtidas em equipamento Quantachrome NOVA 2200 ver. 6.11, à 77K. A área 

superficial específica (SSA – specific surface area) foi determinada por método 

Brunauer-Emmett-Teller (BET) utilizando os pontos de adsorção com pressão relativa 

entre 0,01 e 0,30, enquanto que o diâmetro e distribuição de poros foram calculados 

pelo método Barrett-Joyner-Halenda (BJH) aplicado às curvas de dessorção. 

 

Estudo de dissolução e bioatividade em SBF. Um total de 0,045g de cada amostra 

foi imerso em 30mL de SBF (Simulated Body Fluid), preparada de acordo com método 

previamente descrito (56,102), e mantidas a 37°C por 1, 3 e 24 horas, e 3, 7 e 14 dias. Os 

extratos obtidos em cada período de tempo foram filtrados (0,22µm), diluídos (10 

vezes) e analisados por ICP-OES para obtenção da concentração de Si, Ca, P e Co 

em solução. As micropartículas foram lavadas com acetona, secas por 24 horas à 

60°C e analisadas for FTIR. Os resultados apresentam uma média de 3 medidas e 

desvio padrão. 

 

7.2.2 Análise da citotoxicidade celular e biocompatibilidade in vivo 
 

Isolamento e cultura de hASCs. As hASCs foram isoladas de tecido adiposo humano 

colhido durante uma cirurgia estética para redução abdominal de pacientes saudáveis. 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética da Universidade Federal de Minas 

Gerais (CCAE n° 21176413.9.0000.5149). O isolamento e cultura de hASCs foram 

realizados baseando-se em trabalhos anteriores (187). Os lipoaspirados foram lavados 

em solução salina tamponada com fosfato (PBS) e digeridos com colagenase tipo I a 

0,075% em PBS, a 37°C por 1 hora. A atividade da colagenase foi inibida com a 

adição de DMEM (Gbico) suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Gibco) e 

o tecido digerido foi centrifugado a 252rpm por 10 minutos. As pastilhas foram 

suspensas e plaqueadas em frascos de cultura contendo DMEM, suplementados com 
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10% FBS e 1% antibióticos/antimicóticos (Invitrogen). As culturas foram mantidas em 

atmosfera umidificada de CO2 a 5% e 37°C. O meio foi substituído a cada 2 - 3 dias. A 

população de células mesenquimais foi selecionada com base na sua capacidade de 

aderir à placa de cultura. A subcultura de hASCs foi posteriormente destacada da 

placa a 80 - 90% de confluência usando tripsina-EDTA (0,25%; Gibco) e células na 

terceira passagem. 

 

Cultura de células HUVECs. As  células foram cultivas em meio com DMEM (47%; 

Gibco), DMEM F12 (47%; Gibco), FBS (5% v/v; Gibco) e penincilina/estreptomicina 

(1% v/v; Invitrogen). As células foram incubadas em uma atmosfera umidificada de 

CO2 a 5% e 37°C e separadas da placa para os experimentos com 90% de 

confluência utilizando-se tripsina-EDTA (0,25%; Gibco). 

 

Preparação do produto iônico. As micropartículas de vidro bioativo esterilizadas por 

radiação gama (12kGy) foram suspensas em solução PBS 1X a uma concentração de 

10.000µg.mL-1, mantidas por 24 horas à 37°C e posteriormente filtradas (0,2µm) para 

obtenção do produto iônico do material. Diluições foram obtidas utilizando solução 

PBS 1X, a fim de se obter uma concentração final de 1000, 100 e 10 µg.mL-1 do 

produto iônico. 

 

Biocompatibilidade/toxicidade celular. Foi utilizado o método de MTT (brometo de 

3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio), conforme descrito em trabalhos 

anteriores (188). O MTT quantifica a atividade mitocondrial baseada na redução do sal 

de tetrazólio para corantes formazan em células vivas. Nesse processo, 1x105 hASCs 

e 1x104 HUVECs foram semeadas por poço em placas de 48 poços (Sarstedt). Após 

cultura celular por 24 horas, as células foram tratadas com as diluições de 10, 100 e 

1000 g.mL-1 de solução contendo o produto iônico dos vidros bioativos preparados 

em PBS 1X, além do controle negativo no qual somente PBS 1X foi adicionado. Após 

tratamento, os grupos celulares foram avaliados ao fim de diferentes períodos de 

tempo (24, 48 e 72 horas). O meio foi removido e uma solução contendo 130L de 

DMEM e 100 L de MTT (5 mg.mL-1) foi adicionada por poço. Após duas horas, 

cristais de formazan foram visualizados em um microscópio ótico e dissolvidos em 

130L de SDS a 10% em HCL 0,01M. Para todos os paços mencionados, as placas 

de cultura foram incubadas a 37°C em uma atmosfera umidificada de CO2 (5%). Após 

18 horas, 100 L da solução foram transferidos para uma placa de 96 poços e uma 



99 
 

 

leitura da densidade ótica foi realizada a 595 nm. Os experimentos foram realizados 

em triplicata. 

 

Biocompatibilidade in vivo. Um total de 15 ratos Wistar, pesando entre 230 e 250g 

(8 semanas de idade) foram utilizados. Os experimentos descritos a seguir foram 

realizados de acordo com os Princípios Éticos de Experimentação Animal e foram 

previamente aprovados pelo Comitê de Ética em Uso de Animais (CEUA) da UFMG 

(Protocolo n° 22/2018). As micropartículas de vidro bioativo foram utilizadas para se 

obter pastilhas (5mm diâmetro x 2mm espessura), utilizando uma prensa de parafuso 

(Pike Technologies). Os implantes subcutâneos foram realizados na região dorsal de 

ratos Wistar, os quais foram pesados e anestesiados com uma combinação de 

cloridrato de cetamina a 10% (Syntec) e cloridrato de xilazina a 2% (Syntec) na 

proporção de 0,1mL para cada 100g. A tricotomia foi realizada seguida de assepsia 

cutânea da região de implantação utilizando álcool iodado a 10% (Rioquímica). 

Subsequentemente, foi feita uma incisão transversal na região dorsal do animal, a pele 

foi divulsionada e os implantes foram inseridos na região subcutânea. Foram 

selecionados para os experimento as amostras VB e VB-2,5Co, e o material foi 

esterilizado por radiação gama (12kGy) previamente ao ensaio. Nos animais controle, 

o procedimento foi realizado exatamente conforme descrito acima, porém não houve 

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

(189). 

 

Após 28 dias, os ratos foram eutanasiados e a pele adjacente à região onde o 

implante estava localizado foi removida e fixada em solução de formalina tamponada 

neutra a 10%. No grupo controle, um fragmento da pele do mesmo tamanho foi 

removido na mesma região onde os implantes estavam localizados nos grupos 

experimentais. As amostras foram submetidas à microtomia para obtenção de cortes 

histológicos de 5m de espessura. As lâminas foram coradas com Hematoxilina e 

Eosina (H&E) e examinadas qualitativamente em microscópio ótico para avaliar a 

alteração em relação ao controle, com a presença de infiltrado inflamatório e vasos 

neoformados. Um total de 30 imagens de tecido foram capturadas e analisadas com 

uma lente objetiva 40x, conforme trabalhos anteriores (190). A análise quantitativa foi 

realizada pela contagem de número de núcleos celulares na região mais profunda da 

pele, próxima ao local de contato com o material, utilizando-se software 

HonestechTVR 2.5. A avaliação morfométrica foi realizada baseando-se em trabalhos 

anteriores (191). 
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Análise estatística. Para o estudo da viabilidade celular, foi realizada análise 

estatística One-way ANOVA seguida de pós-teste Bonferroni, e para a avaliação 

morfométrica foi utilizado One-way ANOVA seguido de teste post-hoc de Tukey ou 

Holm-Sidak. Foi utilizado software GraphPad Prism 6 em todas as análises, e os 

valores relatados foram expressos como média e desvio padrão. Resultados com 

p<0,05 foram considerados estatisticamente significantes. 

 

7.3 Resultados e discussão 
 

7.3.1 Análise da composição química 
 

A composição química determinada pelo método de fusão de metaborato de lítio e 

ICP-OES é apresentada na Tabela 7.1. Diferentes composições foram obtidas, e a 

presença de cobalto confirmada nos vidros bioativos avaliados após o processo de 

estabilização térmica. O teor de P2O5 foi o que apresentou maior variação, e pode 

estar relacionado à reduzida taxa de hidrólise do precursor sol-gel do fósforo (TEP) em 

relação ao TEOS, além de estar presente em pequena quantidade no meio de reação, 

dificultando a sua incorporação (40). 

 

Tabela 7.1: Composição química nominal e determinada pelo método de fusão de 
metaborato de lítio e ICP-OES (%mol) de vidros bioativos estabilizados à 650°C 
contendo cobalto. 

Amostras 

Composição nominal (% mol) Composição ICP-OES (% mol) 

SiO2 P2O5 CaO CoO SiO2 P2O5 CaO CoO 

VB 60,0 4,0 36,0 - 59,1 3,0 37,9 - 

VB-1Co 60,0 4,0 35,0 1,0 60,6 2,9 35,2 1,3 

VB-2,5Co 60,0 4,0 33,5 2,5 60,8 2,9 33,7 2,6 

VB-5Co 60,0 4,0 31,0 5,0 59,5 3,0 32,1 5,4 

 

7.3.2 Análise estrutural 
 

A Figura 7.1 apresenta resultados da análise estrutural dos vidros bioativos realizada 

por FTIR, e bandas de absorção típicas de vidros bioativos foram observadas em 

todas as amostras. A deformação angular Si-O-Si (450 a 470cm-1) (106), o estiramento 

simétrico (725 a 830cm-1) e assimétrico (1000 a 1200cm-1) de ligações Si-O podem ser 

observados (118). A absorbância observada em 870 e 975cm-1 é relacionada com 

estruturas Si-O contendo oxigênios não-ligantes (32). As absorções em 550 e 600cm-1 

são típicas da deformação angular de ligações P-O em grupos fosfatos, enquanto que 

a absorção em 1160cm-1 é relacionada com o estiramento dessas ligações (106). A 
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absorção entre 1400 e 1550cm-1 pode ser atribuída à grupos carbonatos adsorvidos na 

superfície do vidro, enquanto que a absorbância em 1635cm-1 é relacionada com a 

água molecular presente na superfície do material (24). Observou-se a presença de 

uma pequena banda de absorção em 670cm-1 para a amostra VB-5Co que pode estar 

relacionada à ligações Co-O em estruturas cristalinas de óxido de cobalto, embora 

seja normalmente acompanhada de outra absorção em 570cm-1, região sobreposta à 

deformação de ligações P-O, sendo difícil a sua identificação (174–176).  

 

 

Figura 7.1: Análise estrutural por FTIR realizada para as amostras VB, VB-1Co, VB-
2,5Co e VB-5Co. 
 

A espectroscopia Raman é apresentada na Figura 7.2. O deslocamento Raman na 

região entre 800 e 1300cm-1 é relacionado ao estiramento assimétrico do tetraedro de 

SiO4, com variações no número de onda de acordo com o número de oxigênios 

ligantes e não ligantes na estrutura do vidro (119). O estiramento assimétrico de 

ligações Si-O com estruturas de oxigênios ligantes é relacionado ao deslocamento 

Raman entre 1000 e 1200cm-1, com maior intensidade em 1080cm-1 (121). A banda larga 

entre 900 e 980cm-1 é relacionada a estruturas de oxigênios não ligantes na estrutura 

da sílica, normalmente observada quando uma rede menos polimerizada é formada 

(121). A banda com máximo em 965cm-1 é relacionada ao estiramento Si-O em 

estruturas contendo 2 oxigênios não ligantes, indicando que os materiais obtidos neste 

trabalho são constituídos principalmente por essas estruturas, típicas de materiais 

amorfos contendo modificadores de rede (119,128). Contribuições de ligações P-O 

(estiramento simétrico) podem também estar presentes na região entre 935 e 965cm-1 

(127). O espalhamento Raman na região entre 830 e 900cm-1 pode também ser 

relacionado com ligações Si-O contendo oxigênio não ligantes (unidades Q0 e Q1), e a 

sua redução de intensidade com o aumento do teor de Co é um indicativo da formação 
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de uma estrutura mais polimerizada, podendo o cobalto estar atuando como formador 

de rede ou ainda não incorporando-se totalmente em substituição ao teor de cálcio nas 

amostras, reduzindo consequentemente o número de modificadores de rede na 

estrutura. 

 

Bandas adicionais devido a vibrações Si-O foram observadas em 490cm-1 (192), 

enquanto que a deformação angular de PO4
3- pode ser observada entre 400 e 450cm-1 

(32). Vibrações de diferentes óxidos de cobalto são normalmente relatadas entre 450 e 

700cm-1, com diversas linhas de absorção nesta região (193). Com o aumento no teor 

de Co, foram observadas vibrações em 595, 620 e 689cm-1 que podem estar 

relacionadas a presença de óxidos de cobalto nas amostras, sendo consistente com 

investigações anteriores relacionadas à esse elemento (194). A banda em 689cm-1 pode 

também ser relacionada à vibrações Si-O-Co, sendo um indicativo da incorporação de 

Co na estrutura do vidro bioativo (195). 

 

 

Figura 7.2: Análise estrutural por FTIR realizada para as amostras VB, VB-1Co, VB-
2,5Co e VB-5Co. 

 

Análises estruturais realizadas por FTIR e Raman mostraram que a estrutura principal 

dos vidros bioativos foi mantida, apesar da incorporação de Co. Uma estrutura 

composta majoritariamente por oxigênios não-ligantes foi observada, típica de vidros 

amorfos,  favorável na manutenção da bioatividade, já que pode afetar o processo de 

dissolução em meio fisiológico. Evidências da incorporação de Co e formação de 

óxidos também foram observadas, e deve ser mais profundamente avaliada. 

 

A Figura 7.3 apresenta o padrão de difração das amostras de vidro bioativo. Foi 

observada uma banda larga entre 15 e 25° (2θ) em todas as amostras, típica de 
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estruturas amorfas. Um halo mais pronunciado entre 30 e 33° (2θ) indica uma 

organização inicial da estrutura do material, podendo estar relacionada à formação de 

pequenos núcleos de apatita que podem ser formados durante o tratamento térmico 

(107), especialmente para a amostra VB. A estrutura do vidro manteve o seu caráter 

predominantemente amorfo apesar da incorporação de Co. No entanto, embora não 

detectados para o VB-1Co e VB-2,5Co, foram observados picos cristalinos 

compatíveis com estruturas de óxido de cobalto (II, III) (Co3O4) 
(177) no padrão de 

difração da amostra com maior teor de Co (VB-5Co). A presença desses picos indica 

que o cobalto não foi totalmente incorporado na estrutura do vidro como um 

modificador de rede quando maiores concentrações de Co foram utilizadas. O Co3O4 é 

um composto estável e pouco solúvel, apresentando valência mista (Co2+ e Co3+) (175), 

e sua presença pode afetar a taxa de dissolução e consequentemente a bioatividade 

das amostras. Tal resultado está de acordo com a análise estrutural de FTIR, na qual 

foram observados picos que podem estar relacionados a vibrações Co-O em óxido de 

cobalto para o VB-5Co. 

 

 

Figura 7.3: Padrão de Difração de Raios-X para as amostras VB, VB-1Co, VB-2,5Co e 
VB-5Co. 

 

7.3.3 Propriedades texturais 
 

A Tabela 7.2 apresenta a área superficial específica, volume total de poros e diâmetro 

médio de poros, conforme métodos BET e BJH, de acordo com análise realizada pela 

adsorção de nitrogênio. Vidros bioativos com alta área superficial específica foram 

obtidos, apresentando valores comparáveis ao obtido em trabalhos anteriores (40). 

Observa-se uma variação no valor da área superficial específica com a incorporação 

de cobalto, que pode ser atribuída à ruptura na orientação da rede durante a formação 
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da estrutura como resultado da inserção desse íon adicional, o que poderia resultar 

em defeitos na estrutura do material e formação de mesoporos com diferentes 

formatos (32). Os vidros bioativos apresentaram ainda poros com diâmetro dentro da 

faixa mesoporosa, favorável na indução da nucleação e cristalização de HAC (134), 

consequentemente afetando a bioatividade do material. Vidros bioativos porosos e 

com alta área superficial foram obtidos, possuindo propriedades de interesse no 

campo biomédico. 

 

Tabela 7.2: Propriedades texturais obtidas pelos métodos BET e BJH para as 
amostras VB, VB-1Co, VB-2,5Co e VB-5Co. 

Amostras 
Área superficial 

específica (m2.g-1) 

Volume de poros 

total (cm3.g-1) 

Diâmetro médio de 

poros (nm) 

VB 111,3 0,289 10,4 

VB-1Co 137,9 0,317 9,2 

VB-2,5Co 119,8 0,318 6,6 

VB-5Co 97,9 0,350 6,3 

 

7.3.4 Dissolução e bioatividade em SBF 
 

As amostras foram imersas em SBF a 37°C durante diferentes períodos de tempo com 

o objetivo de se avaliar o perfil de dissolução e a formação da camada de HAC, sendo 

um indicativo preliminar do potencial bioativo do material. A estrutura do material após 

14 dias de imersão foi avaliada por FTIR, e a concentração iônica em solução após 

diferentes períodos de tempo foi analisada por ICP-OES. 

 

Bandas típicas de vidros bioativos foram observadas por após 14 dias de imersão em 

SBF para todas as amostras (Figura 7.4). A deformação de ligações Si-O pode ser 

observada entre 400 e 500cm-1, enquanto que o estiramento simétrico dessa ligação é 

relacionado com a absorbância entre 1000 e 1200cm-1 (137). A absorção atribuída à 

grupos P-O podem ser observadas em torno de 960cm-1, relacionadas ao estiramento 

simétrico, enquanto que o estiramento assimétrico P-O pode ser observado entre 1000 

e 1050cm-1, sobrepondo-se à absorção de grupos Si-O. Bandas típicas da vibração de 

ligações P-O em grupos fosfato de HAC são observados na forma de banda dupla, 

sendo uma em 600 a 610cm-1, e outra entre 550 e 560cm-1 (196). A presença dessa 

banda dividida e bem definida é característica da formação de uma camada de fosfato 

de cálcio na superfície dos vidros. Além disso, a banda observada na região de 800 e 

890cm-1 é característica do estiramento de ligações C-O, sendo relacionada à 
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formação de apatita carbonatada na superfície dos vidros bioativos após ensaio. 

Portanto, análise estrutural por FTIR dos vidros bioativos após imersão em SBF indica 

a formação de uma camada de hidroxiapatita carbonatada na superfície de todas as 

amostras, com bandas típicas dessa estrutura sendo observadas após 14 dias de 

ensaio. 

 

 

Figura 7.4: FTIR obtido 14 dias após imersão das amostras em SBF, na qual (a) VB, 
(b) VB-1Co, (c) VB-2,5Co e (d) VB-5Co. 

 

Após imersão em SBF, tem-se início o processo de dissolução do vidro, e reações 

químicas na superfície do material levam a mudanças na composição química da 

solução com o tempo (28), podendo ser utilizadas como um método indireto de se 

avaliar as reações ocorrendo na superfície dos vidros bioativos. Além disso, a 

liberação iônica dos vidros bioativos pode beneficiar respostas celulares, aprimorando 

o reparo tecidual; portanto, uma liberação controlada desses íons é desejada. O perfil 

de liberação iônica de Si, Ca, P e Co das amostras de vidro bioativo após imersão em 

SBF em diferentes períodos de tempo é apresentado na Figura 7.5. 

 

O silício apresentou rápida liberação durante os primeiros dias de imersão, 

estabilizando-se após 72 horas. A liberação mais rápida de Si para a amostra VB e 

ligeira maior concentração pode ser relacionada a uma estrutura mais aberta, com 

maior número de oxigênios não ligantes, conforme demonstrado pela espectroscopia 

Raman. Trabalhos anteriores mostram que a liberação de silício de biomateriais pode 

favorecer a citocompatibilidade, já que esse íon pode apresentar efeitos estimulatórios 

em células, porém a concentração deve ser ajustada, mantendo-se abaixo de 100ppm 

(141), compatível com a faixa de concentração obtida para as amostras deste trabalho. 
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Além disso, a liberação de silício favorece a formação de silanóis (Si-OH) na superfície 

do material, que apresenta importante papel no processo de formação da camada de 

HAC (110). 

 

 

Figura 7.5: Variação da concentração de silício, cálcio, fósforo e cobalto com o período 
de imersão em SBF para VB e amostras contendo Co.n 
 

O cálcio também apresentou uma rápida liberação inicial, estabilizando-se após 24 

horas de ensaio. Apesar de o teor de Ca ser menor na amostra VB-5Co, a 

concentração de Ca em solução para essa amostra foi maior, o que pode estar 

relacionado a uma taxa de formação de HAC mais lenta, consequentemente mantendo 

mais íons cálcio livres em solução. A formação da camada de HAC é também indicada 

pela concentração de P ao longo do tempo de ensaio. Houve uma redução do teor de 

P logo após o início do estudo, confirmando a migração esses íons da solução para a 

superfície dos vidros bioativos para formação da camada rica em fosfato de cálcio. A 

concentração de P atingiu valores próximos à zero após 72 horas de ensaio para VB e 

VB-1Co, enquanto que para a amostra VB-2,5Co isso só ocorreu após 1 semana, e 

após 2 semanas de estudo para VB-5Co. Tais resultados indicam que a cinética de 

bioatividade pode ser reduzida pela incorporação de Co, embora evidência de 

formação da camada de HAC ainda seja observada. 

 

Um perfil controlado de liberação de Co foi observado, com estabilização após 72 

horas de ensaio. Observa-se também um aumento na concentração de Co em solução 

nas amostras contendo teor mais elevado desse íon. Trabalhos anteriores mostram 

que concentrações de Co entre 3 e 12ppm liberadas de scaffolds de vidros 

bioativos/glicosaminoglicanos estimularam um aumento na expressão de fosfatase 

alcalina e VEGF (15). No entanto, concentrações de Co em torno de 7ppm podem 

reduzir a diferenciação condrogênica em hMSCs, conforme descrito em trabalhos 
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anteriores, embora ainda tenha sido observado aumento na expressão de HIF-1α (16). 

Portanto, é essencial uma liberação iônica controlada a fim de se obter os efeitos 

terapêuticos desejados, mantendo-se a citocompatibilidade do material. Amostras 

deste trabalho apresentaram liberação de íons Co dentro da faixa terapêutica com 

benefícios biológicos conforme descrito em trabalhos anteriores, podendo-se controlar 

a sua taxa de liberação a partir da alteração da composição química do material. 

  

7.3.5 Biocompatibilidade in vitro e in vivo 
 

Apesar do grande interesse em biomateriais com capacidade de liberação de cobalto 

devido ao seu potencial angiogênico, trabalhos recentes têm demonstrado que íons 

cobalto podem levar à redução da viabilidade celular, dependendo da sua 

concentração, devendo ser cuidadosamente avaliados. Diferentes trabalhos avaliaram 

o efeito de cobalto em células como osteoblastos MG-63 (186) e células-tronco 

mesenquimais humanas (16), porém a avaliação do efeito da liberação de cobalto de 

biomateriais em células-tronco adiposas humanas (hASCs) não é relatada na 

literatura. Trabalhos prévios demonstraram que hASCs podem diferenciar em 

linhagens osteogênicas durante testes in vitro (197), e tem sido utilizadas em 

procedimentos in vivo para regeneração óssea (120) como uma fonte de células com 

multipotência. Tendo isso em vista, a influência do produto iônico dos vidros bioativos 

na viabilidade de hASCs foi avaliada por MTT, e os resultados são apresentados na 

Figura 7.6. 

 

hASCs foram expostas a diferentes diluições do produto iônico dos vidros bioativos (10 

a 1000µg.mL-1), em três períodos de tempo. Não foram observadas alterações 

significativas na atividade metabólica mitocondrial de hASCs após exposição ao 

produto iônico dos vidros bioativos, e todos os grupos experimentais apresentaram 

função celular acima de 80%. O produto iônico dos vidros bioativos obtidos pelo 

processamento sol-gel gerou um ambiente favorável às células, mesmo em amostras 

com maior teor de cobalto, em diferentes concentrações do produto iônico dos vidros 

bioativos. 
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Figura 7.6: Viabilidade celular determinada por MTT em hASCs para VB, VB-1Co, VB-
2,5Co e VB-5Co. Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do 
grupo controle. Nível de significância estatística p < 0,05 (*) ou p < 0,01 (**) conforme 
determinado por método One-way ANOVA seguida de teste Tukey post-hoc. 
 

A angiogênese é um processo complexo regulado por agentes pró e antiangiogênicos 

e é dependente de vários eventos, nos quais a migração de células endoteliais 

capilares é um componente crucial para a formação de novos vasos sanguíneos (198). 

As células endoteliais podem formar rapidamente novos vasos sanguíneos em 

resposta a danos teciduais, falta de oxigênio e nutrientes e em diferentes condições 

patológicas, como câncer e inflamação (199), sendo frequentemente utilizadas em 

ensaios in vitro para examinar diferentes aspectos do processo angiogênico (200). No 

entanto, um importante passo inicial é a avaliação da viabilidade de células endoteliais 

ao biomaterial. Nesse trabalho, HUVECs foram expostas a diferentes concentrações 

do produto iônico de vidros bioativos por 24, 48 e 72 horas, e os resultados são 

apresentados na Figura 7.7. A amostra contendo maior teor de cobalto apresentou o 

menor valor de viabilidade celular, porém mantendo-se acima de 70% após 48 horas 

de exposição ao produto iônico, demonstrando que o aumento do teor de Co pode 

afetar a viabilidade de HUVECs. Para as demais amostras não foram observadas 

diferenças estatísticas significativas quando comparadas com o grupo controle. Não foi 

observada citotoxicidade para as demais amostras mesmo após 72 horas de 

exposição ao produto iônico. Análises de MTT em células hASCs e HUVECs 

mostraram que vidros bioativos com capacidade de liberação de cobalto podem ser 
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aplicados como uma potencial estratégia para estimular angiogênese, apresentando 

viabilidade celular, embora o teor de cobalto deva ser devidamente ajustado. 

 

 
Figura 7.7: Viabilidade celular determinada por MTT em HUVECs para VB, VB-1Co, 
VB-2,5Co e VB-5Co. Viabilidade celular média normalizada pela viabilidade média do 
grupo controle. Nível de significância estatística p < 0,05 (*) ou p < 0,01 (**) conforme 
determinado por método One-way ANOVA seguida de teste Tukey post-hoc. 
 

A biocompatibilidade pode também ser avaliada pela interação do material com o 

corpo, sendo um passo importante na caracterização de materiais para aplicação 

biomédica. Para este propósito, a análise de biocompatibilidade foi realizada pela 

avaliação da resposta do tecido ao implante subcutâneo de pastilhas de vidros 

bioativos no dorso de ratos por 28 dias. Para tal fim, foi selecionada a amostra VB-

2,5Co, já que possui o teor mais elevado de cobalto que não foi capaz de alterar 

significativamente a atividade metabólica de células nos estudos de viabilidade celular 

por MTT, em diferentes concentrações do seu produto iônico e períodos de tempo. 

Para comparação, o estudo foi realizado também utilizando a amostra VB, e um grupo 

controle, no qual pastilhas do vidro bioativo não foram implantadas nos animais. 

Análises histológicas e morfométricas são apresentadas na Figura 7.8. 

  

Pela avaliação histológica (Figura 7.8(A-C)) é possível observar o infiltrado inflamatório 

na região mais profunda do tecido adjacente aos implantes de VB e VB-2,5Co, 

apresentando maior intensidade da resposta inflamatória no grupo VB-2,5Co. Células 

com morfologia mononuclear típica foram observadas em todos os grupos, indicativo 

da inflamação crônica no local do implante (201). Após o implante de biomateriais, tem-
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se início uma reposta inflamatória aguda, geralmente reduzida após alguns dias, 

dependendo de vários fatores, como a extensão da lesão, conforme relatado em 

trabalhos na literatura (201). Em seguida, observa-se uma inflamação crônica, 

relacionada à reação do corpo com a interface do material, e presença de células 

mononucleares no local do implante (201), dando lugar posteriormente ao processo de 

cicatrização. Portanto, o processo de reparo tecidual está intimamente relacionado à 

reação inflamatória, e a presença do infiltrado após realização dos implantes indica o 

início do reparo tecidual. 

 

 

Figura 7.8: Avaliação histológica da resposta ao implante de vidros bioativos na derme 
profunda do dorso de ratos, onde (A) controle, (B) VB e (C) VB-2,5Co, e análise 
morfométrica do infiltrado (D). Setas amarelas destacam o infiltrado celular e a 
neoformação de vasos sanguíneos é realçada pelas cabeças de setas verdes. Análise 
estatística One-way ANOVA, seguida de teste post-hoc Holm-Sidak. (*) para p < 0,05 
vs. Controle. Barra de escala = 50µm. 
 

Em adição ao infiltrado inflamatório, também foram observados vasos neoformados ao 

redor dos implantes, indicativos de angiogênese, com maior presença na amostra VB-

2,5Co, podendo estar relacionado à liberação de Co dessa amostra. A presença de 

infiltrado inflamatório e vasos neoformados caracteriza o tecido de granulação (202), que 

posteriormente pode evoluir para formação de uma cicatriz definitiva no processo de 
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reparação tecidual (203). No entanto, a fim de se obter dados mais concretos a respeito 

da alteração induzida pelo Co, é necessária a avaliação quantitativa em trabalhos 

futuros de marcadores da angiogênese, como o VEGF e o HIF-1α. 

 

A análise morfométrica foi realizada com o objetivo se de avaliar o infiltrado celular na 

região subcutânea, verificando a ocorrência de células com morfologia mononuclear 

no local do implante. Embora um número mais elevado de núcleos celulares tenha 

sido observado quando VB foi comparado com o grupo controle (Figura 7.8(D)), 

indicando maior efeito inflamatório devido ao implante, não foram observadas 

diferenças significativas. O grupo em que as pastilhas contendo Co foram implantadas 

demonstraram aumento no número de núcleos celulares, sugerindo uma inflamação 

crônica mais pronunciada, relacionada à propriedade angiogênica do cobalto, já que a 

via do HIF-1 recruta células inflamatórias, ajudando a coordenar a resposta do corpo à 

lesão (86). 

 

O teste da biocompatibilidade in vivo demonstrou que o corpo reage ao implante de 

pastilhas de vidro bioativo, levando a uma resposta inflamatória como um passo inicial 

no processo de cicatrização de feridas. Não foram observadas reações adversas ao 

implante, tais como hiperemia, constipação ou presença de necrose dos vasos 

sanguíneos. Os resultados indicam que, apesar da incorporação de cobalto na 

estrutura do vidro, o material ainda é biocompatível, sendo um potencial dispositivo 

para aprimorar a angiogênese na regeneração tecidual. 

 

7.4 Conclusões 
 

Neste capítulo, diferentes composições de vidro bioativo foram obtidas pelo 

processamento sol-gel a partir da incorporação de cobalto em sua estrutura. Materiais 

nanoporosos e com alta área superficial foram obtidos, com caráter 

predominantemente amorfo, no entanto o aumento no teor de Co pode induzir a 

formação de regiões cristalinas no material. Estudos em SBF mostraram uma 

capacidade de liberação controlada desse íon, e evidência da formação de HAC foi 

encontrada, embora a uma taxa mais lenta quando maiores teores de Co foram 

utilizados. A biocompatibilidade foi avaliada por MTT, e um ambiente favorável ao 

crescimento de HUVECs e hASCs foi obtido, mesmo quando expostas à diferentes 

concentrações do produto iônico dos vidros bioativos, não apresentando efeito 

citotóxico apesar da incorporação do cobalto. Implantes foram realizados no dorso de 

ratos, e os ensaios histológicos e morfométricos mostraram que não houve indução de 
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respostas adversas durante o estudo in vivo, e a presença do infiltrado inflamatório e 

de vasos neoformados indica um alto nível de angiogênese, principalmente na 

amostra com capacidade de liberação de Co. A incorporação de Co se apresenta 

como uma potencial estratégia no desenvolvimento de materiais com propriedades 

aprimoradas para o reparo tecidual. 
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CAPÍTULO 8. Considerações Finais 

 

8.1 Conclusões gerais 
 

Neste trabalho foi realizado o estudo de novas composições de vidros bioativos 

obtidos pelo processo sol-gel a partir da incorporação de cobalto e manganês, íons 

metálicos com potencial efeito terapêutico para aplicações na engenharia de tecidos. 

Os efeitos da incorporação desses íons na estrutura, comportamento térmico, 

propriedades texturais, capacidade de dissolução, bioatividade, biocompatibilidade, 

citotoxicidade, além dos efeitos angiogênicos e osteogênicos dos vidros bioativos 

derivados da composição 58S foram avaliados.  

 

Vidros bioativos contendo até 5,0% molar de MnO foram obtidos, e a composição 

confirmada pelo método de fusão do metaborato de lítio e ICP-OES. Os materiais 

apresentaram área superficial específica elevada, com valores entre 111 e 171m2.g-1, 

e capacidade de liberação controlada de Mn em SBF, atingindo um máximo de 2,8ppm 

durante os 14 dias de análise. Além disso, indícios da formação da camada de HAC 

foram observados já nas primeiras 24 horas de ensaio. Estudos de viabilidade celular 

em osteoblastos expostos ao produto iônico desses materiais demonstraram atividade 

metabólica acima de 70%, caracterizando-os como não tóxicos em uma larga faixa de 

concentração do produto iônico, e células com morfologia e espalhamento típicos 

foram observadas após exposição ao produto iônico dos materiais, sem danos na 

membrana, conforme análises obtidas por LIVE/DEAD®. Análises adicionais em 

diferentes composições de vidros bioativos contendo Mn foram realizadas no capítulo 

subsequente (Capítulo 5), no qual um diferente precursor de manganês foi avaliado 

(nitrato de manganês). Análises demonstraram que a estrutura amorfa, com elevada 

área superficial e nanoporosa foi mantida nos vidros bioativos sintetizados utilizando o 

nitrato de manganês como precursor do Mn, confirmando o seu potencial para 

incorporação desse íon nos vidros bioativos. Análises de XPS confirmaram a presença 

majoritária de espécies Mn2+, sem alterações significativas na rede do material devido 

à sua incorporação. O material demonstrou ainda capacidade de liberação iônica 

controlada em DMEM, atingindo um máximo de 1,4ppm após 72 horas de estudo, 

mantendo-se dentro da faixa terapêutica relatada. Foi observada uma elevada 

viabilidade celular, próximas ao grupo controle, quando hMSCs foram expostas ao 

produto iônico dos vidros bioativos contendo Mn, e capacidade de estimular todos os 

estágios da diferenciação de hMSCs e subsequente mineralização, em análise 
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realizada durante 21 dias de cultura. Vidros bioativos contendo Mn foram capazes de 

estimular a diferenciação osteogênica mesmo sem a presença de suplementos 

osteogênicos, confirmando o seu potencial para aprimoramento da regeneração 

óssea. 

 

A influência da utilização de diferentes precursores para a incorporação de cobalto na 

estrutura dos vidros bioativos também foi avaliada. Quando o cloreto de cobalto foi 

utilizado como precursor, picos cristalinos foram observados por DRX, compatíveis 

com estruturas de óxido de cobalto (II,III), enquanto que a utilização de nitrato de 

cálcio manteve o caráter amorfo do material. Esses resultados foram confirmados por 

XPS, que indicou a presença majoritária de espécies Co2+ na estrutura dos vidros 

bioativos, porém com evidência da formação de espécies Co3+ principalmente quando 

o precursor utilizado foi o cloreto de cobalto. No entanto, ambas as amostras 

apresentaram capacidade de liberação desse íon em SBF, atingindo máxima 

concentração de cobalto entre 6 e 10ppm, além de indícios da formação da camada 

de HAC nos primeiros dias de estudo. Por fim, diferentes composições de vidro 

bioativo contendo cobalto foram obtidas no Capítulo 7, e uma estrutura composta 

majoritariamente por NBO foi observada, típica de vidros com caráter amorfo. A 

capacidade de liberação iônica controlada em SBF foi também confirmada para as 

diferentes composições de vidro bioativo contendo até 5,0% molar de CoO, com 

indícios da formação de HAC, embora a presença de teores mais elevados de Co 

tenha reduzido a taxa de formação dessa camada na superfície dos materiais. A 

biocompatibilidade dos vidros bioativos foi confirmada quando células hASCs e 

HUVECs foram expostas ao produto iônico do material em uma ampla gama de 

concentrações (10 a 1000µg.mL-1), apresentando níveis de viabilidade celular acima 

de 90%. Implantes subcutâneos em ratos foram realizados com as amostras de vidro 

bioativos contendo Co, e estudos morfológicos e histológicos mostraram que não 

houve indução de respostas adversas ao material, e a presença de infiltrado 

inflamatório e vasos neoformados indica um alto nível de angiogênese, confirmando o 

potencial desse íon para a regeneração de tecidos. 

 

Vidros bioativos obtidos pelo método sol-gel apresentam diversas vantagens quando 

comparados com os vidros derivados do processo de fusão, como a sua elevada área 

superficial e a presença de nanoporos inerentes ao processo, além de alta 

versatilidade química, conferindo-lhes propriedades atrativas para a área de 

engenharia de tecidos. Este trabalho demonstrou que diferentes concentrações de 

íons metálicos podem ser incorporadas na estrutura dos vidros bioativos 
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A avaliação do processo de obtenção e da estrutura dos vidros bioativos se mostrou 

extremamente importante para se correlacionar com os resultados biológicos. Além 

disso, estudos mostraram que esses íons com propriedades terapêuticas podem ser 

liberados de maneira controlada a partir do ajuste da composição do material, 

importante fator para avaliação da sua toxicidade e interação com o tecido. A 

incorporação de Mn e Co, como potenciais agentes osteogênicos e angiogênico, 

respectivamente, são exemplos de estratégias promissoras para obtenção de 

materiais superiores para a engenharia de tecidos, sendo alternativas mais baratas e 

seguras em relação a terapias gênicas ou aplicação de fatores de crescimento, 

aprimorando o efeito biológico de biomateriais. A obtenção de novas composições de 

vidros bioativos contendo íons terapêuticos específicos se mostra como uma 

estratégia para ampliação do potencial desse material, e consequente aplicação em 

diferentes campos da engenharia de tecidos, devendo ser alvo de pesquisas intensas 

no futuro. 

 

8.2 Sugestões para trabalhos futuros 
 

 Caracterização estrutural dos vidros bioativos por 29Si NMR para melhor 

compreensão do papel de Co e Mn na rede do material. 

 Avaliação quantitativa da expressão de OSC, OSP e colágeno tipo I de células 

expostas ao produto iônico dos vidros bioativos contendo Mn. 

 Avaliação in vivo do potencial de regeneração óssea dos vidros bioativos 

contendo Mn a partir de implantes em defeitos ósseos por diferentes períodos 

de tempo. 

 Confirmação do potencial angiogênico de vidros bioativos contendo Co pela 

expressão de VEGF e HIF-1α in vitro e de limites de concentração iônica. 

 Associação de Co e Mn em uma composição de vidro bioativo para avaliação 

do efeito sinérgico de angiogênese e osteogênese nesse material. 

 Estudar o efeito da composição do vidro bioativo e incorporação de íons 

terapêuticos em sistemas contendo menos componentes para evitar influência 

de íons adicionais nas propriedades do material, como por exemplo sistemas 

SiO2-CoO, SiO2-MnO ou SiO2-CaO-MnO, variando-se as composições de cada 

componente. 

 Associação de micropartículas de vidro bioativo contendo Mn e Co com 

materiais poliméricos biodegradáveis, como ácido polilático ou 

policaprolactona, para obtenção de compósitos e scaffolds. 
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 Síntese de nanopartículas de vidros bioativos contendo Mn e 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. 
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