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“Dubito, ergo cogito, ergo sum” (René Descartes) 



RESUMO 

 

As lesões no tecido ósseo possuem grande prevalência na população mundial. Assim, 
a busca pelo desenvolvimento de biomateriais com excelentes atividades 
osteogênicas e angiogênicas são desejáveis para acelerar o reparo ósseo. 
Propriedades pró-angiogênicas e osteogênicas de biomateriais são fundamentais 
para o reparo ósseo especialmente em situações clínicas nas quais o aporte 
sanguíneo é diminuído, tais como alvéolo seco ou em pacientes irradiados com 
complicações decorrentes da terapia antitumoral. Os hidrogéis têm ganhado destaque 
na engenharia de tecidos, por possuírem propriedades químicas e físicas que facilitam 
sua aplicação biológica. Neste cenário, o presente estudo teve como objetivo no 
Capítulo 1 analisar o papel dos hidrogéis biomédicos nas fronteiras tecnológicas com 
base no estudo do mercado, cadeia produtiva e avaliação de patentes. A análise 
patentométrica permitiu descrever o panorama dos hidrogéis biomédicos nas 
fronteiras tecnológicas. Um recorte foi feito para análise de patentes de hidrogéis 
aplicados a feridas. Projeções para 2027 estimam que o mercado do hidrogel atinja 
US$ 31,4 bilhões, a uma taxa de crescimento anual (CAGR) de 6,7%. O segmento 
com maior fatia de mercado é o de tratamento de feridas, com 59,28% e o que gerou 
maior receita foi o de lentes de contato. Os Estados Unidos têm a maior fatia do 
mercado, são o principal mercado de interesse e país de origem das tecnologias. A 
Ásia-Pacífico tem despontado no mercado junto com o segmento de higiene, cuidados 
pessoais e cosméticos. Projeções indicam que os hidrogéis biomédicos atingiram a 
maturidade e podem crescer por mais 20 anos. Assim, a análise das patentes traz 
uma contribuição ao estabelecimento de plataformas que estimulam o 
empreendedorismo e a inovação incremental e descrevem possibilidades para lidar 
com as transições tecnológicas atuais e futuras. Em seguida, considerando que os 
melhores efeitos biológicos são obtidos pelo efeito sinérgico das propriedades de 
hidrogéis naturais propõe-se, no Capítulo 2, o desenvolvimento de hidrogéis 
multipoliméricos contendo hidroxiapatitas (HA) substituídas com magnésio e vitamina 
D, visando a avaliação do potencial pró-angiogênico e osteogênico dessas 
formulações. Dessa forma, as HA pura e substituídas foram sintetizadas, 
caracterizadas e avaliadas em sua citotoxicidade, apresentando tamanho 
nanométrico, estabilidade térmica, estrutura macroporosa e carga superficial negativa 
ou próxima de zero, e não demonstraram citotoxicidade. Logo, foram preparados os 
hidrogéis à base de quitosana, carboximetilcelulose, HA e vitamina D, associados à 
gelatina e álcool polivinílico (PVA). Todos os hidrogéis demonstraram estabilidade 
térmica e a incorporação dos componentes na formulação. As imagens de MEV 
mostraram morfologia de superfície irregular e poros entre 22-109 µm de diâmetro. Na 
presença de FCA, os hidrogéis formaram uma camada de apatita sobre a superfície. 
Os hidrogéis demostraram pH moderadamente alcalino, perfil de liberação continuada 
de Ca2+ e Mg2+ e alta capacidade de swelling. Durante a biodegradação, houve 
swelling e Gel 3 foi o que sofreu maior degradação. Os hidrogéis demonstraram 
citocompatibilidade e induziram aderência, proliferação celular e aumento da 



expressão do óxido nítrico nos pré-osteoblastos MC3T3-E1 e nas células endoteliais 
EA.hy926. MC3T3-E1 na presença dos hidrogéis formou nódulos de mineralização e 
tive aumento na produção da fosfatase alcalina, principalmente com Gel 4. Foi 
possível identificar estruturas tubulares e formatos poligonais característicos da 
formação de vasos. Assim, os resultados sugerem que os hidrogéis, principalmente, 
o contendo HA substituídas com magnésio 10, apresentam alto potencial osteogênico 
e pró-angiogênico. Além disso, a tecnologia do hidrogel biomédico se mostrou 
aplicável e eficiente, estando inserida no mercado mundial e movimentando diversos 
segmentos.  
 
 

Palavras-chave: hidrogel, inovação, patentometria, quitosana, carboximetilcelulose, 

hidroxiapatita, magnésio, vitamina D, angiogênese, osteogênese  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT  

 

Bone tissue injuries are highly prevalent in the world population. Thus, the search for 
the development of biomaterials with excellent osteogenic and angiogenic activities is 
desirable to accelerate bone repair. Pro-angiogenic and osteogenic properties of 
biomaterials are essential for bone repair, especially in clinical situations in which blood 
supply is reduced, such as dry alveolus or in patients irradiated with complications 
resulting from antitumor therapy. Hydrogels have gained prominence in tissue 
engineering, as they have chemical and physical properties that facilitate their 
biological application. In this scenario, the present study aimed at Chapter 1 to analyze 
the role of biomedical hydrogels in technological frontiers based on the study of the 
market, production chain and patent evaluation. Patentometric analysis allowed us to 
describe the panorama of biomedical hydrogels at technological frontiers. A cutout was 
made for the analysis of patents for hydrogels applied to wounds. Projections for 2027 
estimate that the hydrogel market will reach US $ 31.4 billion, at a compound annual 
growth rate (CAGR) of 6.7%. The segment with the largest market share is wound 
care, with 59.28% and the one that generated the greatest revenue was contact lenses. 
The United States has the largest market share and are the main market of interest 
and country of origin of the technologies. Asia-Pacific have emerged in the market 
together with the segment of hygiene, personal care and cosmetics. Projections 
indicate that biomedical hydrogels have reached maturity and can grow for another 20 
years. The analysis of patents in this area contributes to the establishment of platforms 
that encourage entrepreneurship and incremental innovation and describe possibilities 
to deal with current and future technological transitions. Then, considering that the best 
biological effects are obtained by the synergistic effect of the properties of natural 
hydrogels, it is proposed, in the Chapter 2, the development of multipolymerics 
hydrogels containing hydroxyapatites (HA) substituted with magnesium and vitamin D, 
aiming the evaluation of the pro-angiogenic and osteogenic potential of these. Pure 
and substituted HA were synthesized, characterized, and had the cytotoxicity tested. 
They showed nanometric size, thermal stability, macroporous structure and negative 
or close to zero surface charge and did not demonstrate cytotoxicity. Then, hydrogels 
based on chitosan, carboxymethylcellulose, HA and vitamin D, associated with gelatin 
and polyvinyl alcohol, were prepared. All hydrogels demonstrated the same thermal 
stability and the incorporation of components in the formulation. SEM images showed 
irregular surface morphology and pores between 22-109 µm in diameter. In the 
presence of SBF, hydrogels formed an apatite layer on the surface. It was also 
demonstrated a moderately alkaline pH, a profile of continuous release of Ca2+ and 
Mg2+ and high swelling capacity. During biodegradation, swelling was observed, and 
Gel 3 was the one that suffered the greatest degradation. The hydrogels demonstrated 
cytocompatibility and induced cell adhesion and proliferation, and increased nitric 
oxide expression in pre-osteoblasts MC3T3-E1 and endothelial cells EA.hy926. 
MC3T3-E1 in the presence of hydrogels formed mineralization nodules and had an 
increase in the production of alkaline phosphatase, mainly with Gel 4. It was possible 



to identify tubular structures and polygonal shapes characteristic of tube formation. 
Thus, the results suggest that the hydrogels, mainly the one containing HA substituted 
with magnesium 10% and vitamin D, showed osteogenic and pro-angiogenic potential. 
In addition, the biomedical hydrogel technology proved to be applicable and efficient, 
being inserted in the world market and moving several segments.  
 
Keywords: hydrogel, innovation, patentometry, chitosan, carboxymethylcellulose, 

hydroxyapatite, magnesium, vitamin D, angiogenesis, osteogenesis,  
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1. INTRODUÇÃO 

 

A população mundial vivencia uma transição no perfil demográfico com o 

aumento da expectativa de vida da população e a redução das taxas de mortalidade 

e natalidade (WHO, 2016). Com o aumento da longevidade da população aumenta a 

prevalência de morbidades em idosos. Este cenário resulta em impacto significativo 

no setor de saúde (KERNKAMP et al., 2016). A demanda por biomateriais que 

auxiliem nos tratamentos e cuidados com a saúde movimenta o mercado do setor.  

Os biomateriais podem ser naturais ou sintéticos e são usados em aplicações 

médicas para apoiar, melhorar ou substituir o tecido danificado ou uma função 

biológica (PIRES; BIERHALZ; MORAES, 2015). O mercado mundial de biomateriais 

está projetado para alcançar 250 bilhões de dólares até 2026, com uma taxa de 

crescimento anual composta (CAGR) de 14% entre 2020 e 2026 (MI, 2020). Em vista 

dos números mundiais, o mercado brasileiro encontra-se mais aquecido e em 

crescente demanda. Estima-se que em 2016 movimentou mais de 1,89 bilhões de 

dólares e deverá atingir acima de 5,18 bilhões dólares em 2022. Um crescimento de 

mais de 18% entre 2017 e 2022 (ZMR, 2017).  

A necessidade de produtos cada vez mais bioinertes, biocompatíveis e 

bioativos tem ampliado as oportunidades de pesquisa e mercado. Neste sentido, os 

biomateriais cerâmicos e poliméricos vêm mostrando bons resultados em engenharia 

de tecidos e medicina regenerativa (BOSE et al., 2013; DENRY; KUHN, 2016; 

THORPE et al., 2016). A pesquisa de biomateriais está progredindo em direção a 

biomateriais inteligentes e seu mimetismo dos ambientes biológicos naturais está 

melhorando continuamente (SERBAN, 2016). 

Em medicina regenerativa, os hidrogéis têm se destacado devido à composição 

e semelhanças estruturais à matriz extracelular e sua extensa estrutura para 

proliferação e sobrevivência celular (SLAUGHTER et al., 2009). Na engenharia de 

tecido ósseo, os hidrogéis têm mostrado resultados promissores (TRIPATHI et al., 

2012), principalmente quando há a associação de polímeros, cerâmicas e moléculas 

bioativas que auxiliam no reparo tecidual (DUMONT et al., 2016; GAO et al., 2013; 

LAURENCIN; KHAN; EL-AMIN, 2006; PETER et al., 2010). Dentre eles destacam-se 

os hidrogéis contendo quitosana, carboximetilcelulose (CMC), gelatina e álcool 
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polivinílico (PVA), que possuem propriedades biológicas de grande interesse na 

indústria e para aplicações em regeneração tecidual. 

Os biomateriais desenvolvidos e melhorados por nanotecnologia são centrados 

em um grande número de nanoestruturas com propriedades físico-químicas, 

mecânicas e biológicas aperfeiçoadas (YANG, 2015). Dentre os quais destacamos os 

fosfatos de cálcio como as hidroxiapatitas (HA) (Ca10(PO4)6OH2), que possuem a 

capacidade de mimetizar a composição mineral da dentina e dos ossos estimulando 

a regeneração, ao passo que podem também servir como carreadoras de fármacos 

(RAMÍREZ-AGUDELO et al., 2018). 

O reparo de grandes defeitos ósseos é um desafio aos profissionais da 

traumatologia (FINKEMEIER, 2002), uma vez que a reparação óssea natural é 

limitada a pequenos defeitos e, portanto, nos casos em que grandes secções de osso 

precisam ser reparadas ou substituídas, implantes são necessários para auxiliar o 

processo natural de mineralização óssea (LAURENCIN; KHAN; EL-AMIN, 2006). 

Entretanto para que o reparo aconteça, a formação óssea depende de adequado 

suprimento vascular com os osteoblastos exercendo suas atividades nas regiões 

adjacentes aos vasos sanguíneos, onde a elaboração de tecido ósseo altamente 

organizado requer uma superfície mecanicamente estável (LI et al., 2016). Com isso 

percebe-se que a angiogênese é um componente fundamental do reparo ósseo.  

Angiogênese é o processo de formação de vasos sanguíneos a partir de vasos 

preexistentes, que ocorre em condições fisiológicas e patológicas (DAMICO, 2007). 

Carano e Filvaroff (2003) afirmam que a osteogênese e a angiogênese são 

intimamente conectadas e demonstram que os fatores que estimulam a osteogênese 

também estimulam a angiogênese, de forma direta e indireta. 

Portanto, este trabalho tem como proposição a utilização da nanotecnologia 

para o desenvolvimento de matrizes poliméricas híbridas que funcionem 

sinergicamente associadas à biocerâmica hidroxiapatita e vitamina D, resultando em 

hidrogéis bioativos com melhores propriedades mecânicas e biológicas que possam 

estimular a regeneração óssea e a revascularização em distúrbios ósseos e 

odontológicos patológicos.  

Contudo, acredita-se que, para que a produção de biomateriais chegue ao 

mercado, contribuindo para a geração de renda, é necessário da compreensão do 

desenvolvimento da tecnologia e do produto, envolvendo principalmente as demandas 
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do mercado, a viabilidade econômica e o valor agregado aos pacientes (BAYON et 

al., 2015). Um maior número de estudos de mercado e prospecção de produtos com 

biomateriais clínicos devem ser conduzidas para ampliar às perspectivas clínicas e 

científicas. O caminho da inovação percorre desde a matéria-prima até produto final, 

sendo carregado de etapas e grandes desafios: custos, propriedade intelectual, 

acordos legais, implicações regulatórias, desenho de estudos clínicos, validação dos 

protótipos, produção e mercado (BAYON et al., 2015; SERBAN, 2016). 

O direcionamento da inovação para o mercado deve se basear na criatividade 

acadêmica e na disciplina de desenvolvimento de produto específico da indústria. 

Mais importante ainda, além do foco no sucesso comercial, a ênfase do 

desenvolvimento do produto, especificamente para a terapêutica, deve estar no 

avanço de produtos seguros e eficazes para o paciente (SERBAN, 2016). 

Tendo em vista essa visão ampla da produção, mercado e grau de maturidade 

da tecnologia de hidrogéis com potencial pró-angiogênico e osteogênico para o reparo 

ósseo, a presente tese é apresentada em dois capítulos. No Capítulo 1, relata-se uma 

análise do papel dos hidrogéis biomédicos nas fronteiras tecnológicas com base no 

estudo do mercado, da cadeia produtiva e de patentes para conhecer o ambiente de 

mercado no qual está inserido, bem como as perspectivas de mercado e 

desenvolvimento, e no Capítulo 2, hidrogéis multipoliméricos associados a 

nanopartículas de hidroxiapatita com magnésio e vitamina D foram desenvolvidos e 

testados. 
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2. CAPÍTULO 1 – Hidrogéis biomédicos: mercado, cadeia produtiva e 

patentometria 

 

2.1. Introdução 

  

 Inovações associadas a polímeros com o propósito de aplicação biomédica 

permitiram o desenvolvimento de importantes usos ao longo dos anos [1]. Os 

polímeros estão presentes em quase todas as coisas que usamos e seu uso tem se 

destacado neste sentido e sido alvo de inúmeros estudos [2–6]. Alguns polímeros são 

denominados como inteligentes pela capacidade de responder a estímulos externos 

como temperatura, luz e pH. A inclusão de materiais inteligentes confere propriedades 

multifuncionais aos hidrogéis e faz com que seu desenvolvimento e design inovador 

ditem novas tendências no campo de pesquisa de biomateriais [7]. A composição dos 

hidrogéis e estrutura mimetizadora da matriz extracelular estimulam seu uso nas 

pesquisas, visto que propiciam a proliferação e sobrevivência celular [8], resultando 

em melhor harmonia entre material e tecido vivo. 

No mercado atual, dispositivos que utilizam a tecnologia do hidrogel como base 

ou parte do produto incluem géis de tratamento cutâneo e ocular, lentes de contato, 

medicamentos via oral, aplicações cosméticas, dentre outros [9]. O crescente 

conhecimento sobre os componentes dos hidrogéis, suas interações e propriedades 

faz com que eles sejam cuidadosamente projetados para atender às demandas 

industriais e clínicas. Aliado a isso, as formas de abordagens (injetáveis, 

nanoparticuladas, tridimensionais (3D), em filme, rede dupla e impressão 3D) 

agregam diferentes formas de utilização adequando o produto para cada necessidade 

[7].  

Assim como qualquer outra tecnologia, os hidrogéis também apresentam 

limitações, principalmente em suas propriedades mecânicas, que podem restringir seu 

uso prático [10]. Mas dentre as tecnologias atuais na área biomédica, os hidrogéis têm 

um espaço insubstituível por causa de suas características singulares, que mimetizam 

propriedades de tecidos do corpo. O hidrogel tem ganhado cada vez mais espaço, 

abrangendo um mercado extenso. Para suprir essa crescente demanda, as pesquisas 

sobre hidrogéis para aplicação biomédica têm progredido em direção a biomateriais 

inteligentes, eficientes e cada vez mais inovadores [11]. 
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A inovação em hidrogéis compreende tanto o desenvolvimento de soluções de 

materiais de alta tecnologia para aplicações técnicas, quanto o de materiais bioativos 

para aplicações médicas [12]. De maneira geral, o que torna possível um processo de 

inovação é o desenvolvimento de uma imagem integrada de todas as suas etapas 

[13]. Mas para que a inovação seja bem-sucedida, tais inovações não devem ser 

vistas apenas por uma perspectiva clínica ou científica. O processo deve ter como 

objetivo a proposta de valor para o consumidor final, seja ele um médico/hospital ou o 

próprio paciente [14]. 

Este capítulo tem como objetivo analisar o papel dos hidrogéis aplicados à área 

biomédica nas fronteiras tecnológicas com base no estudo do mercado, cadeia 

produtiva e avaliação retrospectiva dos depósitos de patentes nos últimos anos. Foi 

obtida uma fotografia panorâmica do campo tecnológico envolvendo hidrogéis 

biomédicos através da análise patentométrica.  

 

2.2. O mercado para produtos à base de hidrogel biomédico 

 

O hidrogel tem ganhado cada vez mais espaço em terapias e tratamentos, 

abrangendo um mercado extenso com força significativa. Dentre as principais áreas 

de aplicação biomédica estão cuidado/tratamento de feridas, sistemas de liberação 

de drogas, lentes de contato e aplicações oftalmológicas, engenharia de tecidos e, 

cuidados pessoais e higiene.  

O mercado global do hidrogel está em expansão e foi estimado em US$ 15,6 

bilhões em 2016 e US$ 16,5 bilhões entre 2017 e 2022, com uma taxa de crescimento 

anual composta (CAGR) de 6,3%, sendo o consumo de produtos de higiene e 

cuidados pessoais um dos fatores mais significativos que impulsionam o crescimento 

do mercado neste período [15]. Projeções para 2027 estimam que o mercado atinja 

US$ 31,4 bilhões, a uma CAGR de 6,7% [16].  

O mercado de hidrogéis é estudado por segmentos que são baseados por tipo 

de matéria-prima, composição, forma, aplicação e região [16–18]. As projeções 

mostram que hidrogéis que utilizam como matéria-prima os polímeros sintéticos tais 

como polietilenoglicol (PEG), poli (hidroxi-metil metacrilato), poliacrilato e poli (ε-

caprolactona) (PCL), geram maior valor agregado em relação aos hidrogéis de 

polímeros naturais como ágar, sulfato de condroitina e quitina, por exemplo 
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[16,17,19,20]. Os hidrogéis de polímeros sintéticos normalmente apresentam 

estruturas bem definidas e estáveis que auxiliam em sua degradabilidade e 

flexibilidade [21], sendo estes comumente usados em uma série de aplicações 

biomédicas, incluindo matrizes para liberação controlada de biomoléculas e scaffolds 

para medicina regenerativa. Hidrogéis de polietilenoglicol (PEG), polivinilpirrolidona 

(PVP), álcool polivinílico (PVA) em sua composição se destacam por terem boas 

propriedades mecânicas, elasticidade, aplicação versátil e baixo custo de produção 

[16,19,22,23].  

Ainda dentro das propriedades físico-químicas dos hidrogéis, os hidrogéis de 

estrutura semicristalina são os que mais se destacam e devem manter sua liderança 

no mercado global, com crescimento estimado em mais de 50% até 2027 [16]. Os 

hidrogéis semicristalinos possuem regiões amorfas e cristalinas que proporcionam 

estruturas mecanicamente fortes e altamente elásticas com capacidade 

superabsorvente, propriedade extremamente útil na indústria de curativos para 

úlceras causadas por pressão, úlceras venosas de perna e feridas pós-operatórias, 

além de produtos para higiene [16,24].  

Em 2016, os hidrogéis usados em curativos representaram 59,28% do mercado 

de hidrogéis biomédicos, abrangendo curativos para feridas, úlceras, lesões, 

queimaduras etc [25]. Muito usado em curativos, o segmento de hidrogéis em filmes 

e matrizes vem liderando o mercado [16,26]. Os filmes de hidrogel são usados como 

membranas ou revestimentos e podem compor dispositivos biológicos, normalmente 

aplicados na cicatrização de feridas, administração de drogas, membranas anti-

adesivas, reconstrução de tecidos moles e cultura de células [21]. 

De modo geral, são os setores de saúde e farmacêutico que mais têm 

movimentado o mercado do hidrogel, sobressaindo às indústrias alimentícia, química, 

têxtil e agricultura [15,16]. O aumento da renda disponível dos consumidores e o 

aumento da aplicabilidade dos hidrogéis no setor de saúde são fatores que 

influenciaram o crescimento do mercado de hidrogel. Dentre os produtos de hidrogel, 

o mais consumido e com maior receita no ano de 2019 foram as lentes de contato, 

cujas vendas totalizaram USD $16 bilhões [16,27]. Desenvolvidas na década de 1960, 

a partir do polímero poli (2-hidroxietil metacrilato), as lentes de contato foram 

aperfeiçoadas, adequando os usos e necessidades aos produtos: novos polímeros, 

sistemas de liberação de drogas para tratamento de condições oftalmológicas, uso 
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cosmético/estético, alta transparência, permeabilidade à água e oxigênio, 

maleabilidade e conforto ao usar [28].  

 As projeções mostram que o segmento de higiene, cuidados pessoais e 

cosméticos vêm crescendo continuamente desde 2017, tendo sido responsável pelo 

crescimento do mercado de hidrogel em países emergentes como China, Índia, Brasil 

e África do Sul [17,29,30]. O segmento de higiene, cuidados pessoais e cosméticos 

representa uma grande força no motor da indústria mundial. É esperado que o 

mercado cresça 3,5% ao ano e que o segmento domine o mercado de hidrogel até 

2024 [30].  

Os Estados Unidos são o principal mercado do hidrogel, entretanto, com o 

rápido crescimento dos países da Ásia-Pacífico (China, Japão, Coreia do Sul e Índia), 

é esperado que eles apresentem uma CAGR maior que a prevista para o mercado 

mundial e, possivelmente, passem a liderar o mercado [16,17,30]. Na Ásia-Pacífico, a 

China é o principal mercado do hidrogel. Um número crescente de fabricantes de 

cosméticos nacionais e internacionais tem impulsionado significativamente o setor 

[30]. 

O mercado global do hidrogel é liderado por grandes indústrias nos setores de 

saúde e produtos químicos/farmacêuticos. As principais empresas atuantes em 

hidrogéis biomédicos, assim como seus produtos comerciais e áreas de aplicação 

estão listadas na Tabela 1. Muitas destas empresas conseguiram identificar espaço e 

oportunidade para crescimento e se destacam como grandes inovadoras no ramo da 

biotecnologia. 

Os dados da tabela traduzem em parte o mercado do hidrogel biomédico. 

Dentre as 30 principais empresas atuantes, mais de 50% são originárias dos Estados 

Unidos, país com a maior fatia do mercado. Algumas empresas são europeias e as 

empresas asiáticas estão adentrando ao mercado. A maior parte dos produtos que 

estão no mercado são voltados para cuidados de feridas e os produtos de higiene, 

cuidados pessoais e cosméticos aos poucos vem ganhando espaço. Produtos de 

sucesso como as lentes de contato Dailies Total1 da Alcon e Acuvue da Jonhson & 

Jonhson’s, por exemplo,  representam grande parte do mercado [27], e aparecem 

dentre os principais produtos de hidrogéis biomédicos. 
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TABELA 1. Principais empresas atuantes no mercado do hidrogel e seus produtos comerciais 
e aplicações. 

Empresa País de Origem  Produtos Áreas de aplicação do 
hidrogel 

3M Health Care US Tegaderm™ Tratamento de feridas  

Johnson & 
Johnson 

US ACUVUE®Brand 
Contact Lenses   
Neutrogena 
MaskiD™  
Neutrogena® Hydro 
Boost Hydrogel Mask 
Evolence® 

Lentes de contatos – Cuidados 
com visão  
Cuidados com pele 
Liberação de drogas 
Cosméticos 

ConvaTec Group UK DuoDerm®Gel 
Hidroactive   
SAF Gel®  
Granugel ® 

Tratamento de feridas  
Produtos de higiene 

Derma Sciences US Medihoney® 
Hydrogel 

Tratamento de feridas 
Cuidados com pele 

Smith & Nephew 
United 

UK Intrasite™ Gel Tratamento de feridas 
Cuidados com pele substitutos  
Curativos cirúrgicos 

Hollister, Inc. US Restore® Hydrogel Curativos para feridas 

Axelgaard 
Manufacturing Co 

US AmGel® Tratamento de feridas 
Cuidados com pele 
Curativos cirúrgicos  
Dispositivos médicos   
Monitoramento de saúde 

Coloplast Denmark Purilon®  
Woun'Dres® 

Curativos para feridas 

Hartmann Group Germany Hydrosorb® Curativos para feridas 

Medtronic 
(Covidien) 

US Veriset™  
PolyHesive™ II 
hydrogel  
Parietene™  
Duatene™ 
ProGrip™  
Parietex™  
Simbotex™  
Versatex™  
Activent®  
Microgel® 

Tratamento de feridas 
Cuidados com pele (substitutos) 
Monitoramento de saúde   

Molnlycke Health 
Care 

Sweden Mepilex® 
Normlgel® Ag   
Mepore® 

Tratamento de feridas 

Ocular 
Therapeutix, Inc 

US Dextenza®  
ReSure®  
Sealant 

Liberação controlada 
Liberação de drogas  
Implante ocular cirúrgico 

Ambu S/A Denmark Ambu® Neuroline Monitoramento de saúde 

Medline Industries 
Inc. 

US Ultrasorbs™ AP 
 

Produtos de higiene  
Cuidados pessoais 

Cardinal Health, 
Inc 

US Cardinal Health™  
Hydrogel Kendall™  

Tratamento de feridas 
Curativos para feridas 

B. Braun 
Melsungen 

Germany Askina®  
Transorbent® 

Curativos para feridas 

Royal DSM Netherlands VitroStealth® Lentes de contato – Cuidados 
com visão 
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Fonte: A autora, 2020 

 

2.3. Cadeia produtiva do hidrogel 

 

O caminho para se colocar um hidrogel no mercado, da ideia conceitual ao 

produto final, é carregado de etapas e grandes desafios que perpassam questões 

financeiras, legais e regulatórias [14].  

Empresa País de Origem  Produtos Áreas de aplicação do 
hidrogel 

Dow Corning Co US DOWSIL™ Cuidados pessoais e com 
beleza 

Kinetic Concepts, 
Inc - KCI™ (3M-
Acelity) 

US NuGel® NuDerm® Tratamento de feridas 
 

Coopervision Inc. US Avaira® 
Biofinity® 
MyDay® 
clariti® 1 day 

Lentes de contato 

MPM Medical US SilverMed 
Antimicrobial 
Hydrogel 
CoolMagic Hydrogel 
Excel-Gel Hydrogel 
GelPad®Hydrogel 
Regenecare® 

Tratamento de feridas 
Curativos para feridas 

Hoya Japan Hoya Hard 
Hoya MultiView 
Pleno 

Lentes de contato 

Zhuhai Guojia 
Nwe Material Co 

China Eye and facial mask 
Gel Patch 
Cooling Gel Patch 
Fever Reducing 

Cuidados com pele – 
Cosméticos  
Alívio da dor 

Wuhan Huawei 
Technology Co 

China Infrared Pain Relief 
Patch 
Wound dressing 

Tratamento de feridas 
Tratamento de queimaduras  
Alívio da dor 

Ganzhou Yafo 
Bio-Medical 
Material Co 

China Yafor Hydrophilic 
Cooling Gel Patch 
Cooling Gel Patch 
Fever Reducing 
Patch 

Alívio da dor 

Integra 
Lifescience 

US DuraSeal® Exact 
Spine Sealant 
System 
MediHoney® Wound 
& Burn Dressing 

Curativos para feridas 
Curativos para queimaduras 
Engenharia de tecidos 

GlaxoSmithKline UK Voltaren Gel® 
Voltadol® 

Liberação de drogas 

ThermoFisher 
Scientific 

US AlgiMatrix® Engenharia de tecidos 

Skin Republic KR Collagen Hydrogel 
Mask 

Liberação de drogas 
Cuidados com pele 

Alcon US Dailies Total1 
Air Optix® Aqua 

Lentes de contato 
Cuidados com visão 
Cirurgia 
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A Figura 1 apresenta o caminho percorrido no desenvolvimento de hidrogéis e 

ressalta as duas grandes fases envolvidas no processo de inovação na área 

biomédica. A primeira se divide em duas etapas: (1) pré-invenção, onde se enquadram 

pesquisa básica e propriedade intelectual; e (2) pós-invenção, na qual se 

desenvolvem pesquisa avançada, relações corporativas, processos regulatórios, 

mercado e produto final. A segunda é mais detalhada e analítica, e se divide em três 

etapas: (1) avaliação das necessidades e desenvolvimento de conceitos, onde há a 

identificação das demandas do mercado e a seleção das ideias; (2) criação de valor, 

onde pesquisa e desenvolvimento avançam com estudos pré-clínicos e primeiros 

protótipos testados, e onde o conceito corporativo/industrial se estabelece; (3) 

lançamento do produto no mercado, com finalização dos testes clínicos e produto final 

aprovado pelas agências regulatórias. Na segunda fase, as análises estratégicas, que 

incluem propriedade intelectual, aprovação das agências regulamentares e análises 

de mercado, estão presentes em todas as etapas. 

Os processos observados no caminho da inovação para hidrogéis biomédicos 

são comuns a todos os produtos e tecnologias relacionados à saúde. Mas a cadeia 

produtiva de cada biomaterial vai diferir desde os tipos de instalações necessárias, 

equipamentos, logística, mão de obra, obtenção de matéria-prima, etapas da 

produção até o produto. 

Analisando especificamente a cadeia de produção de hidrogéis, pontos básicos 

precisam ser ressaltados. Hidrogéis à base de polímeros naturais, por exemplo, 

seguem rotas diferentes daqueles à base de polímeros sintéticos. Os polímeros 

naturais podem ser derivados de algas, vegetais, animais e fungos, e precisam ser 

extraídos, processados e depois aplicados ao material. Polímeros sintéticos, como o 

próprio nome diz, são sintetizados pela indústria, e após processamento são aplicados 

ao material [19,23,31,32]. A partir desse ponto, a cadeia de produção pode ser seguir 

rotas até similares para a formação dos hidrogéis, processos de controle de qualidade 

e testes. 
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FIGURA 1. Estrutura conceitual para definir e caracterizar o caminho percorrido no 
desenvolvimento de hidrogéis aplicados à área biomédica. 

Fonte: A autora, 2021. 

 

 Para elucidar o processo, serão apresentados alguns pontos da cadeia de 

produção de hidrogéis dos polímeros naturais quitina e quitosana.  

A quitina é o segundo biopolímero mais abundante da natureza [33]. Ela pode 

ser extraída da parede celular de fungos e do exoesqueleto de insetos e crustáceos, 

e baseado numa análise de todas as suas potenciais fontes, estima-se que os 

recursos disponíveis desse polímero sejam de 100 bilhões de toneladas por ano 

[33,34]. Devido à sua insolubilidade, a quitina tem uma limitação em suas aplicações, 

então a partir dela obtém-se a quitosana, polímero bioativo com várias propriedades 

físico-químicas e biológicas com ampla aplicação em alimentos, agricultura, medicina, 

farmácia, tratamento de água [35–37].  

A cadeia produtora de quitina/quitosana tem usado cada vez mais os 

exoesqueletos de frutos do mar para extração dos polímeros, como forma de 

aproveitamento dos resíduos da cadeia de produção de alimentos. É uma forma de 

aplicar os princípios sustentáveis da química verde, gerando menos impacto 

ambiental [32,38]. Para extração inicial da quitina, a partir de crustáceos, segue-se os 

processos de limpeza e pulverização das cascas, desmineralização, desproteinização 
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e descolorização. Quando a quitina é obtida faz-se a desacetilação para chegar até a 

quitosana [32,35,36].  

Os estudos de mercado de quitina/quitosana mostram que a demanda global 

por quitina em 2015 era de 60.000 toneladas, enquanto que a produção global era de 

apenas 28.000 toneladas [36,39]. Japão, Estados Unidos da América (EUA) e China 

são os maiores produtores, consumidores e pesquisadores de quitina/quitosana, mas 

os polímeros também são produzidos, ainda que em menor escala, na Índia, Noruega, 

Canadá, Itália, Polônia, Chile e Brasil [40]. O mercado de quitina/quitosana é bastante 

atrativo e estima-se que o mercado global da quitosana atinja USD $4,7 bilhões em 

2027, com uma CAGR de 14,5%. A Ásia-Pacífico tem a maior fatia do mercado de 

quitina/quitosana, e com o rápido crescimento industrial de China e Índia, espera-se 

um aumento correspondente na CAGR [39].  

O preço da quitina e de seus derivados pode variar entre 1-1000 USD / kg de 

produto. Em média, o preço da quitina é em torno de 3-6 USD / kg. O preço da 

quitosana depende da qualidade do produto, dado principalmente pelo seu grau de 

desacetilação, solubilidade em água, viscosidade, peso molecular e pigmento 

residual, mineral e proteína. Sendo o preço médio da quitosana de alta qualidade 35-

100 USD / kg [41,42]. Goméz-Río, Barreza-Zapata e Ríos-Estepa (2017) avaliaram 

custos de processos de produção de quitosana envolvendo a produção de quitina 

como primeira parte do processo. Levando em consideração custos com: materiais, 

embalagens, mão de obra, energia elétrica e serviços públicos, custo total de 

produção e custo operacional total, por quilo de quitosana produzida são gastos entre 

USD 18.000-20.000. 

Muñoz et al. (2018) fizeram um levantamento das cadeias de produção da 

quitosana. Nesta avaliação do ciclo de vida da produção da quitosana, eles 

apresentaram dados reais de empresas produtoras. Uma das empresas, a indiana 

Mahtani, é produtora de quitosana para aplicação geral, com produção anual de cerca 

de 50 toneladas/ano [35]. A matéria-prima usada são cascas de camarão, retiradas 

diretamente do mar Arábico e transportadas para a empresa, onde ocorre a extração 

da quitina e da quitosana. Os processos utilizam ácido clorídrico (HCl) e hidróxido de 

sódio (NaOH), e geram resíduos, que são tratados e descartados. Outros resíduos 

como as proteínas são reciclados como fertilizantes, e os sais de cálcio são usados 

como preenchimento de asfalto [35]. Para todos esses processos, são contabilizadas 
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as quantidades, os usos, a influência em outras cadeias produtivas e os impactos 

econômicos e ambientais gerados. 

 As cadeias produtivas de quitina e quitosana usadas para aplicação biomédica 

são potencialmente mais complexas, uma vez que demandam produtos de alta 

qualidade e altíssimo rigor nos controles de qualidade. Além disso, sua produção gera 

mais impactos no meio ambiente, resultando em alto consumo de água, alta produção 

de resíduos e em alterações climáticas [35]. 

Após extração e processamento, os polímeros estão prontos para serem 

utilizados nos hidrogéis. Os hidrogéis de quitosana são aplicados em diversas áreas 

da medicina como, por exemplo, angiogênese [43], engenharia de tecidos [44], 

regeneração óssea e de cartilagem [45,46], liberação de drogas [5] e tratamento de 

ferida [47].  

As metodologias de preparo de hidrogéis à base de quitina e quitosana são 

inúmeras e variam de acordo com a finalidade do gel. Os hidrogéis podem seguir dois 

tipos de rotas de síntese: química, que estabelece ligações covalentes entre as 

cadeias poliméricas intermediadas por agente químico; ou física, que estabelece 

interações físicas não covalentes [32,48]. A maior parte dessas metodologias utilizam 

agentes reticulantes e solventes tóxicos, que não são ambientalmente amigáveis ou 

saudáveis, principalmente na aplicação médico-farmacêutica. Algumas alternativas 

sustentáveis sugerem preparações de hidrogéis nos quais sejam reciclados produtos 

dos processos de extração tanto da quitina quanto da quitosana, uso de eco-

substitutos, fontes alternativas de calor e uso de agentes reticulantes naturais  [32]. 

Martínez-Ruano et al. (2019) simularam o processo de produção de um hidrogel 

biomédico à base de quitosana em larga escala. Para isso, utilizaram um software de 

simulação, tendo como base a metodologia do hidrogel desenvolvido por Li et al. 

(2017). A simulação foi realizada a partir de custos de capital e custos operacionais 

nas condições do país de origem dos autores, Colômbia. Assim, os valores que mais 

impactaram a produção foram os das matérias-primas quitosana (12,00 USD / kg) e 

nitrato de prata (350,00 USD / kg) que representaram 92% dos custos, e houve alto 

consumo de água durante o processo [48]. Os custos finais da produção de hidrogel 

biomédico de quitosana foram de 3,024 USD / kg. A simulação mostra os gastos da 

produção industrial seriam de mais de 307 milhões USD por ano, com previsão de 

retorno positivo do investimento inicial após o sexto ano. 
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2.4. Patentometria 

 

A patentometria permite avaliar as tendências e oportunidades tecnológicas e 

geográficas e o impacto das inovações nas movimentações econômicas, financeiras 

e mercadológicas das tecnologias. Visto isso e com intuito de determinar a importância 

econômica e social das inovações realizadas e descrever o grau de maturidade 

tecnológica dos hidrogéis aplicados à área biomédica, foi realizado um estudo 

patentométrico usando como ferramenta o sítio lens.org™. O lens.org™ foi escolhido 

por ser um sítio eletrônico com amplo banco de dados gratuito e atualizado com 

acesso às principais bases de dados mundiais de patentes (USPTO, WIPO, 

Espacenet, Australian Patent Database). 

Como estratégia de busca um código IPC (Classificação Internacional de 

Patentes) foi escolhido e usado em combinação com uma palavra-chave. Assim, para 

contemplar a área de hidrogéis biomédicos, a palavra-chave hydrogel foi usada em 

combinação com o código IPC A61K9/00, cuja descrição segue abaixo. 

A – Human necessities 

A61 – Medical or veterinary science; hygiene. 

A61K – Preparations for medical, dental, or toilet purposes. 

A61K09/00 – Medicinal preparations characterized by special physical form 

A busca foi realizada em 07 de junho de 2020 e resultou em 19440 depósitos 

de patentes, representando 7939 famílias de patentes. Os dados obtidos de todas as 

patentes foram exportados do lens.org para o MS Excel®. Os dados obtidos sobre 

país de origem, jurisdição, depositantes, primeira data de prioridade e código IPC 

foram utilizados nas análises. 

 

2.4.1. Origem das tecnologias 

 

A origem de uma tecnologia é o local/país onde ela foi desenvolvida e 

normalmente onde foi feito o primeiro pedido de prioridade. Assim, para a análise da 

origem das tecnologias foi considerado o número de famílias de patentes. Dentro das 

7939 famílias de patentes, 51 países apareceram como país de origem das 

tecnologias de hidrogel de uso biomédico. Nesta contagem, a Europa também é 

listada, uma vez que o depositante pode escolher proteger sua tecnologia através do 
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escritório do continente europeu. Como mostrado na Figura 2A, os principais países 

criadores de tecnologia de hidrogel para aplicação biomédica são: EUA, países 

europeus (que inclui Grã-Bretanha e Alemanha), Japão, China, Coreia do Sul e 

Austrália.  

Dentro da origem das tecnologias, pode-se fazer também um levantamento 

sobre os diferentes depositantes. Nos dados obtidos foram relacionadas 589 

depositantes diferentes. Uma seleção com os 10 principais depositantes está 

relacionada na Figura 2B. São 6 universidades americanas – Universidade da 

California, Instituto de Tecnologia de Massachusetts (MIT), Universidade John 

Hopkins, Instituto de Tecnologia de Nova Jersey, Universidade do Colorado e 

Universidade Leland Stanford Jr –, uma fundação de pesquisa ligada à Universidade 

de Utah, a Universidade de Hong Kong, uma empresa americana (Incept LLC) e a 

Agência de Ciência, Pesquisa e Tecnologia de Singapura.  

Surpreendentemente, quem mais depositou patentes tem apenas 12 

tecnologias patenteadas e as principais empresas que movimentam o mercado de 

hidrogéis biomédicos, mencionadas na Tabela 1, não estão entre as principais 

depositantes de patentes. Isto associado ao fato de que 7 entre os 10 principais 

depositantes são universidades pode sugerir que o foco no desenvolvimento das 

tecnologias de hidrogel com aplicação biomédica está na academia, que licenciam ou 

vendem suas tecnologias para as empresas especializadas da área. Estas, por sua 

vez, focam seus esforços e investimentos no desenvolvimento, produção e 

comercialização de produtos. Além disso, é preciso ressaltar que essa análise foi feita 

baseada apenas no depósito de patentes, desconsiderando outras formas de proteção 

intelectual como o segredo industrial [50].  
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FIGURA 2. Representação gráfica da análise patentométrica. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(A) Principais países produtores de tecnologias de hidrogel aplicadas à área biomédica. (B) Principais 

depositantes de patentes de hidrogel aplicado à área biomédica. (C) Principais mercados de 
interesse. *EP é a sigla usada pelo lens.org para o continente europeu. 

Fonte: A autora, 2021. 
 

2.4.2. Mercado de interesse 

 

O mercado de interesse é representado pelos demais países, além do país de 

origem, em que o criador/desenvolvedor da tecnologia deseja proteger seu invento. A 

proteção da invenção em outros países traz vantagem competitiva no mercado e 

maior garantia de retorno financeiro dos investimentos na tecnologia desenvolvida. 

Para análise dos mercados de interesse, as jurisdições de todas as 19.440 patentes 

foram avaliadas, uma vez que numa família de patentes o mesmo invento pode ser 

depositado em diferentes localidades. Dessa forma, 68 países apareceram como 
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mercados de interesse dos inventores/depositantes. A Figura 2C apresenta os 

principais países mercados de interesse para tecnologias de hidrogel de aplicação 

biomédica. Dentre as os resultados aparecem as patentes depositadas através do 

PCT (Tratado de Cooperação de Patentes), representados pela sigla WO. Como 

através do PCT não há como determinar os países onde a tecnologia será protegida, 

esses dados, apesar de serem apresentados, não podem ser levados em 

consideração nessa análise. Portanto, os principais mercados de interesse são EUA, 

Austrália, países europeus, Canadá, China, Coreia do Sul e Japão.  

Comparando os dados apresentados nas Figuras 2A e 2C, fica evidente que a 

grande maioria dos países geradores das tecnologias coincidem com os mercados de 

interesse para estas mesmas tecnologias. Essas observações corroboram com os 

principais relatórios de mercado que citam EUA, Europa e países da Ásia-Pacífico 

como os maiores e mais importantes atores do mercado de hidrogéis, polímeros em 

gel e biomateriais [16,51,52]. Os dados mostram que o país líder no mercado de 

hidrogéis biomédicos é os EUA. O país é detentor de duas das principais empresas 

atuantes no mercado de hidrogel biomédico, 3M Company e Johnson & Johnson, que 

investem tanto em inovações quanto no aumento de suas capacidades de produção 

e na divulgação dos benefícios do produto em relação aos produtos tradicionais [26]. 

Entretanto, estima-se que entre os anos de 2020 e 2025, os países asiáticos assumam 

essa liderança, especialmente nos setores de cuidados pessoais, cuidados com 

saúde e beleza, onde se espera um crescimento robusto de China, Índia e Japão [30]. 

 

2.4.3. Análise da série temporal e previsão tecnológica 

 

Para avaliar a evolução das tecnologias de hidrogéis biomédicos foram 

analisadas as datas do primeiro pedido de prioridade das famílias de patentes com 

intuito de obter uma série temporal de depósitos de patentes e uma série cumulativa 

desses depósitos. A Figura 3 traz ambos os gráficos das séries temporal e cumulativa.  

 A Figura 3A mostra o gráfico da série temporal de depósitos. Entre 1977 e 1993 

pode-se perceber três ondas discretas com oscilações de crescimento, seguido de um 

crescimento constante entre 1993 e 2003. Novamente nota-se uma variação entre 

2004 e 2017, com três picos de crescimento em 2008, 2013 e 2016. É importante 

ressaltar que as consideráveis quedas apresentadas nos números de depósitos a 
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partir de 2018 possivelmente estão relacionadas ao período de sigilo dos documentos. 

Mas mesmo com estas variações, verifica-se que há um aumento não linear nos 

depósitos de patentes envolvendo as tecnologias de hidrogel biomédico. Analisando 

o padrão de crescimento apresentado no gráfico, pode-se inclusive sugerir a 

possibilidade de repetição com crescimento constante no número de depósitos entre 

2018 e 2028, e oscilações de crescimento entre 2028 e 2043. 

A Figura 3B mostra a série cumulativa de depósitos de patentes, construída a 

partir dos dados apresentados na Figura 3A. Além da série cumulativa, está 

representada no gráfico a curva de projeção matemática do ciclo de vida da tecnologia 

de hidrogel biomédico feita no software OriginLab 7.0, ajustada segundo modelo 

sigmoidal de Boltzmann utilizando a seguinte equação: 

 

𝑦 =
𝐴ଶ + (𝐴ଵ −  𝐴ଶ)

1 + 𝑒
(௫ି௫଴)

ௗ௫

 

               onde: 

R2= 0.99947 

A1 = -107.17603 ±29.3264 

A2 = 19226.93938 ±127.7903 

x0 = 2019.91124 ±0.20786 

dx = 8.54  ±0.14816 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(Eq.1) 



37 
 

FIGURA 3. Evolução do ciclo de vida da tecnologia do hidrogel biomédico 

 
(A) Série temporal de depósitos de patentes de hidrogel para uso biomédico. (B) Dados cumulativos 

das patentes ajustados em curva S. 
Fonte: A autora, 2020 

Os hidrogéis de aplicação biomédica foram introduzidos na década de 1960, 

mas iniciaram o crescimento em meados da década de 1970 e veio acelerando até 

2019 quando, atingiu seu ponto de inflexão. Desde então, a tecnologia se encontra 

em seu estágio de maturidade, que deve durar até 2043, segundo a projeção. 
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A partir do ponto de inflexão, as taxas de crescimento começam a diminuir, mas 

o impacto competitivo permanece alto como na fase de crescimento, as tecnologias 

estão bem integradas ao produto e aos processos, há grande demanda e o mercado 

está aderido à tecnologia. É importante ressaltar que isso é um modelo matemático e 

de acordo com ele, as projeções sugerem que a tecnologia de hidrogel aplicado à área 

biomédica ainda tem mais de 20 anos até entrar na fase de declínio e ser 

possivelmente substituída por outra tecnologia.  

O gráfico apresentado pela projeção corresponde a uma curva S. A curva S é 

uma predição matemática usada para analisar sua evolução e seu ciclo de vida, uma 

vez que as tecnologias seguem este padrão de crescimento  [53–55]. O progresso de 

um campo tecnológico pode ser dividido em 4 fases: emergente, crescimento, 

maturidade e declínio [53,56], como vemos na Figura 4B. Quando a tecnologia está 

emergindo, o crescimento é lento, o produto ainda está em fase prototípica e seu 

impacto competitivo é baixo. Uma vez que o produto esteja estabelecido, há um 

período de rápido crescimento, seguido por um ponto de inflexão e crescimento mais 

lento conforme o mercado e a inovação entram em um período de maturidade, e 

eventualmente, a tecnologia e o mercado entram em declínio. [53,54].  

Muitas empresas, para evitar o declínio da tecnologia, investem em inovação 

incremental e desenvolvem sua tecnologia substituindo continuamente os 

componentes tecnológicos existentes por tecnologias emergentes de maior 

desempenho. Neste caso, o ciclo de vida da tecnologia fica mais bem representado 

por estrutura fractal composta de várias curvas S em cascata [55].  

Além disso, é importante ressaltar que para biotecnologias, como as de 

hidrogéis biomédicos, as curvas S de produtos introduzidos no mercado e das receitas 

geradas pode ser diferente da curva S das patentes depositadas [57]. Os produtos 

biotecnológicos por precisarem de aprovação dos órgãos regulamentadores demoram 

um pouco mais para serem introduzidos no mercado, e, consequentemente, 

apresentam crescimento mais lento, e fase de declínio mais tardia. Com todo esse 

processo, os retornos financeiros demoram mais para acontecer, podendo levar 

alguns anos até que a receita gerada pelo produto inicie seu crescimento. Quando a 

curva cumulativa das receitas geradas atinge seu pico, a tecnologia já está em declínio 

e o produto já se estabilizou no mercado. 
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Avaliando a maturidade das tecnologias, é possível fazer um comparativo entre 

a curva S e as escalas TRL (nível de maturidade tecnológica). As análises da curva S 

se referem ao grau de maturidade de todo um campo tecnológico [58], permitindo a 

avaliação da evolução daquele setor desde seu surgimento até seu declínio. As TRL 

podem ser usadas para avaliar a maturidade de uma determinada tecnologia e para 

comparar a maturidade entre diferentes tipos de tecnologia [59,60]. As escalas TRL 

possuem nove níveis e originalmente foram desenvolvidas pela NASA para processos 

de avaliação de riscos, mas frequentemente eram usadas para avaliação da 

maturidade de tecnologias [60]. Atualmente, as TRL já foram customizadas para uso 

em diferentes domínios incluindo as tecnologias biomédicas.  

Para a avaliação de maturidade de uma tecnologia, sua etapa de 

desenvolvimento é comparada aos níveis de TRL. Com base no andamento do 

projeto, uma classificação TRL é atribuída. O TRL 1 tem a maturidade mais baixa, 

enquanto o TRL 9 tem a maturidade mais alta [60,61]. A Tabela 2 apresenta as escalas 

TRL para área biomédica de forma simplificada. Em tecnologias biomédicas, as TRLs 

1-3 são níveis para geração de novos conceitos e tecnologias emergentes, TRLs 4-5 

são níveis de pesquisa aplicada, TRL 5-8 são níveis de maturação dos protótipos e 

demonstração dos produtos e TRL 9 é a fase de produção e distribuição [61]. É 

importante dizer que as escalas TRL não identificam riscos no desenvolvimento de 

tecnologia, como a dificuldade de fazer a tecnologia avançar para o próximo nível, o 

potencial impacto ou benefício da tecnologia e mercado de uma tecnologia.  

Interessantemente, os níveis das TRL para tecnologias biomédicas seguem 

etapas similares ao caminho da inovação percorrido no desenvolvimento de 

biotecnologias, como demonstramos na Figura 1. Sendo as escalas TRL uma forma 

de identificar as próximas etapas para o desenvolvimento de um projeto, elas 

certamente podem ser usadas como guia estrutural para todo o processo. 
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TABELA 2. Escalas TRL (Nível de Maturidade Tecnológica) simplificadas usadas para 
avaliação de tecnologias biomédicas  

TRL TRL Biomédica 

TRL 1 Revisão de literatura; Pesquisa de mercado; Definição do problema 

TRL 2 Geração de Hipóteses; Planejamento e desenvolvimento de protocolos de pesquisa; 

TRL 3 Pesquisa básica; Coleta e análises de dados; Início da prova de conceito 

TRL 4 Prova de conceito; Teste de validação; Testes de segurança em laboratório e em modelo 

animal 

TRL 5 Testes pré-clínicos in vitro e in vivo 

TRL 6 Fase 1 dos testes cínicos completa; Fase 2 em andamento 

TRL 7 Fase 2 dos testes clínicos completa; Fase 3 aprovada para começar 

TRL 8 Fase 3 dos testes clínicos completa; Aprovação das agências regulatórias  

TRL 9 Fase 4 Farmacovigilância; Estudos pós-marketing e vigilância 

Fonte: Adaptado de Basu; Ghosh (2017) 

 

2.4.4. Áreas de concentração tecnológica 

 

Na avaliação das áreas de concentração das tecnologias toma-se por base os 

códigos IPC. O IPC é um sistema de classificação hierárquico de patentes 

universalmente utilizado, cuja organização permite uma busca técnica por patentes 

depositadas em determinada área [62]. Como o IPC possibilita uma busca precisa e 

refinada, e serve como base para uma investigação do estado da arte aprofundada 

dentro das áreas tecnológicas [63], nossa busca de patentes usou como base um 

código IPC associado a uma palavra-chave.  

A Figura 4 apresenta os 20 principais códigos IPC. Nas análises dos dados no 

MS Excel, 7 das 8 categorias gerais de IPC foram encontradas entre as famílias de 

patentes. A seção E (Fixed Constructions) não apareceu entre os resultados. O 

destaque foi para a seção A (Human necessites), que representou 89% dos IPC 

encontrados, seguida da seção C (Chemistry; Metallurgy), que representou 8,8% dos 

IPC. Além disso, 68 classes, 160 subclasses e 3745 grupos/subgrupos diferentes de 

IPC foram obtidos. Informações detalhadas sobre todos os IPC podem ser 

encontradas no website wipo.int/classifications/ipc/en.  

O código A61K9/00 foi utilizado na estratégia de busca e aparece em todas as 

patentes, por isso foi ele não foi contabilizado. Excluindo este código, os principais 

grupos e subgrupos estão dentro de 3 subclasses: A61K, A61L e A61P, que de acordo 

com suas descrições, correspondem de maneira geral a materiais, métodos, 
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preparações e composições para uso médico, odontológico, higiênico, para 

tratamentos, para cuidados pessoais, cuidado e tratamento de lesões e artigos 

cirúrgicos. Comparando essas descrições com o mercado de hidrogéis aplicados à 

área biomédica, vemos uma sincronia, uma vez que as áreas que mais movimentam 

o mercado consumidor e que impulsionam a economia do setor de hidrogéis são de 

produtos de higiene e cuidados pessoais, lentes de contato, liberação de drogas, 

tratamento e cuidados de lesões e engenharia de tecidos [16,17,26,64].  

 

FIGURA 4. Os principais grupos/subgrupos de IPC (Classificação Internacional de Patentes) 
registrados nas patentes obtidas na busca no lens.org 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.5. Patentes: Hidrogéis para tratamento, cuidado e cicatrização de 

feridas 

 

Nos últimos anos, a área de cuidados e tratamentos de feridas foi a que mais 

sobressaiu, com grande impacto econômico e importância social. Calcula-se que esse 

segmento compreende aproximadamente 60% do mercado de hidrogéis aplicados à 

saúde [25].  Isso pode ser devido ao aumento da vida da população mundial, aumento 

de consumo de produtos de higiene e cuidados e maior difusão do conhecimento 

relacionado aos benefícios apresentados pelas inovações. Contudo há também um 
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crescimento das propostas tecnológicas que visam a produção local para atender as 

demandas internas. 

Visto isso, foi realizada uma seleção, dentre as patentes encontradas na busca 

patentométrica. Destas, 45 tecnologias mais recentes que envolvem hidrogéis para 

cuidado, tratamento e cicatrização de feridas, cujo período de depósito ocorreu entre 

2013 e 2018, foram selecionadas. Estas patentes estão apresentadas na Tabela 3. 

 

TABELA 3. Tecnologias de hidrogel biomédico aplicado ao tratamento, cuidado e cicatrização 
de feridas 

Número Título Principais ativos da 
composição 

Aplicação Referência 

US 
2019/0008907 

A1 

Compositions for 
management of wounds, 

skin diseases, 
dehydration, chronic 

diseases, and respiratory 
diseases 

sulfadiazina de prata, óxido de 
zinco, lidocaína, bacitracina, 

neomicina, polimixina B, 
vitamina E e Coenzima Q10 

feridas crônicas na pele, 
úlceras diabéticas, úlceras 

causadas por pressão e 
infecções fúngicas 

[65] 

US 
2018/0289831 

A1 

Supramolecular 
hydrogels containing 
angiotensin receptor 
blockers for targeted 
treatment of diabetic 

wounds 

valsartan, hidrocarboneto 
modificado e peptídeo 

feridas cutâneas crônicas 
e diabéticas 

[66] 

US 
2017/0100345 

A1 

Wound healing using 
BRAF inhibitors 

inibidor de BRAF lesões causadas pelo 
melanoma 

[67] 

WO 
2019/180194 

A1 

Means and methods for 
wound healing 

ácido glicirrízico, antibiótico e 
anti-inflamatório 

lesões crônicas, 
regeneração de tecidos 

[68] 

US 
2016/0303141 

A1 

Corteloxone 17-alpha-
propionate for use in the 
treatment of skin wounds 

and/or atrophic skin 
disorders 

cortexolona 17α-propionato feridas crônicas, abertas, 
queimaduras e doenças 

atróficas de pele 

[69] 

US 9962360 
B2 

Compositions and 
methods for enhancing 
hair growth, promoting 
skin regeneration, and 

wound healing 

maleato de trimebutina crescimento de cabelo e 
regeneração cutânea 

[70] 

US 
2019/0105260 

A1 

Compositions and 
methods to promote 

wound healing 

antidepressivo em combinação 
com um antagonista do 

receptor beta adrenérgico e 
células da linhagem 

mesenquimal em matriz de 
colágeno 

feridas no tecido epitelial [71] 

US 
2019/0117834 

A1 

A method to enhance 
wound healing using silk-

derived protein 

fragmentos de proteínas 
derivadas de seda (SDP) 

fechamento das feridas e 
intensificação da 

cicatrização, feridas 
oculares, feridas na pele, 

incisões cirúrgicas, 
queimaduras e úlceras da 

pele 

[72] 
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Número Título Principais ativos da 
composição 

Aplicação Referência 

US 
2018/0264051 

A1 

A novel pharmaceutical 
wound healing 

composition 

sericina de seda, 
soforolipídeo, alginato de 

sódio e excipientes 

cicatrização das feridas e 
diminuição de cicatrizes 

[73] 

WO 
2019/227034 

A1 

Therapeutic composition 
for enhanced healing of 

wounds and scars 

Aloe vera, poli-hidroxibutirato 
(PHB), glicolipídios e 

fosfolipídios de origem fúngica 

Minimização de cicatrizes [74] 

US 9327029 
B2 

Antimicrobial silver 
hydrogel composition for 

the treatment of burns 
and wounds 

sal de prata, estabilizantes, 
celulose e Aloe vera 

antimicrobiana, rápida 
cicatrização, alívio de dor 

[75] 

US 
2019/0008907 

A1 

Compositions for 
management of wounds, 

skin diseases, 
dehydration, chronic 

diseases, and respiratory 
diseases 

mel, curcumina e própolis feridas, infecções, 
diabetes, doenças da pele, 

doenças renais, 
desidratação, desnutrição, 
hipertensão, entre outras 

[76] 

WO 
2019/040185 

Buckwheat honey and 
povidone-iodine wound-

healing dressing 

mel de trigo sarraceno e 
povidona-iodada 

feridas crônicas e agudas 
e doenças de pele 

[77] 

WO 
2019/078931 

Buckwheat honey and 
bacitracin wound-healing 

dressing 

mel de trigo sarraceno e 
bacitracina 

feridas crônicas e agudas 
e doenças de pele 

[78] 

US 10500235 
B2 

Wound healing 
compositions comprising 

buckwheat honey and 
methylglyoxal and 

methods of use 

mel de trigo sarraceno e 
metilglioxal 

tratamento de feridas [79] 

US 9486420 
B1 

Wound gel containing 
antimicrobial composition 

PEG, cloreto de benzalcônio, 
poliácido, ácido acético, ácido 

cítrico. 

redução da colonização 
bacteriana dentro ou ao 

redor da ferida 

[80] 

US 10568966 
B2 

Formulation for topical 
wound treatment 

polihexametileno biguanida 
(PHMB), poloxâmero 188 e 

hidroxietilcelulose e umectante 

tratamento tópico de pele 
e feridas oromucosas. 

[81] 

WO 
2017/037655 

Topical erytropoietin 
formulations and 

methods for improving 
wound healing with and 

cosmetic use of the 
formulations. 

5% de eritropoetina e 30% de 
fibronectina. 

úlceras do pé diabético, 
tratamento cosmético e 

cicatrização da superfície 
da pele 

[82] 

US 
2016/0346315 

Methods for promoting 
wound healing 

gel injetável, contendo 0,5% - 
4% de hidroxietilcelulose 

(HEC), 0,11% de 
metilparabeno e 0,22% de 

proprilparabeno 

úlceras diabéticas, 
cicatrização de escaras e 

lesão cutânea por 
radiação 

[83] 

US 
2019/0134154 

A1 

GPNMB compositions for 
treatment of skin wounds 

polímero biodegradável e 
fragmentos da glicoproteína 

transmembrana NMB 
(GPNMB) 

úlceras diabéticas e 
feridas por pressão 

[84] 

US 
2017/0296625 

A1 

Therapeutic 
angiogenesis for wound 

healing 

fator de crescimento de 
fibroblastos (FGF-1), 

antibiótico e anti-inflamatório 

angiogênese em tecidos 
superficiais, úlcera de 

pele, úlcera de 
compressão, úlcera de pé 

diabético, local de 
queimadura 

[85] 

WO 
2019/079710 

A1 

Topical composition for 
improved healing of open 

wounds 

insulina e o hidrogel 
mucoadesivo MucoLox™ 

úlceras diabéticas [86] 
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Número Título Principais ativos da 
composição 

Aplicação Referência 

US 
2018/0303941 

A1 

Wound healing through 
Sirt1 overexpression 

poli (polietilenoglicol co-ácido 
cítrico-co-N 

isopropilacrilamida) (PPCN), e 
vetor com a sequência do 

gene Sirt-1 

metabolização do açúcar 
em excesso na lesão e 

aceleração da cicatrização 

[87] 

US 
2019/0030045 

A1 

Topical treatment of 
wounds with statins and 

cholesterol for scar 
reduction 

estatinas e colesterol em uma 
microemulsão composta de 

monoacilglicerol e um solvente 

cicatrização [88] 

US 
2020/0085914 

A1 

Compositions and 
methods for wound 

healing 

células secretoras de insulina 
e células estaminais 
microencapuladas 

re-epitelização e 
cicatrização de feridas e 

escaras diabéticas 

[89] 

EP 2958602 
B1 

Composition for the 
accelerated wound 
healing of damaged 

tissue 

ácidos graxos do óleo de 
linhaça 

induzem a migração 
acelerada de células e 

cicatrização 

[90] 

US 
2019/0314449 

A1 

Cyclic dipeptides and 
wound healing 

ciclo-dipeptídeos (Cyclo-His-
Pro, Cyclo-Leu-Pro, Cyclo-

Phe-Pro), quitosana, óxido de 
zinco e arginina. 

neovascularização, 
antimicrobiana, re-
epitelização, anti-

inflamatória. 

[91] 

US 9156896 
B2 

Wound healing 
compositions and 

treatments 

pluronic-127, alginato, 
derivados de celulose e 

oligonucleotídeo anti-conexin 
43 

úlcera venosa de perna [92] 

US 10086041 
B2 

Syndecan-4 
proteoliposomes for 
enhanced cutaneous 
wound healing and 

minimized inflammatory 
immune response 

alginato, fator de crescimento 
derivado de plaquetas (PDGF-

BB) e proteovesículas de 
Syndecan-4, em 

microcápsulas biodegradáveis 

cicatrização de feridas 
cutâneas crônicas 

[93] 

WO 
2014/081630 

Drug eluting silicone gel 
sheeting for wound 

healing and scar 
reduction 

silicone em folha cicatrização de feridas e a 
redução ou prevenção de 

escaras. 

[94] 

US 10098929 
B2 

Method of reducing scar 
formation in healing of 

dermal wounds by 
administrating 

interleukin-10 and 
hyaluronan 

PEG, colágeno Tipo-1, ácido 
hialurônico, heparana, e 
interleucina 10 (IL-10) 

liberada de forma 
controlada no local da 
ferida ou incisão para 

reduzir queloides. 

[95] 

US 10272096 
B2 

Methods and systems of 
treating wounds 

Kit: dispositivo emissor de luz 
fototerapêutica de baixo nível 

Composição: nitrosil-
cobinamida, óxido nitroso 
modificado e vitamina B12 

tratamento de feridas [96] 

US 10058455 
B2 

Nano-enhanced wound 
dressing 

nanopartículas metálicas de 
prata e zinco, antimicrobiano e 

polímero biodegradável 

cicatrização e prevenção 
de infecções 

[97] 

US 
2018/0200340 

A1 

Wound treatment hidrogel em folha contendo 
colágeno, decorina e fibrina 

lesões ou infecções 
oftalmológicas 

[98] 

US 9211256 
B2 

Wound healing 
compositions comprising 
biocompatible cellulose 
hydrogel membranes 

celulose bacteriana e agentes 
bioativos encapsulados 

cicatrização de feridas, 
redução ou alívio a dor, 

prevenção ou tratamento 
de infecções e na 

reparação ou regeneração 

[99] 
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Número Título Principais ativos da 
composição 

Aplicação Referência 

and methods of use 
thereof 

de tecidos; aplicação 
oftalmológica 

US 9867868 
B2 

Pharmaceutical 
composition for treating 
or preventing corneal 

wound comprising 
thymosin β4 and citric 

acid 

timosina β4 e ácido cítrico em 
um transportador 

tratamento e prevenção de 
lesões na córnea 

[100] 

WO 
2019/222710 

A1 

Methods of wound 
healing with Serp-1 

polypeptides 

fragmentos ativos do Serp-1 
derivado de Myxoma-virus 

tratamento e cicatrização 
de feridas crônicas 

[101] 

US 
2018/0221356 

A1 

Method of wound healing aza-adamantano tratamento e cicatrização 
de feridas crônicas 

[102] 

US 9782381 
B2 

Molecular targets for 
healing or treating 

wounds 

estibogluconato tratamento e cicatrização 
de feridas crônicas 

[103] 

US 
2017/0274013 

A1 

Wound fluid elevated 
protease enzyme 
inhibition through 

camelid blood products 

produtos derivados de sangue 
de camelídeos 

tratamento e cicatrização 
de feridas crônicas 

[104] 

US 
2016/0331735 

A1 

Novel formulations for 
treatment of pain, 

neuropathy, wounds and 
ulcers 

nifedipina, lidocaína, cetamina, 
diclofenaco, baclofen, 

bupivacaina, ibuprofeno, cetil 
miristoleato 

anestésica, analgésica, 
anti-inflamatória e 

lubrificante, importantes no 
processo cicatrizante. 

[105] 

US 9295636 
B2 

Wound healing using 
topical systems and 

methods 

óxido nítrico, hormônio 
liberador de tireotrofina, 
lecitina e ácido linoleico 

tratamento de feridas, 
cortes, queimaduras, 

abrasões, fissuras anais, 
traumas, cirurgias, 

queimaduras de sol ou 
lacerações 

[106] 

US 
2018/0296643 

A1 

SDF-1 for anal and 
sphincter wound healing 

fator-1 derivado de célula 
estromal (SDF1) 

lesões anais ou 
esfincteriana 

[107] 

US 
2019/0030140 

A1 

Debriding Composition 
for treating wounds 

bromelaína, ananaína e um 
hidrogel polimérico 

retirada de pele morta da 
lesão 

[108] 

US 99188937 
B2 

Pharmaceutical 
composition for 

protecting wounds, 
providing hemostasis, or 
preventing adhesion in 

the gastrointestinal tract 

fator de crescimento 
epidérmico, hidroxietilcelulose, 

croscarmelose sódica, 
glicolato de amido sódico, 

cloreto de cálcio. 

proteção do trato 
gastrointestinal feita 

através de intervenção 
médica usando 

endoscópio 

[109] 

Fonte: A autora, 2020 

 

A maior parte das patentes encontradas neste refinamento, quase 50%, está 

relacionada às feridas e lesões cutâneas e/ou crônicas. O cuidado e tratamento das 

feridas cutâneas oscila muito e depende, principalmente, de como o processo de 

cicatrização evolui [110]. Os recursos disponíveis e as particularidades dos pacientes 

são aspectos a serem considerados no momento da escolha do tipo de curativo, que 

devem ser adequados à natureza, à localização e ao tamanho da ferida. Para atender 
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às demandas nos cuidados de saúde, diferentes formulações e métodos empregando 

hidrogéis têm sido desenvolvidos. Dentre os que aparecem neste levantamento 

podemos citar: compostos para aplicação em feridas diabéticas, compostos de 

aplicação na dermatologia clínica e cosmética, compostos para tratamento de lesões 

oculares, uso de compostos naturais e derivados, compostos com atividades 

antimicrobianas, novos usos e aplicações para compostos já estabelecidos, 

compostos para a promoção da revascularização em regiões de ferimentos, métodos 

de re-epitelização, sistemas de liberação controlada. 

Os cuidados com feridas são delicados e exigem muitas vezes procedimentos 

básicos e tradicionais dentro da área médica [111]. A inovação no desenvolvimento 

das novas tecnologias permite novas abordagens, materiais mais biocompatíveis e 

dispositivos avançados para oferecer tratamentos eficientes que atendam as 

demandas de cada paciente. O desafio é desenvolver uma nova tecnologia com boa 

aplicabilidade clínica, de baixo custo e boa aceitação de mercado. 

 

2.5.  Discussão 

 

Os hidrogéis são chamados de materiais do futuro por suas propriedades físico-

químicas e biológicas. Um material para aplicação biomédica precisa cumprir os 

requisitos de biocompatibilidade, biodegradabilidade, viscoelasticidade, porosidade, 

potencial de aprisionamento e liberação de moléculas biologicamente ativas e boa 

funcionalidade clínica [20]. Por atender esses requisitos, os hidrogéis são os principais 

biomateriais no campo biomédico [28]. Seu alto teor de água, maleabilidade e 

versatilidade favorecem sua adaptação e uso nas diferentes áreas.  

O mercado tem buscado hidrogéis cada dia mais inovadores com diferentes 

polímeros, diferentes métodos, novos compostos, novos usos, múltiplas atividades. 

Três gerações de hidrogéis já foram desenvolvidas ao longo dos anos e sua ampla 

aplicação pela indústria biomédica e farmacêutica fez o mercado do hidrogel expandir. 

Projeções para 2027 estimam que o mercado atinja US$ 31,4 bilhões, a uma CAGR 

de 6,7% [16]. O segmento com a maior fatia do mercado é o de tratamento e cuidados 

de feridas, principalmente aqueles associados a outras comorbidades. Mas o 

segmento que deve ser o principal motor para inovação e mercado até 2027 é o de 

higiene, cuidados pessoais e cosméticos. O crescimento do PIB nas maiores 
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economias mundiais e o aumento do poder aquisitivo do consumidor têm sido 

primordiais para o segmento (ABIHPEC, 2018). A mesma situação pode ser 

observada em relação aos países. O Estados Unidos detém a maior fatia do mercado, 

mas o crescimento da Ásia-Pacífico com a indústria higiene, cuidados pessoais e 

cosméticos tem superado as projeções.  

O segmento de tratamento e cuidado de feridas é um dos mais significativos. 

Ele movimenta grande parte do mercado de hidrogéis, polímeros e biomateriais 

[16,51]. O campo do tratamento de feridas é um dos mais pesquisados e, também, 

um dos mais desafiadores na medicina. Além da ferida, os materiais e métodos de 

tratamento devem levar em consideração outras comorbidades dos pacientes, o 

controle de infecções, o estado vascular, e quaisquer preocupações biomecânicas 

[111]. Ao analisar as tecnologias mais recentes desenvolvidas atualmente no 

segmento, as patentes de hidrogéis biomédicos para feridas crônicas e associadas ao 

tratamento de úlceras diabéticas se destacaram. As úlceras diabéticas são 

complicações comuns quando a doença está descontrolada, e elas podem levar a 

mais complicações como infecções diversas, abscessos, sepse, gangrena, isquemia 

[112]. Por isso, um tratamento apropriado das feridas é necessário e novas 

alternativas mais eficientes estão sendo sempre buscadas. Os sistemas de liberação 

controlada de bioativos apareceram como método estratégico para o tratamento de 

feridas. Os polímeros biodegradáveis têm sido usados na distribuição controlada de 

bioativos por muitos anos como um meio de prolongar a ação de agentes terapêuticos 

no corpo. O uso de polímeros e moléculas bioativas naturais também se sobressaiu, 

com destaque para a celulose, contrastando com dados de mercado. O uso do 

biopolímero celulose é bastante vantajoso, ele é o mais abundante no mundo, é obtido 

e comercializado a baixo custo e apresenta boas propriedades físico-químicas. 

Atualmente, hidrogéis de celulose são as principais matrizes usadas em engenharia 

de tecido [58,113], mas a aplicação dele se dá em toda a área biomédica. 

 As patentes têm requisitos estritos de novidade e intenção comercial, tornando-

as bons sinais de inovação nas indústrias de tecnologia. Por isso as informações 

contidas em patentes podem ser muito importantes num planejamento estratégico de 

tecnologias [114], principalmente, para uma perspectiva do cenário futuro do mercado 

[115]. As análises das patentes no estudo de patentometria trouxeram dados 

extremamente relevantes, principalmente se trabalhadas com dados mercadológicos. 
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A tecnologia de hidrogéis biomédicos atingiu o ponto de inflexão e pode ser 

considerada madura, com grandes expectativas de crescimento para os próximos 

anos. Os dados são de projeções matemáticas, mas conhecendo o ciclo de vida da 

tecnologia, já auxiliam de forma estratégica pesquisa, desenvolvimento e inovação. 

 

2.6. Conclusão 

 

Os hidrogéis biomédicos contribuem com avanços significativos no campo 

tecnológico. Como biomateriais inteligentes e inovadores, os hidrogéis biomédicos 

vem dominando o mercado global de polímeros e hidrogéis. Os Estados Unidos são 

o país que domina este mercado, mas novos mercados vêm se destacando como é o 

caso dos países da Ásia-Pacífico, principalmente no segmento de cuidados pessoais.  

Atualmente, o mercado de hidrogéis biomédicos está direcionado para 

tecnologias aplicadas a feridas crônicas, com destaque para as desenvolvidas para o 

tratamento de úlceras causadas pela diabetes. Os principais métodos e formulações 

são para aplicação tópica, seja através da administração da formulação diretamente 

no local da ferida ou com uso de curativos, o que facilita para produtos de uso contínuo 

e doméstico. Entre as formas de atuação das formulações, o uso de sistemas de 

liberação controlada se mostrou um tipo de tratamento efetivo, seguro e econômico. 

O estudo das cadeias produtivas na área biomédica proporcionou a 

rastreabilidade desde a matéria bruta até o produto. Assim, o conhecimento da cadeia 

produtiva deve ser gerenciado e utilizado como recurso que agrega valor, 

compreendendo os elos mais fracos e as oportunidades de aprimoramento, 

minimizando desperdício e maximizando qualidade e segurança para aplicação 

clínica. 

O estudo patentométrico descreveu o cenário atual e avaliou o ciclo de vida da 

tecnologia de hidrogel biomédico, trazendo uma visão estratégica de mercado e 

maturidade da tecnologia. Foi demonstrado que os hidrogéis biomédicos atingiram a 

maturidade e têm perspectiva de crescimento nos próximos 20 anos. Entender o 

estado de maturidade das tecnologias representa um aumento de benefícios e 

minimiza o risco potencial o que permite uma tomada de decisão mais acertada sobre 

o futuro das tecnologias. 
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Além disso, os dados obtidos na análise patentária auxiliaram a desenhar 

plataformas preditivas que podem ampliar a visualização de novas oportunidades, 

criação de novos produtos e novas empresas resultando em crescimento do mercado 

e suporte às transições tecnológicas atuais e futuras. 
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 CAPÍTULO 2 – Síntese e caracterização de hidrogéis multipoliméricos 

contendo hidroxiapatita substituída com magnésio e vitamina D com 

potencial pró-angiogênico e osteogênico 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Esta etapa do trabalho teve como objetivo o desenvolvimento de hidrogéis 

multipoliméricos contendo nanopartículas de hidroxiapatita substituídas com 

magnésio e vitamina D que apresente potencial de osteogênico e pró-angiogênico. 

 

3.2.  Objetivos Específicos 

 

 Sintetizar nanopartículas de hidroxiapatita pura (HAp) e hidroxiapatita substituída 

com magnésio (HAMg), nas porcentagens de 2,5; 5 e 10; 

 Caracterizar físico-quimicamente as nanopartículas de hidroxiapatita; 

 Obter hidrogéis híbridos a partir de quitosana e CMC contendo HA e vitamina D; 

 Caracterizar físico-quimicamente os hidrogéis; 

 Avaliar as alterações de pH, a capacidade de swelling e a biodegradação dos 

hidrogéis; 

 Avaliar o perfil de liberação de íons dos hidrogéis; 

 Avaliar a capacidade de formação de apatita sobre a superfície dos hidrogéis; 

 Avaliar a citotoxicidade in vitro das HA e dos hidrogéis em cultura celular de 

fibroblastos de camundongo (L929), pré-osteoblastos de camundongo (MC3T3) e 

célula endotelial humana (EA.hy926); 

 Avaliar a aderência e proliferação das MC3T3 e EAhy.926 sobre os hidrogéis; 

 Avaliar a capacidade osteogênica in vitro dos hidrogéis pela formação de nódulos 

de mineralização, produção de fosfatase alcalina e óxido nítrico pela MC3T3; 

 Avaliar o efeito pró-angiogênico in vitro dos hidrogéis pela análise da formação de 

tubos e produção de óxido nítrico pela EA.hy926. 
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3.3. Revisão da literatura 

 

3.3.1.  Hidrogel 

 

Os hidrogéis foram os primeiros biomateriais desenvolvidos para uso no corpo 

humano e em 1960. Wichterle e Lím (1960) desenvolveram um hidrogel de poli-

hidroxietilmetacrilato (PHEMA) biocompatível, que foi usado para lentes de contato. 

Nas últimas décadas, os hidrogéis representaram grandes avanços na 

pesquisa biomédica. Devido as suas propriedades e semelhanças à matriz 

extracelular, os hidrogéis podem ser usados para aplicações que incluem liberação 

controlada de fármacos, bioengenharia, engenharia de tecidos e medicina 

regenerativa, indústria farmacêutica, lentes de contato, curativos, diagnósticos e 

biossensores (AHMED, 2015; KORAH; ANILKUMAR; THOMAS, 2018; 

PRABAHARAN; MANO, 2006; RATNER et al., 2004). 

Historicamente, os hidrogéis foram divididos em 3 gerações. A primeira geração 

era composta de hidrogéis de redes poliméricas simples de origem sintética para 

aplicação oftalmológica e sistema de liberação de drogas. A segunda geração é 

composta pelos hidrogéis compostos por polímeros inteligentes com capacidade de 

responder a estímulos externos como luz, pH e temperatura. A terceira geração é 

baseada no tipo de reticulação (crosslinking) que ocorre nos hidrogéis. Atualmente, 

uma quarta geração de hidrogéis tem sido sugerida. Aplicando nanotecnologia e 

química de polímeros, novos hidrogéis estão sendo desenvolvidos “sob medida” para 

apresentar as propriedades de interesse, o que significa que podem ser usados de 

forma mais direcionada e precisa (CASCONE; LAMBERTI, 2020; YUE et al., 2020). 

A formação de hidrogéis envolve um processo de reticulação (crosslinking) de 

cadeias poliméricas, processo também conhecido como gelificação. As cadeias 

poliméricas podem ser interligadas por ligações covalentes, sendo conhecidos como 

hidrogéis químicos ou permanentes, ou por interações físicas como ligações de 

hidrogênio, interações de Van der Waals ou interações eletrostáticas, chamados de 

hidrogéis físicos (MADDALONI; VASSALINI, 2020). Além da reticulação, outras 

características são importantes para determinar as propriedades dos hidrogéis. As 

principais estão dispostas na Tabela 4. É importante ressaltar que as classificações 

fonte/natureza, composição polimérica e conformação estrutural presentes na tabela 
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são importantes segmentos do mercado do hidrogel, e são considerados nas 

projeções e estudos de mercado (MOHITE, S; PRASAD, 2020).  

 

TABELA 4. Classificação dos hidrogéis baseada em suas características. 

 
FONTE: A autora, 2020 

 

Para aplicação biomédica algumas propriedades são consideradas importantes 

no desenvolvimento de um hidrogel: alta capacidade de swelling ou intumescimento, 

boas propriedades mecânicas, biocompatibilidade, biodegradabilidade, não toxicidade 

e flexibilidade (DHIVYA et al., 2015; KIM et al., 2013; LEE et al., 2011; LIU et al., 2019; 

TENG; LUO; WANG, 2013; VISHNU PRIYA et al., 2016).  

Uma variedade de polímeros naturais e sintéticos pode ser usada para formar 

hidrogéis e serem aplicados na engenharia de tecido. São alguns exemplos: álcool 

polivinílico (PVA), carboximetilcelulose, colágeno, alginato, quitosana, gelatina e ácido 

Hidrogel Fonte/Natureza Natural

Sintética 

Híbrida

Composição polimérica Homopoimérica

Copolimérica

Interpenetrante

Conformação estrutural Amorfa
Semicristalina
Cristalina
Agregados hidrocoloidais

Cross-linking Interações físicas

Químico

Carga iônica Aniônica

Catiônica

Não iônica

Degradabilidade Degradável

Biodegradável

Não degradável

Swelling Baixo
Médio
Alto
Superabsorvente

Porosidade Nanoporoso
Microporoso
Mesoporoso
Macroporoso
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hialurônico (DRURY; MOONEY, 2003). Ademais, modificações nas estruturas 

poliméricas, combinação de polímeros e associações com outros componentes 

podem trazer melhorias nas propriedades dos hidrogéis, permitindo melhores 

aplicações clínicas. 

Uma das aplicações dos hidrogéis é na área de engenharia de tecidos. Neste 

segmento, os hidrogéis podem ser aplicados como agentes de preenchimento, como 

veículos de liberação de drogas de substâncias bioativas ou como estruturas 

tridimensionais que ancoram as células e servem de estímulos para garantir o 

desenvolvimento de um tecido necessário (CALÓ; KHUTORYANSKIY, 2015). 

Cascone e Lamberti (2020) relatam que as novas tecnologias têm sido mais 

direcionadas para regeneração de tecidos cardíacos, cartilagem, osso e músculo. 

Yasuda et al. (2017) desenvolveram um hidrogel injetável multipolimérico para 

regeneração de tecido cartilaginoso danificado. O hidrogel é aplicado através de uma 

inserção e usado como preenchimento do local lesionado. Uma outra tecnologia à 

base de hidrogel foi desenvolvida para reparo do tecido cardíaco. O hidrogel contendo 

tropoelastina, proteína da matriz extracelular e precursora da elastina, para reparo da 

parede de artérias  (ELASTAGEN; HARVARD, 2017). Gibson et al. (2013) 

desenvolveram um sistema de enxerto ósseo que compreende um hidrogel contendo 

hidroxiapatita substituída com sílico. O biomaterial promove liberação de íons de silício 

e a cicatrização óssea. 

 

3.3.2. Quitosana 

 

A quitosana é um polímero termossensível natural derivado do processo de 

desacetilação alcalina de ligações N-acetil presentes na quitina. Ela existe em 

diferentes pesos moleculares e graus de acetilação e, segundo a literatura, há uma 

correlação de proporcionalidade entre o aumento na desacetilação da quitosana e 

aumento da biocompatibilidade e biodegradabilidade do polímero (AHMADI et al., 

2015). A estrutura da química da quitosana está representada a seguir (Figura 5). 
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FIGURA 5. Estrutura química da quitosana 

 
Representação esquemática da estrutura do biopolímero quitosana, obtido a partir da desacetilação 

da quitina. Fórmula molecular: (C6H11O4N)n. 
FONTE: (ASSIS; SILVA, 2003) 

  

A quitosana é um polímero insolúvel em pH neutro, mas se dissolve facilmente 

em soluções de ácidos fracos diluídos, devido à protonação de seus grupos amino, 

sendo o ácido acético o solvente mais empregado (SILVA, 2012). Uma das principais 

vantagens da quitosana é possibilidade de preparo em diferentes formatos como 

flocos, microesferas, membranas, nanopartículas e fibras (LARANJEIRA; DE 

FÁVERE, 2009), e seu uso na composição de hidrogéis, filmes, cimentos, fibras ou 

esponjas. Devido a sua versatilidade, a quitosana é aplicada na agricultura, tratamento 

de águas, indústria alimentar, cosmética e biofarmacêutica. No entanto, a sua maior 

aplicação é na área biomédica (TAVARIA et al., 2013).  

Dentre as características que tornam a quitosana apropriada para o uso na 

biomedicina estão atoxicidade, afinidade com proteínas, atividade antibacteriana, 

cicatrização de feridas, caráter bioadesivo e sistemas de imobilização de células em 

gel (COSTA-PINTO; REIS; NEVES, 2011; D’AYALA; MALINCONICO; LAURIENZO, 

2008). 

Diversos estudos demonstram a aplicabilidade biomédica da quitosana. 

Algumas das aplicações seriam em implantes (ortopédicos e odontológicos), 

reconstituição de tecidos e liberação controlada de drogas, uso como cicatrizante e 

biocompatível entre tecidos, onde ficou comprovado o uso promissor desse material 

(KHOR et al., 2009). O uso de scaffolds à base puramente de quitosana também 

mostrou atividade osteocondutora e com capacidade de aumentar a formação óssea 

in vitro e in vivo. Sua superfície hidrofílica que promove a aderência, proliferação e 

diferenciação celular de osteoblastos e evoca uma reação mínima de corpo estranho 

na implantação (LI et al., 2005; MUZZARELLI et al., 1994). Seu uso associado à 
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hidroxiapatita, em implantes de tíbia de ratos, também apresentou boas propriedades 

de osteocondução e a biodegradação foi praticamente completa (POGORELOV; 

SIKORA; BUMEYSTER, 2011). O uso de scaffolds puramente à base de quitosana 

não apresentam atividade angiogênica, mas, quando associada a outros 

componentes como fosfato de cálcio bifásico e células de linhagem estaminal, os 

scaffolds de quitosana podem apresentar atividade angiogênica terapêutica (AHMADI; 

BURNS; DE BRUIJN, 2009). 

Hidrogéis compostos de quitosana têm a capacidade de adsorver tanto 

moléculas aniônicas quanto catiônicas se as ligações de hidrogênio puderem ser 

estabelecidas. Esse recurso confere a estes hidrogéis um grande potencial em áreas 

que abrangem desde a purificação de água ao encapsulamento de proteínas 

(BOARDMAN et al., 2017). Para scaffolds usados em engenharia de tecidos, a 

porosidade de hidrogéis à base de quitosana apresenta um enorme impacto em 

propriedades como inchaço, aderência celular e taxa de proliferação celular que são 

importantes no crescimento dos tecidos (DHIVYA et al., 2015). 

A maioria dos hidrogéis injetáveis para aplicações biomédicas é baseada na 

quitosana (VALLE; DÍAZ; PUIGGALÍ, 2017), sendo possível modificar a composição 

para que a reticulação do gel aconteça através da irradiação UV ou do aumento da 

temperatura e até de alterações no pH (CAO et al., 2014; YASMEEN et al., 2014). As 

misturas de quitosana com outros polímeros sintéticos ou naturais também já foi 

demonstrada com aumentos significativos no desempenho geral e na capacidade de 

atingir o estado de equilíbrio de intumescimento ou Swelling (DEL VALLE, et al., 2017). 

 

3.3.3. Carboximetilcelulose 

 

A carboximetilcelulose (CMC) é um derivado da celulose, o polímero mais 

abundante da natureza (HAHN et al., 2020). Ela contém grupos carboximetil que são 

gerados pela reação da celulose e o ácido monocloroacético na presença de hidróxido 

de amônio (THOMAS; SOLOMAN; REJINI, 2016). É o grupo carboximetil que dá ao 

polímero sua solubilidade e devido à sua natureza altamente higroscópica, ela se 

hidrata rapidamente. A carboximetilcelulose sódica é o sal de sódio da 

carboximetilcelulose, um derivado aniônico amplamente utilizado em formulações 
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farmacêuticas orais, oftálmicas, injetáveis e tópicas (AYATULLAH HOSNE ASIF et al., 

2019).  

A CMC é um polímero de arranjo linear, cuja estrutura está apresentada na 

Figura 6. Quando solubilizado em água, a CMC forma um gel transparente. Ela é 

solúvel em solução alcalina leve com excelente dispersão e forças de ligação. As 

propriedades físico-químicas e aplicações da CMC dependem, essencialmente do 

grau médio de substituição, grau médio de polimerização, uniformidade da 

substituição e pureza do produto (NÓBREGA; AMORIM, 2015). 

 

FIGURA6. Estrutura química da carboximetilcelulose 
 

 
Representação esquemática da estrutura do biopolímero carboximetilcelulose, formado 

exclusivamente de moléculas de β-glicose, ligadas por ligações β-1,4-o-glucosídicas. Formula 
molecular: (C6H10O5)n. 

FONTE: (COMMS, 2018) 

 
O uso de CMC já foi relatado em aplicações farmacêuticas, liberação de 

drogas, cicatrização de feridas e engenharia de tecidos (BUHUS et al., 2009; 

COATHUP; CAMPION; BLUNN, 2020; LONG; LUYEN, 1996). A aplicação da CMC 

em engenharia de tecido ósseo vem sendo estudada e seu potencial osteoindutivo e 

osteogênico já foi demostrado (COATHUP; CAMPION; BLUNN, 2020; PRIYA et al., 

2021). 

Hidrogéis à base de celulose e derivados são bem conhecidos pela baixa 

toxicidade, alta biocompatibilidade e microestrutura porosa e ajustável. Mas apesar 

de suas boas propriedades, as aplicações de derivados de celulose podem ser 

aprimoradas pela associação com outros componentes (KO; SFEIR; KUMTA, 2010; 
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VALLE; DÍAZ; PUIGGALÍ, 2017). A associação de CMC e polivinilpirrolidona (PVP) 

resultou em melhor resistência mecânica, alta capacidade de absorção de água e 

aumento da biodegradação (AKRAM; HUSSAIN, 2017). A associação da CMC, 

quitosana e hidroxiapatita demonstrou uma perspectiva promissora para biomateriais 

usados em regeneração óssea e dentária devido à boa propriedade mecânica, taxa 

de biodegradação ajustável, estabilidade, citocompatibilidade, bioatividade, aumento 

da aderência e proliferação celular em células osteogênicas e potencial para 

vascularização (ARAVAMUDHAN et al., 2014; LIUYUN et al., 2008; MALIK et al., 

2020; PASQUI et al., 2014; PRIYA et al., 2021) 

 

3.3.4. Gelatina 

 

A gelatina é um polímero natural proteico biocompatível e biodegradável 

(Figura 7), derivado da hidrólise do colágeno, o principal componente da matriz 

extracelular (CHIRANI et al., 2015; GÓMEZ-GUILLÉN et al., 2011). A presença de 

tripeptídicos Arg-Gly-Asp em sua estrutura proporcionam uma interação com as 

células e promovem a aderência, proliferação e diferenciação celular 

(THANGPRASERT et al., 2019). Por ser solúvel, não apresentar imunogenicidade e 

exibir comportamento anfotérico, a gelatina tem sido aplicada em hidrogéis para a 

fabricação de lentes de contato, matriz para engenharia de tecidos e sistemas de 

liberação de drogas (BUHUS et al., 2009).  

Por sua estrutura semelhante ao colágeno, a gelatina tem sido muito usada em 

scaffolds para engenharia de cartilagem e tecido ósseo (LIEN; KO; HUANG, 2009; 

LUO et al., 2015). Entretanto, sua baixa rigidez biomecânica e rápida biodegradação 

trazem desvantagens para o material. Por isso, a gelatina tem sido aplicada em 

compósitos numa estratégia promissora para gerar novos biomateriais com 

qualidades aprimoradas, combinando diferentes materiais e suas propriedades 

intrínsecas (LUO et al., 2015). Sua associação com quitosana, alginato, PVA e 

partículas de fosfato de cálcio já foram relatadas na literatura (JAIPAN; NGUYEN; 

NARAYAN, 2017; MARRELLA et al., 2018; MISHRA et al., 2011). 
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FIGURA 7. Estrutura química da gelatina 

 
Representação esquemática da estrutura do biopolímero gelatina. A gelatina é uma mistura de poli e 

oligopeptídeos resultante da desnaturação do colágeno. 
FONTE: (ALIHOSSEINI, 2016) 

 

Para obter um bom ambiente que permite o preenchimento e o reparo de 

defeitos ósseos, Raucci et al. (2018) produziram hidrogéis de gelatina e hidroxiapatita, 

ambos mimetizando o ambiente ósseo cortical. Com isso, foram observadas 

citocompatibilidade e osteocondutividade. Luo et al. (2015) demonstraram um método 

de fabricação de scaffolds tridimensionais à base de gelatina, alginato e hidroxiapatita 

com potencial para reparo de defeitos complexos em tecidos osteocondrais e 

periodontais. Os resultados mostraram materiais com força mecânica adequada e 

suporte para aderência e proliferação celular. Re et al. (2019) demonstraram que os 

hidrogéis sintetizados à base de gelatina e quitosana são biocompatíveis e 

biorreabsorvíveis e suas propriedades químicas, morfológicas e mecânicas são 

adequadas para apoiar o crescimento, osteodiferenciação e mineralização das células 

e sua aplicação potencial para regeneração óssea. Já os hidrogéis produzidos por 

Thangprasert et al. (2019), demonstraram que o crosslinking físico e químico entre 

gelatina e PVA conseguiu mimetizar a fibrilação que ocorre entre colágeno e ácido 

hialurônico na formação do tecido cartilaginoso. E apesar de não demonstrar as 

propriedades mecânicas adequadas para suportar a interface do osso subcondral, os 

hidrogéis tiveram excelente comportamento de intumescimento, taxa de degradação, 

tamanho de poro e propriedades biológicas. 
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 A gelatina também tem sido aplicada em processos de angiogênese 

terapêutica, principalmente compondo scaffolds e carreando fatores de crescimento. 

Montero et al. (2012) desenvolveram um scaffold contendo gelatina, citocina e fator 

de crescimento de fibroblasto (FGF), no qual foram observados aderência, 

proliferação, migração e formação de tubos em células endoteliais. Del Gaudio et al. 

(2013) apresentaram um scaffold de gelatina carreando fator de crescimento vascular 

endotelial (VEGF). O material demonstrou citocompatibilidade, indução de 

diferenciação celular e formação de novos vasos. 

 

3.3.5. Álcool polivinílico 

 

O álcool polivinílico, PVA, é um polímero sintético produzido pela polimerização 

do acetato de vinila seguida de reação de hidrólise do acetato de polivinila em álcool 

polivinílico (COSTA; MANSUR, 2008). Ele é solúvel, biocompatível, bioinerte, 

biodegradável, de consistência macia, aparência transparente, alto grau de 

intumescimento, estável quimicamente e com excelentes propriedades mecânicas 

elásticas e compressivas (LIU et al., 2020; MARRELLA et al., 2018; THANGPRASERT 

et al., 2019; YANG et al., 2004).  

Por suas propriedades, o PVA tem sido o polímero de escolha para compor 

hidrogéis usados na substituição de cartilagem. Quando presente num hidrogel, o PVA 

tende a formar poros com menores diâmetros, o que aumenta sua capacidade de 

armazenar grandes quantidades de água. Esta característica permite que um hidrogel 

de PVA atue como um lubrificante semelhante à superfície da cartilagem (LI; WANG; 

WANG, 2016). 

Thangprasert et al. (2019) mencionam a semelhança funcional do hidrogel de 

PVA hidrofílico ao ácido hialurônico no tecido cartilaginoso e, por isso, o PVA foi 

selecionado para ser a matriz de base dos scaffolds desenvolvidos no trabalho, sendo 

associado à gelatina. Asran, Henning e Michler (2010) fabricaram uma estrutura óssea 

à base de nanofibras. Os resultados mostram que tanto a resistência à tração quanto 

o módulo de elasticidade dos hidrogéis de PVA e HA são maiores do que os dos 

hidrogéis de PVA puro. 

Apesar de suas qualidades mecânicas e de sua biocompatibilidade, os 

hidrogéis de PVA geralmente carecem de funcionalidades para aderência celular (LIU 
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et al., 2009; MARRELLA et al., 2018). Por isso, normalmente o PVA é usado em 

combinação com outros polímeros que possa suprir essa função. Naghavi Alhosseini 

et al. (2012) demonstraram que a proliferação de células em estruturas de PVA e 

quitosana foi maior do que em estruturas de PVA, indicando que a quitosana pode ter 

acelerado a taxa de proliferação de células nervosas PC12. Lan et al. (2019) 

desenvolveram um scaffold para engenharia de tecido ósseo contendo PVA e 

nanotubos de carbono, e para melhorar  as propriedades de fixação celular dos 

hidrogéis adicionaram fosfato de cálcio bifásico. 

 

3.3.6. Hidroxiapatita 

 

Entre as diferentes formas de fosfatos de cálcio, a hidroxiapatita bioativa tem 

sido investigada de forma mais extensa devido às suas excelentes respostas 

biológicas ao meio fisiológico (KALITA; BHATT, 2007). A hidroxiapatita constitui um 

modelo para o processo de mineralização ósseo e é base de materiais para uso em 

enxertos, cimentos, recobrimentos bioativos ou arcabouços para terapia celular 

(LEGEROS, 2002). Esta tem sido estudada tanto na forma micro como 

nanoparticulada, após ter demonstrado potencial biocompatível (SANOSH et al., 

2009), além de servir como matriz guia para regeneração óssea, preenchendo os pré-

requisitos de ser osteoindutor e osteocondutor (TRIPATHI et al., 2012). Outra 

característica da hidroxiapatita é sua capacidade de adsorção, fazendo com que 

células e outras substâncias se fixem sobre sua superfície, essa propriedade confere 

à hidroxiapatita a possibilidade de carrear fármacos, liberando-os de forma controlada 

(ROSSI et al., 2000). 

A hidroxiapatita estequiométrica possui a proporção de cálcio e fósforo (Ca/P) 

igual a 1,67, sendo o fosfato de cálcio mais estável em temperaturas normais e pH 

entre 4 e 12 (KOUTSOPOULOS, 2002). A estrutura da hidroxiapatita pura está 

representada na Figura 8. Do ponto de vista químico, a composição das 

hidroxiapatitas biológica e sintetizada apresenta grandes diferenças da hidroxiapatita 

estequiométrica devido às substituições iônicas (CAMARGO et al., 2007; WEBSTER 

et al., 2001). O osso humano é composto por nanocristais de apatita não 

estequiométrica com estruturas imperfeitas devido às cossubstituições iônicas 

essenciais (LIN, K; CHANG, 2015).  
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FIGURA 8. Estrutura cristalina da hidroxiapatita 
 

 
 

A hidroxiapatita é o constituinte principal da fase mineral de ossos e dentes humanos. Sua estrutura 
pertence ao sistema hexagonal, grupo espacial P63/m, com dimensões de célula cristalina de a = 
9,423 Å e c = 6,875 Å, valores válidos para a hidroxiapatita estequiométrica. Fórmula molecular: 

[Ca10(PO4)6(OH)2]. 
FONTE: (PRAMATAROVA, L; PECHEVA, 2006) 

 

As hidroxiapatitas sintetizadas pelo método da precipitação utilizando baixas 

temperaturas possuem elevados teores de carbonato e baixa cristalinidade. Assim, o 

desempenho clínico das hidroxiapatitas é dependente dessas modificações, daí a 

importância do controle desses parâmetros para que suas diversas propriedades, tais 

como cristalinidade, trocas iônicas, anisotropia, tamanho de cristalito e 

microdeformação de rede sejam bem determinados de modo que seja assegurado o 

comportamento adequado do material in vivo (KOKUBO; TAKADAMA, 2006). 

A substituição da hidroxiapatita é um processo pelo qual se introduzem íons 

metálicos na rede cristalina substituindo os íons de cálcio e trazendo características 

diferenciadas a ela. A adição de traços metálicos à hidroxiapatita é considerada 

benéfica, uma vez que estes elementos estão naturalmente presentes no mineral 

ósseo e são essenciais para o crescimento celular (KALITA et al., 2004).  

A estrutura dos fosfatos cerâmicos permite que seus constituintes sejam 

substituídos facilmente por uma grande variedade de complexos e metais, como 

chumbo (Pb+2), cádmio (Cd+2), cobre (Cu+2), zinco (Zn+2), estrôncio (Sr+2), cobalto 
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(Co+2), ferro (Fe+2), flúor (F-), cloro (Cl-), bem como grupos carbonatos (CO3) e 

vanadatos (VO4) (ROSSI et al., 2000). 

Os minerais inorgânicos desempenham papéis versáteis e importantes. Na 

substituição óssea, o lítio (Li-), dentre os elementos metálicos monovalentes testados, 

foi o único que demonstrou resultados relevantes (LEHMANN; LEE, 2013). Muitos dos 

bivalentes demonstraram efeitos benéficos para aplicação em engenharia de tecido 

ósseo: zinco (Zn+2), magnésio (Mg+2), estrôncio (Sr+2), cobre (Cu+2) e cobalto (Co+2), 

e atividade osteogênica e/ou angiogênica foi constatada (BOSE et al., 2013). Tri e 

tetravalentes (Mn+3; Bi+3; Si+4), assim como a adição combinada de bivalentes (Zn+2 e 

Mg+2; Sr+2 e Mg+2), também apresentaram resultados desejáveis (XUE et al., 2008). 

Como muitos dos elementos inorgânicos metálicos já são incorporados no 

corpo através da dieta e participam de importantes processos biológicos, os órgãos 

regulatórios fiscalizadores consideram seu uso como aditivo em cerâmicas de fosfato 

de cálcio mais seguro do que a adição de fármacos e fatores de crescimento (BOSE 

et al., 2013). De toda forma, a adição de traços metálicos aumenta naturalmente a 

produção de importantes fatores de crescimento como a proteína morfogenética 

óssea – 2 (BMP-2) e o VEGF (GAO et al., 2001; HANAI et al., 2006).  

A incorporação de magnésio à hidroxiapatita tem sido muito estudada, 

principalmente por melhorar sua bioatividade (GOMES et al., 2009; LANDI et al., 2006, 

2008). A literatura menciona que a quantidade ideal de magnésio a ser incorporada 

na estrutura da hidroxiapatita está entre 5 e 10% (LANDI et al., 2000, 2008; 

LAURENCIN et al., 2011; SERRE et al., 1998). Nos estudos de Cox et al. (2014), 

diferentes substituições foram feitas na rede cristalina da hidroxiapatita, inclusive com 

uma substituição de 10% com magnésio, e os resultados in vitro demonstraram 

viabilidade celular promissora após 7 dias, e os testes in vivo demonstraram potencial 

bioatividade após 28 dias. Nos resultados de Pereira, R. F. (2017), as substituições 

de diferentes fosfatos de cálcio com magnésio foram bem-sucedidas e não 

apresentaram citotoxicidade quando testadas in vitro. 

 

3.3.7. Magnésio 

 

Depois do cálcio, o magnésio é o elemento mais abundante do osso e parte do 

magnésio da superfície óssea fica disponível como reserva para manter os níveis intra 
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e extracelular (MELLIS et al., 2011; O’BRIEN; NAKASHIMA; TAKAYANAGI, 2013). O 

magnésio é necessário para a síntese de DNA, RNA e proteínas, e participa de 

diversos processos bioquímicos atuando como cofator para centenas de reações 

enzimáticas (WOLF; CITTADINI, 1999). 

A presença do magnésio também desempenha um papel no remodelamento 

ósseo, com sua concentração sendo maior no início do remodelamento e diminuindo 

com o aumento da calcificação (BIGI et al., 1993). Em experimentos in vitro e in vivo, 

foi demonstrado que o magnésio, em quantidades adequadas, ele induz os 

osteoblastos e inibe os osteoclastos, levando ao aumento da reabsorção óssea 

(MAMMOLI et al., 2019). Por isso, dietas com deficiência de magnésio podem levar a 

distúrbios de remodelação óssea, aumento da atividade osteoclástica e risco de 

osteoporose (RUDE et al., 2005). Além disso, o magnésio também auxilia na 

deposição de cálcio no osso por meio da interação com a vitamina D3 (MAMMOLI et 

al., 2019). 

O uso do magnésio in vitro também já foi associado a respostas que sugerem 

um envolvimento direto e vital na manutenção da função vascular, induzindo 

angiogênese (MAIER et al., 2004; SHAMOSI et al., 2015; VISHNU PRIYA et al., 2016). 

Baixos níveis de magnésio estão relacionados a inflamações, reações exageradas do 

sistema imune e disfunções endoteliais (MAIER et al., 2004). 

 

3.3.8. Vitamina D 

 

A vitamina D é uma vitamina lipossolúvel conhecida nas suas duas formas 

comuns, vitamina D3 (colecalciferol) e vitamina D2 (ergocalciferol). A Figura 9 mostra 

a estrutura química das vitaminas D2 e D3. A vitamina D3 é feita na pele em resposta 

à exposição à luz UVB e ambas as formas de vitamina D também podem ser obtidas 

a partir da dieta. Uma vez no corpo, a vitamina D3 é metabolizada pelo fígado em sua 

forma circulante, 25-hidroxivitamina D3 (25(OH)D3) (BARRAL, 2007) e requer uma 

hidroxilação adicional no rim para atuar no metabolismo do cálcio, tornando-se 1,25 

(OH)2D3. 

A vitamina D é o maior regulador da homeostase de cálcio no organismo e 

protege contra a deficiência de cálcio atuando especialmente no intestino, rim, 

glândula paratireoide e osso (VAN DRIEL; POLS; VAN LEEUWEN, 2005). No osso, a 
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1,25(OH)2D3 é importante para a mineralização, por meio do controle da absorção de 

cálcio no intestino e reabsorção no rim. Segundo Holick (1996), a vitamina D atua na 

mineralização mantendo quantidades adequadas de cálcio e fósforo na circulação e 

no fluido extracelular. 

 

FIGURA 9. Estrutura química das vitaminas D2 e D3 

 
Representação esquemática da estrutura da vitamina D em duas formas: ergocalciferol (vitamina D2) 
e colecalciferol (vitamina D3), ambas ainda em suas formas inativas. A ativação no fígado ou no rim 

acontece com a adição de grupos OH, resultando nas formas hormonais da vitamina. 
FONTE: (PEIXOTO et al., 2012) 

 

A 1,25(OH)2D3 regula o metabolismo ósseo e, também, é responsável por 

estimular a produção de proteínas da matriz óssea (colágeno, osteopontina e 

osteocalcina) e a atividade da fosfatase alcalina envolvidos na mineralização (FRETZ 

et al., 2008). A presença do receptor da vitamina D nos osteoblastos permite efeitos 

diretos de 1,25(OH)2D3 nos osteoblastos, mas a magnitude dos efeitos está sujeita à 

presença de muitos outros fatores. A vitamina D afeta a proliferação dos osteoblastos, 

bem como a diferenciação e mineralização, mas esses efeitos variam com o tempo 

de tratamento, dosagem e origem dos osteoblastos (VAN DRIEL; VAN LEEUWEN, 

2014). A deficiência e insuficiência da vitamina D pode causar uma série de doenças 

ósseas, incluindo raquitismo, osteoporose e hipocalcemia.  

Nas últimas décadas, estudos indicam que a vitamina D também desempenha 

um importante papel regulador na função imune, inflamação, angiogênese e pode 

proteger contra o processo de envelhecimento (JAMALI; SORENSON; SHEIBANI, 

2018; OZEKI; AOKI; FUKUI, 2008). 

Já foi reportado que a vitamina D modula as funções das células endoteliais e 

que células endoteliais de veia umbilical humana (HUVEC) são capazes de produzir 
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vitamina D (ZEHNDER et al., 2002). Além disso, foi demonstrado que vitamina D é 

capaz de estimular a proliferação de células endoteliais e inibir a apoptose, 

aumentando a produção de óxido nítrico em um modelo murino (PITTARELLA et al., 

2015). 

A forma hormonal e biologicamente ativa 1,25(OH)2D regula a função da artéria 

coronária, da aorta e das células musculares lisas vasculares, sendo que nestas 

últimas aumenta a produção de VEGF. A 1,25(OH)2D3 sintetizada por condrócitos 

ajuda a regular a diferenciação dessas células, angiogênese e osteoclastogênese 

(JAMALI; SORENSON; SHEIBANI, 2018; OZEKI; AOKI; FUKUI, 2008). 

No trabalho de Wong et al. (2014), o tratamento com vitamina D3 restaurou 

completamente a resposta angiogênica normal em camundongos com disfunções 

vasculares, podendo reverter estes quadros. Ainda neste trabalho, é sugerido que a 

vitamina D3 é um forte candidato para restaurar a angiogênese no diabetes mellitus. 

A insuficiência ou deficiência da vitamina D está associada a infarto do 

miocárdio, insuficiência cardíaca congestiva e estenose aórtica calcificada, que pode 

levar à calcificação vascular maciça observada na doença renal crônica 

(ZITTERMANN; KOERFER, 2008).  

 

3.3.9. Osteogênese  

 

A osteogênese é o processo de formação óssea (SETIAWATI; RAHARDJO, 

2018). Ela acontece através pela proliferação, crescimento e maturação de células 

osteoprogenitoras (YUE et al., 2020). O processo de formação óssea é chamado de 

ossificação endocondral quando o tecido mesenquimal se diferencia em cartilagem e 

posteriormente é substituída por osso. Quando as células mesenquimais se 

diferenciam diretamente em tecido ósseo, o processo é chamado de ossificação 

intramembranosa (GILBERT, 2000). Este processo ocorre principalmente nos ossos 

do crânio e, também, no reparo ósseo (SETIAWATI; RAHARDJO, 2018).  

Os osteoblastos participam da ossificação intramembranosa e são 

consideradas as principais células funcionais da formação óssea, responsáveis pela 

síntese, secreção e mineralização da matriz óssea (BAI et al., 2018). Além dos 

osteoblastos existem os osteoclastos. Os osteoclastos são derivados de células-

tronco hematopoiéticas e são os principais responsáveis pela reabsorção óssea. As 



77 
 

interações coordenadas entre osteoblastos e osteoclastos mantêm a massa óssea 

normal e auxiliam na remodelação óssea final (BUENO; GLOWACKI, 2009). 

No processo de consolidação óssea e formação de novo tecido ósseo, 

diferentes tipos de moléculas estão envolvidos, incluindo fatores osteogênicos 

pertencentes principalmente à superfamília do fator de crescimento transformador-β 

(TGF-β), como proteína morfogenética óssea (BMP), e fatores angiogênicos, como 

fator de crescimento insulínico (IGF), fator de crescimento de fibroblastos (FGF) e  

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) (BOSE; ROY; BANDYOPADHYAY, 

2012).  

O osso natural é composto basicamente de hidroxiapatita, íons e colágeno. 

Qualquer material artificial usado para aplicação em reconstrução óssea deve 

mimetizar as funções naturais do osso (MOHAMMAD; AL‐LOHEDAN, 2017). 

Atualmente, para a utilização como substitutos do tecido ósseo, existem diversos 

biomateriais disponíveis. Eles variam não somente em relação à sua origem (natural 

ou sintético) e composição química (metálicos, cerâmicas, polímeros ou compósitos), 

mas também quanto à sua ação mecânica e conFiguração espacial (blocos sólidos, 

lâminas, esponjas porosas e hidrogéis) (ABUKAWA et al., 2006; BAI et al., 2018; 

GIANNOUDIS; DINOPOULOS; TSIRIDIS, 2005). 

Idealmente, os materiais para aplicação em tecido ósseo devem atender aos 

seguintes requisitos: biocompatibilidade, não imunogenicidade, não toxicidade, 

biodegradação, boas propriedades mecânicas, boa porosidade e estrutura 

tridimensional, com uma grande proporção de volume de superfície para aderência e 

proliferação celular (YUE et al., 2020). Além disso, espera-se também que o 

biomaterial para tecido ósseo apresente capacidades adicionais como a capacidade 

de entregar moléculas bioativas de forma controlada e previna patologias (PORTER; 

RUCKH; POPAT, 2009). O uso da tecnologia de hidrogéis pode trazer todas essas 

vantagens. Com a escolha das matérias-primas adequadas e a facilidade de 

adaptação para a geometria desejada, seja ela implantação ou injeção, é possível 

alcançar um hidrogel com potencial clínico promissor. 

 

3.3.10. Angiogênese 

O osso é uma estrutura altamente vascularizada. Durante o processo de reparo 

de lesão nos ossos, a formação de novos vasos sanguíneos é essencial para a 
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formação do novo tecido (ARNOLD; WEST, 1991), principalmente para que ocorra o 

transporte de oxigênio, nutrientes e componentes da mineralização óssea  (STEGEN; 

VAN GASTEL; CARMELIET, 2015). Uma resposta angiogênica efetiva e estruturada 

é fundamental para o reparo ósseo bem-sucedido (DICKSON; KATZMAN; 

PAIEMENT, 1995). Por consequência, a angiogênese é a chave para o reparo ósseo 

(HANKENSON et al., 2011). 

A angiogênese é definida como a formação de novos vasos sanguíneos a partir 

de vasos pré-existentes em um processo envolvendo migração e proliferação de 

células endoteliais já existentes (SCHAMS; BERISHA, 2004).  

O processo da angiogênese é um processo regulado que envolve uma série de 

estimuladores como o FGF, o VEGF, angiopoietinas e ativadores de integrina. 

Inibidores como trombospondina, angiostatina e endostatina também participam do 

processo (DAVIS et al., 1996; ELICEIRI; CHERESH, 1999; NUGENT; IOZZO, 2000; 

O’REILLY et al., 1994, 1997; PETROVA; MAKINEN; ALITALO, 1999).  

A angiogênese acontece regularmente no corpo quando há necessidade, 

sendo requerida para a cura e reperfusão do tecido. Quando o corpo perde o controle 

desse processo, pode ocorrer aumento ou diminuição do número de novos vasos. O 

excesso de atividade angiogênica alimenta os tecidos doentes, como é o caso de 

câncer, artrite reumatoide e psoríase (ISNER; ASAHARA, 1999; ZICHE; DONNINI; 

MORBIDELLI, 2005). A angiogênese insuficiente ocorre em doenças como doença 

arterial coronariana, acidente vascular cerebral e cicatrização tardia de feridas 

(ISNER; ASAHARA, 1999), onde os vasos sanguíneos não crescem adequadamente 

e a circulação não é restaurada corretamente, podendo levar à morte tissular.  

A angiogênese insuficiente ocorre quando o tecido não pode produzir 

quantidades adequadas de fatores de crescimento angiogênicos. Portanto, a 

angiogênese terapêutica destinada a estimular o crescimento de novos vasos 

sanguíneos com fatores de crescimento e preservar a integridade dos tecidos que 

sofreram isquemia, está sendo desenvolvida para tratar essas condições (ZICHE; 

DONNINI; MORBIDELLI, 2005). 

Muitos estudos relatam a adição de componentes que auxiliam 

revascularização do tecido. A adição de metais tem trazido benefícios ao processo. O 

cobre é conhecido por induzir a angiogênese em células endoteliais e sua associação 

a fatores de crescimento pode gerar efeitos sinérgicos que são extremamente 
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importantes para a engenharia de tecidos (principalmente tecido ósseo) e biomateriais 

(GÉRARD et al., 2010). O estrôncio, embora frequentemente considerado um 

promotor da osteogênese, tem sido associado ao aumento de fatores pro-

angiogênicos em osteoblastos (FU et al., 2015). O magnésio é capaz de induzir a 

produção de óxido nítrico nas células endoteliais, que é essencialmente o mesmo 

mecanismo que o VEGF utiliza para induzir a angiogênese (MAIER et al., 2004).  

No estudo de Augustine et al. (2014) foi demonstrado que membranas do 

polímero policaprolactona (PCL) contendo nanopartículas de óxido de zinco são pro-

angiogênicas. E foi demonstrado que nanoflores de óxido de zinco podem induzir a 

proliferação e migração de células endoteliais e aumentar o número de novos vasos 

(AYAN et al., 2012).  

Yu et al. (2017b) então desenvolveram um design de hidroxiapatita com 

mesoporos que permite a penetração de células, bem como o fluxo de fluido em todo 

o material, promovendo a aplicação efetiva da regeneração óssea através da 

combinação de autoajuste in situ, plasticidade, angiogênese e osteocondutividade. E 

assim como as hidroxiapatitas, os hidrogéis são usados na engenharia de tecidos com 

atividade angiogênica. Vishnu Priya et al. (2016) produziram um sistema de hidrogel 

com 2% de bioglass dopado com magnésio e nanopartículas de fibrina, que 

apresentou potencial angiogênico e osteogênico. Este hidrogel pode ser 

potencialmente utilizado para regeneração efetiva de defeitos ósseos irregulares. 

Cao et al. (2014) desenvolveram uma nanopartícula de quitosana associada à 

BMP e esponjas de gelatina. O material foi testado in vivo e in vitro e demonstrou 

promissora atividade angiogênica e osteogênica. Nos estudos de Li, X. et al. (2019) 

foi desenvolvido um compósito biodegradável injetável composto de hidrogel de ácido 

hialurônico com fibras de poli (ε-caprolactona), que mimetiza a microarquitetura e as 

propriedades mecânicas da matriz extracelular de tecido mole. O composto injetável 

demonstrou atividade angiogênica e aumentou as respostas regenerativas dos tecidos 

nativos (in vivo), permitindo assim resultados duradouros da restauração dos tecidos 

moles. 

No mercado também já existem patentes de processos que induzem a 

revascularização de tecidos. A invenção de Eggink e Hoober (2013) traz o uso de 

peptídeos na regulação da liberação de um padrão específico de citocinas que 

promovem a angiogênese e / ou podem ser usados para modular o sistema imune. O 
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sistema delivery patenteado por McKay (2014) compreende uma forma revestimento 

polimérico utilizado como biomaterial para implantação em locais onde haja defeitos 

ósseos. Junto a estes revestimentos são adicionados agentes terapêuticos que em 

certas formas de utilização proporcionam ação angiogênica. Em área semelhante, 

Drapeau e Wei (2013) desenvolveram revestimento para delivery de agentes 

terapêuticos em cirurgias; em algumas formas de utilização do sistema há a utilização 

de agentes angiogênicos e podem ser incluídos em biomateriais ósseos como 

hidroxiapatitas. 

 

3.4. Materiais e métodos 

 

3.4.1. Materiais 

 

Reagentes: Nitrato de cálcio tetra-hidratado (236,15 g.mol-1 Synth, Brasil); 

Cloreto de magnésio hexa-hidratado (203,3 g.mol-1, Synth, Brasil); Fosfato de Amônio 

Monobásico (115,03 g.mol-1, Merck, Alemanha); Solução de Hidróxido de Amônio a 

25% (35,04 g.mol-1 Merck, Alemanha); Quitosana de baixa massa molecular, 

desacetilação > 75% (50-190 g.mol-1, Sigma Aldrich, EUA); Ácido acético glacial 

(60,05 g.mol-1,Vetec, Brasil); Cloreto de sódio (58,44 g.mol-1, Neon, Brasil), Cloreto de 

potássio (74,55 g.mol-1, Synth, Brasil); Fosfato de sódio dibásico anidro (141,96 g.mol-

1, Química Moderna, Brasil); Fosfato de potássio monobásico (136,0855 g.mol-1, 

Vetec, Brasil); Hidróxido de Sódio (40,0 g.mol-1, Êxodo Científica, Brasil); Bicarbonato 

de sódio (84,01 g.mol-1, Nuclear, Brasil); Ácido clorídrico (36,46 g.mol-1, Química 

Moderna, Brasil); Cloreto de cálcio (110,98 g.mol-1,Vetec, Brasil); Sulfato de sódio 

(142,04 g.mol-1, Synth, Brasil); Tris-hidroximetil aminometano (121,14 g.mol-1, Êxodo 

Científica, Brasil); Nitrito de sódio (68,99 g.mol-1, Meta Química, Brasil); Ácido Cítrico; 

Triton X-100 (647 g.mol-1, Chem-Impex, EUA); Gelatina de pele bovina tipo B (Sigma, 

EUA); Álcool polivinílico hidrolisado 80% (9-10 g.mol-1, Sigma, EUA); 

Carboximetilcelulose sal sódico (9x104 g.mol-1, Synth, Brasil); Vitamina D em pó 

(384,64 g.mol-1, Araújo, Brasil). 

 

Meios e Kits: Meio essencial mínimo com modificação de Dulbecco (DMEM) 

(Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA); Meio essencial mínimo com 
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modificação Alfa (αMEM) (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, EUA); Meio 

essencial mínimo com modificação de Dulbecco (DMEM) sem vermelho de fenol (Life 

Technologies); Meio para células endoteliais humanas sem soro e Soro bovino fetal 

(SFB)  (Gibco, Thermo Fischer Scientific, EUA); Solução antibiótica (10.000 

unidades.mL-1 de penicilina, 10mg.mL-1 de estreptomicina); brometo de 3-(4,5-dimetil-

2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio (MTT) (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific, 

EUA); Dodecil Sulfato de Sódio (LGC Biotecnologia, Brasil); Tripsina-EDTA (0,25%) 

(Sigma-Aldrich, EUA), Geltrex (Thermo Fisher Scientific, EUA); Kit Fosfatase alcalina 

(Labtest, Brasil); Assay BCA Kit (Thermo Fisher Scientific, EUA); Griess Reagent Kit 

(para quantificação de Nitrito) (Thermo Fisher Scientific, EUA).  

Para os testes de cultura celular foram utilizadas linhagens de células 

fibroblásticas de camundongo L929, adquiridas no Banco do Rio de Janeiro (Brasil). 

As células endoteliais da linhagem de veia umbilical humana EA.hy926 foram 

gentilmente doadas pela Professora Drª Luciana Andrade, do Instituto de Ciências 

Biológicas da UFMG e as células pré-osteoblásticas de camundongo MC3T3 

gentilmente doadas pela Professora Drª Adriana Abalen, também do Instituto de 

Ciências Biológicas da UFMG. 

 

3.4.2. Métodos 

 

3.4.2.1. Síntese das nanopartículas de hidroxiapatita pelo método da 

co-precipitação 

 

A síntese das nanopartículas de hidroxiapatita (HA) foi feita utilizando 

metodologia adaptada de Cox et al. (2014). 

O preparo da primeira solução foi feito com 40 mmol de fosfato de amônio 

monobásico [(NH4) H2PO4] em 150 mL de água deionizada, ajustando o pH para 11 

com a adição de hidróxido de amônio (NH4OH) 25%.  A segunda solução foi preparada 

usando-se 66,7 mmol de nitrato de cálcio tetraidratado [Ca(NO3)2]4H2O em 100 mL 

de água deionizada sob agitação até a homogeneização.  

Em seguida, verteu-se cuidadosamente, gota a gota, a primeira solução (fosfato 

de amônio) sobre a segunda solução (nitrato de cálcio). Este processo foi feito 

mantendo agitação vigorosa e temperatura à 100 ºC por 24 horas. Nesta etapa, a 
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solução final foi filtrada e lavada com água deionizada até atingir pH 7,0. O precipitado 

retido foi seco em estufa a 100 ºC por 24 horas, macerado para descompactar o pó e 

armazenado.  

A síntese das HA substituídas com magnésio seguiu a mesma metodologia da 

HA pura, mas com adição de cloreto de magnésio hexahidratado (MgCl2•6H2O) à 

segunda solução. Desta forma, foram sintetizadas HA substituindo 2,5%, 5% e 10% 

da molaridade do cálcio por magnésio. A tabela 5 apresenta as abreviaturas das 

hidroxiapatitas sintetizadas e a Figura 10 mostra imagens de etapas da síntese. 

 
TABELA 5. Abreviação das HA sintetizadas 

Grupos de HA Abreviatura 

Hidroxiapatita pura HAp 

Hidroxiapatita substituída com magnésio 2,5% HA-Mg 2,5% 

Hidroxiapatita substituída com magnésio 5% HA-Mg 5% 

Hidroxiapatita substituída com magnésio 10% HA-Mg 10% 

FONTE: A autora, 2021. 

 

Figura 10. Síntese das nanopartículas de hidroxiapatita 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Etapas da síntese: agitação das soluções em banho de silicone a 100ºC, filtração e lavagem do 
precipitado, e as nanopartículas em pó após maceração. 

FONTE: A autora, 2021. 
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3.4.2.2. Preparação do hidrogel 

 

A síntese dos hidrogéis multipoliméricos, contendo hidroxiapatita e vitamina D, 

foi desenvolvida com base nos protocolos propostos por Thangprasert et al. (2019) 

Wongsawichai et al.(2019). 

Para a preparação dos hidrogéis foram utilizadas as seguintes soluções base: 

quitosana de baixa massa molecular relativa (1% m/v) dissolvida em solução aquosa 

de ácido acético a 2%; CMC (2% m/v) dissolvida em água deionizada; gelatina (7% 

m/v) dissolvida em água deionizada; PVA (7% m/v) dissolvido em água deionizada. 

Sob agitação, foram adicionadas 500 mg das HA e 50 mg de vitamina D e 

misturados à solução de quitosana, e logo após, a solução aquosa de 

carboximetilcelulose foi adicionada gota-a-gota. Em seguida, as soluções de gelatina 

e PVA foram adicionadas a mistura, que ficou sob agitação por 1 hora. Decorrido este 

tempo, a mistura foi neutralizada até atingir pH 7 com hidróxido de sódio 10% e lavada 

três vezes a 3000 rpm por 10 minutos com água deionizada. Ao final, o sobrenadante 

foi descartado e os hidrogéis armazenados a 4 ºC. A Figura 11 ilustra as etapas de 

preparação dos hidrogéis. 

 

Figura 11. Preparação dos hidrogéis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Etapas de preparação dos hidrogéis: solubilização das soluções poliméricas, adição das 
nanopartículas de HA e da vitamina D, ajuste de pH, lavagem com centrifugações a 3000 rpm por 10 

min e o hidrogel final.  
FONTE: A autora, 2021. 

Soluções 
poliméricas 

HA e  
vitamina D 

Ajuste de pH 
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Os hidrogéis formados foram congelados a -20 ºC e liofilizados para a 

realização dos testes de caracterização e testes in vitro. Para testes in vitro, os 

hidrogéis foram esterilizados através de várias lavagens com álcool 70% e PBS 

esterilizado, seguidas de 20 minutos sob luz ultravioleta. Em todos os testes foram 

utilizados corpos de prova de 10 x 2 mm. 

A proporção base dos hidrogéis é 40% de hidroxiapatita, 30% de quitosana e 

30% CMC. Wongsawichai et al. (2019), demonstraram que a proporção 40/30/30 para 

HA/quitosana/CMC apresenta alta densidade e força de compressão (0,0354 ± 0,0064 

MPa), e valores de módulo elástico moderado (0,3411 ± 0,1126 MPa).  

Ao final, adicionalmente à proporção base, os hidrogéis contêm 17,5% de 

gelatina, 4% de PVA e 4% de vitamina D. O uso e as proporções de gelatina e PVA 

foram determinadas levando em consideração que, em conjunto, estes polímeros têm 

a capacidade de melhorar as propriedades mecânicas do compósito, mas em alta 

concentração, principalmente o PVA, diminui sua porosidade, reduzindo a 

possibilidade de colonização celular (THANGPRASERT et al., 2019; 

WONGSAWICHAI et al., 2019). A vitamina D foi determinada pela quantidade de 

hidroxiapatita.  

A Tabela 6 apresenta a composição e identificação de cada hidrogel preparado. 

 

TABELA 6. Composição dos hidrogéis preparados 

Hidrogel Composição Identificação 
1 HAp, Vitamina D, Quitosana,  

Carboximetilcelulose, Gelatina e PVA 
Gel 1 

2 HA-Mg2,5%, Vitamina D, Quitosana, 
Carboximetilcelulose, Gelatina e PVA 

Gel 2 

3 HA-Mg5%, Vitamina D, Quitosana, 
Carboximetilcelulose, Gelatina e PVA 

Gel 3 

4 HA-Mg10%, Vitamina D, Quitosana, 
Carboximetilcelulose, Gelatina e PVA 

Gel 4 

FONTE: A autora, 2021. 
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3.4.2.3. Caracterização físico-química das hidroxiapatitas e dos 

hidrogéis 

 

3.4.2.3.1.  Microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

 

A morfologia das HA foi estudada por MEV utilizando microscópio eletrônico 

JEOL JSM - 6360LV, com sistema EDS (Espectroscopia de energia dispersiva de raio-

X) acoplado, com uma tensão de aceleração de 20 kV e magnificações de 1000x. O 

sistema de Espectroscopia de energia dispersiva de raios-X (EDS) forneceu 

informação sobre o teor dos componentes químicos, através dos quais determinou-se 

qualitativamente a composição metálica das amostras. 

A morfologia dos hidrogéis foi estudada por MEV utilizando o microscópio 

eletrônico FIB Quanta 200 FEG 3D também com EDS. As amostras foram fixadas com 

glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato 0,1 mol.L-1 por 4 horas. Após a remoção do 

fixador foi adicionado o tampão fosfato 0,1 mol.L-1. As amostras em tampão foram 

enviadas para o Centro de Microscopia da UFMG, onde foram realizadas as etapas 

de fixação secundária, desidratação, secagem em ponto crítico de CO2 e metalização, 

e posterior análise. 

 

3.4.2.3.2. Microscopia eletrônica de transmissão (MET) 

 

A morfologia e tamanho das HA foram avaliadas por MET utilizando 

microscópio Tecnai G2-12 - FEI Spirit Biotwin 120 kV. Para as análises, as amostras 

foram dispersas em água e levadas ao ultrassom por aproximadamente 2 minutos. 

Em seguida, as suspensões foram depositadas em grades de cobre com filme de 

carbono para facilitar a condução de elétrons e evitar o acúmulo de cargas e com 

consequente destruição da amostra. As médias das alturas e dos diâmetros das HA 

foram obtidas com o software ImageJ.  

As análises de microscopia foram realizadas no Centro de Microscopia da 

UFMG. 

 

 



86 
 

3.4.2.3.3. Espectroscopia de absorção atômica 

 

A quantificação de cálcio e magnésio presente nas HA foi realizada também 

por espectroscopia de absorção atômica (Varian - Modelo AA240FS, Austrália). Para 

realizar as medições, 20 mg de cada amostra de HA foi dispensada em uma mistura 

contendo 10 mL de água deionizada e 10 mL de solução nítrica ácida concentrada 

(65%). Para a dissolução completa das HA, a solução ácida foi aquecida a 250 °C até 

evaporar cerca de 2/3 da solução. O volume foi aumentado para 50 ml usando água 

deionizada, o pH foi ajustado para aproximadamente 7 e as amostras foram 

submetidas a análise de espectrometria de absorção atômica. A substituição em mol 

(%) do cálcio por magnésio foi calculada a partir das medidas fornecidas pela 

espectroscopia de absorção atômica, de acordo com a relação abaixo (BIGI et al., 

2007): 

Substituição experimental mol (%) = cátion / (cátion + Ca) x 100.  (Eq.2) 

 

3.4.2.3.4. Difração de raio-X (DRX) 

 

A difração de raio-X foi realizada para determinar o grau de cristalização dos 

cristais de hidroxiapatita sintetizados, utilizando-se tubo de cobre e radiação de 

CuKα=1,54051 Å, operando a 30 kV e 30 mA, com variação do ângulo 2θ de 10 a 70 

graus com velocidade de varredura de 4θ.min-1, do difratômetro SHIMADZU, XRD-

7000 X-RAY, do Departamento de Química da UFMG. Os perfis de difração foram 

analisados com o software OriginPro 7.0, OriginLab Corporation. 

O banco de dados do Centro Internacional de Dados de Difração (ICDD) foi 

utilizado em conjunto com o programa Search-match para identificação das fases 

presentes nos difratogramas. Os padrões de difração da HA estequiométrica (ICDD - 

PDF # 01-074-0565) e do β-fosfatotricálcico (β-TCP / ICDD - PDF # 04-008-8714) 

foram comparados diretamente com os padrões de difração de raios-X de todas as 

amostras para investigar a presença de picos característicos destes fosfatos de cálcio. 

Para todas as amostras de HA, os parâmetros de rede, a e c, foram calculados 

utilizando respectivamente os picos de difração correspondentes aos planos (300) e 

(002) e usando a equação (CHADHA et al., 2020): 
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Onde 'd' é o espaçamento interplanar e h, k, l são os índices de Miller. Após o 

cálculo dos parâmetros de rede os valores encontrados foram utilizados para estimar 

o volume da rede com a equação: 

V = 0,866 a2c 

 

O tamanho do cristalito foi calculado com base nas medidas do pico de difração 

correspondente ao plano cristalográfico (002) da HA, usando a equação de Scherrer 

(COX et al., 2014): 

L =
kλ

βcosθ
 

 

Onde L = tamanho do cristalito, K = constante de Scherrer dependente da forma 

do cristal (0,9), λ = comprimento de onda da radiação utilizada, β = é a largura da meia 

altura do pico em radianos (FWHM) e θ = ângulo de Bragg. 

A cristalinidade é definida como a fração de fase cristalina em um volume de 

amostra. O grau de cristalinidade (Xc) dos nHAs foi calculado usando a seguinte 

equação: 

Xc = ቆ
𝐾஺

𝐵ଵ/ଶ
ቇ

ଷ

 

 

Onde KA é uma constante definida em 0,24 e B1/2 é o FWHM do plano 

cristalográfico (002) em graus (REN et al., 2009). 

 

3.4.2.3.5. Espectroscopia de absorção na região do infravermelho 

por transformada de Fourier (FT-IR) 

 

A espectroscopia de infravermelho foi realizada para investigar a composição 

das HA, da vitamina D, dos polímeros e dos hidrogéis. Os espectros de absorção na 

região do infravermelho das HA, da vitamina D, dos polímeros e dos hidrogéis foram 

registrados em espectrofotômetro Perkin Elmer Spectrum GX, do Departamento de 

(Eq.3) 

(Eq.4) 

(Eq.5) 

(Eq.6) 
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Química da UFMG. Os espectros foram obtidos a partir de pastilhas de KBr na região 

de 4500-400 cm-1, e a intensidade dos picos nos espectros indica o material. Os dados 

foram tratados pelos programas ACD/SpecManager 6.0, ACDLabs, e os espectros 

foram posteriormente gerados utilizando o programa OriginPro 7.0, OriginLab 

Corporation. 

 

3.4.2.3.6. Análise Térmica 

 

A análise termogravimétrica (TG) foi realizada para avaliar a perda de massa 

das HA, da vitamina D, dos polímeros e dos hidrogéis em função da variação da 

temperatura. Para as análises, as amostras foram aquecidas a uma razão de 10°C 

por minuto até 600°C, sob atmosfera dinâmica de N2, com vazão de 50 mLmin-1. As 

curvas foram obtidas através do equipamento DTG60 (Shimadzu, Japão) do 

Departamento de Química da UFMG. Os dados obtidos foram analisados no programa 

OriginPro 7.0, OriginLab Corportion. 

 

3.4.2.3.7. Isoterma de adsorção e área superficial 

 

A técnica de adsorção de nitrogênio sobre superfícies de materiais é um 

método amplamente usado na determinação de área de superfície, porosidade e 

distribuição de poros. As análises foram realizadas no equipamento Quantachrome 

AutosorbIQ2 equipament, do Departamento de Química da UFMG. As HA foram 

previamente aquecidas a 120ºC por 6 horas para desgaseificação. A distribuição do 

diâmetro de poros foi obtida através da técnica de fisissorção de nitrogênio a 77K. 

Para o cálculo das áreas específicas, foi empregado o método BET (Brunauer, 

Emmett e Teller) e BJH (Barrett, Joyner e Halenda), adotando uma faixa de pressão 

relativa (p/p0) entre 0,03 a 0,5. Os dados obtidos foram plotados no programa 

OriginPro 7.0, OriginLab Corportion. 

 

3.4.2.3.8. Espalhamento de luz eletroforético 

 

Para avaliar a estabilidade do espalhamento das dispersões das HA e conhecer 

a carga sobre a superfície das partículas, medições de potencial zeta foram feitas 
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utilizando o equipamento Zetasiser ZS Nanoseries, Malvern Instruments, com cubetas 

de poliestireno (DTS 0112). Os valores de potencial zeta foram obtidos a partir da 

média de três medidas, sendo que para cada medida, foram realizadas 30 leituras. 

Foram preparadas dispersões nas concentrações de 1 mg·mL-1 em água deionizada 

e pH 7. Após 3 minutos de dispersão ao ultrassom foi retirado 1 mL da suspensão de 

partículas para medições do Potencial Zeta das HA. 

 

3.4.2.3.9. Medida de pH 

 

Este teste foi realizado de acordo com metodologia adaptada de Lu et al. (2011) 

e Lee et al.(2017). As medidas de pH foram realizadas com amostras de cada hidrogel 

imersas em 6 mL de Fluido Corporal Artificial (FCA) e mantidas a 37 °C.  

O protocolo para preparo do FCA utilizado foi descrito por Kokubo e Takadama 

(2006), tendo composição semelhante à do plasma sanguíneo humano. O FCA 

continha 8,035g de NaCl, 0,355g de NaHCO3, 0,225g KCl, 0,231g de K2HPO4.3H2O, 

0,311g de MgCl2·6H2O, 39 mL de ácido clorídrico na concentração de 1 mol.L-1 (1.0M-

HCl), 0,292g de CaCl2, 0,072g de Na2SO4 e 6,118g de tris-hidroximetil aminometano 

((HOCH2)3CNH2) dissolvidos em água deionizada e tamponado a pH 7,4 com 1.0M-

HCl, para obtenção de 1 L de FCA.  

O valor do pH para cada amostra foi medido nos seguintes intervalos de tempo: 

5, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos e após cada 24h por 4 dias, usando pHmetro (MS 

TECNOPON, mPA-210, Brasil). O FCA foi substituído diariamente após cada medida 

de pH. Os testes foram realizados em triplicata e os valores foram expressos pela 

média das medidas de cada amostra. 

 

3.4.2.3.10. Teste de liberação de íons 

 

O estudo da liberação de íons tendo os hidrogéis como matriz foi feito utilizando 

as metodologias adaptadas de Alkhraisat et al. (2013), Elahpour et al. ( 2018) e Taha 

et al. (2017). As amostras de hidrogel foram imersas em 8 mL de água deionizada e 

levadas a 37°C. As medidas foram feitas após 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 28 dias e a 

concentração dos íons Ca2+ e Mg2+ foram determinadas por espectrômetro de 

absorção atômica com atomização por chama (Varian – Modelo AA240FS, Austrália). 
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Antes de cada aferição, o líquido foi coletado e centrifugado a 1,400 rpm por 3 minutos, 

para precipitação das partículas em suspensão. Em seguida, o líquido foi filtrado 

usando filtro de papel Whatman® e armazenado para aferição. As medidas foram 

realizadas em triplicata e, após cada tempo do experimento, a água deionizada foi 

trocada. 

 

3.4.2.3.11. Teste de Swelling 

 

Para estudar o comportamento de intumescimento dos hidrogéis, o teste de 

Swelling foi realizado de acordo com as metodologias de Malik et al. (2020) e Ren et 

al. (2018). Amostras de aproximadamente 10 mg dos hidrogéis liofilizados de cada 

grupo foram separadas e colocadas em PBS pH 7,4 a 37°C. Nos tempos 

experimentais 30 min, 1 h, 3 h, 12 h e 24 h, os hidrogéis foram retirados do PBS, 

colocados em papel de filtro por 1 segundo para remover a água da superfície e depois 

pesados. A razão de intumescimento foi então calculada usando a seguinte fórmula: 

 

Razão de Swelling (%) = 100 x (massa final – massa inicial) / (massa inicial) (Eq.7) 

 

3.4.2.3.12. Biodegradação in vitro 

 

A biodegradação in vitro e a estabilidade fisiológica dos hidrogéis foi estudada 

através do monitoramento da perda de massa em função do período de incubação. 

Os testes foram realizados segundo metodologia adaptada de Gorgieva e Kokol 

(2012) e Ren et al. (2018).  

Amostras de aproximadamente 50 mg dos hidrogéis liofilizados e esterilizados 

foram incubadas a 37 ºC sob agitação (60 rpm) em 25 mL de duas soluções diferentes: 

uma solução enzimática (32 mg de colagenase em 200 mL de PBS com adição de 

290 mg de CaCl2) e uma solução fisiológica (PBS pH 7,4). As amostras foram 

incubadas por 1, 3, 5, 7, 10 e 14 dias e, após este período, elas foram retiradas das 

soluções, colocadas em papel de filtro por 1 segundo para remover a água da 

superfície e depois pesados. A taxa de perda de massa foi definida pela seguinte 

fórmula:  

Perda de Massa (%) = 100 x (massa final – massa inicial) / (massa inicial) (Eq.8) 
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3.4.2.3.13. Capacidade de formação da apatita 

 

A capacidade de formação de apatita na superfície dos hidrogéis foi avaliada 

de acordo com protocolo adaptado de He et al. (2012) e Lu et al. (2011). A bioatividade 

in vitro dos hidrogéis desenvolvidos foi avaliada pela capacidade de formação de 

apatita em suas superfícies, após imersão em FCA (protocolo de preparo descrito no 

item 3. 4.2.3.9 Medição de pH). Para a realização do experimento, amostras foram 

imersas em 20 mL de FCA e levadas a 37 ºC por 14 dias. Decorrido o tempo 

experimental, as amostras foram removidas da solução, lavadas suavemente com 

água deionizada e secas a 37°C por 24 h. O teste foi realizado em duplicata e o FCA 

foi trocado a cada dois dias. As alterações das superfícies das amostras foram 

investigadas por MEV FIB Quanta 200 FEG 3D com EDS.  

 

3.4.2.4. Estudos in vitro 

 

3.4.2.4.1. Cultivo de células 

 

 Os fibroblastos de camundongo (L929) e as células endoteliais (EA.hy926) 

foram cultivados em garrafas contendo DMEM High Glucose (4500 mg.L-1), 

suplementado com 10% de SFB e 1% de antibiótico/antimicótico (Penicilina 10.000 

unidades.mL-1/ estreptomicina 10 mg.mL-1). Os pré-osteoblastos de camundongo 

(MC3T3) foram cultivados em garrafas contendo αMEM, suplementado com 10% de 

SFB e 1% de antibiótico/antimicótico (Penicilina 10.000 unidades.mL-1/ estreptomicina 

10 mg.mL-1). Todas as células foram incubadas em estufa umidificada contendo CO2 

a 5%, a 37 ºC. 

 

3.4.2.4.2. Citotoxicidade 

 

O teste de viabilidade celular foi realizado através do ensaio de MTT (brometo 

de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difeniltetrazólio). O ensaio de MTT é um teste 

colorimétrico utilizado para determinar a viabilidade celular através da atividade da 

enzima redutase mitocondrial em células vivas.  
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Após atingir confluência de 80%, as células foram tripsinizadas com 

tripsina/EDTA e transferidas para placas de 96 poços com concentração em torno de 

1x104 células/poço. Depois de 24 horas de incubação à 37 ºC e CO2 a 5%, para os 

testes das nanopartículas, dispersões contendo 200 µg.mL-1 de cada HA em meio de 

cultura, foram adicionadas em hexaplicata, e incubadas novamente à 37 ºC e CO2 a 

5%, por períodos de 24, 48 e 72 horas. Para os testes com os hidrogéis, as amostras 

de cada gel foram imersas em meio de cultura e incubados a 37 ºC, 5% de CO2, por 

24 horas e, após este período, 100 µL deste eluato, foram adicionados, em 

hexaplicata, e incubados nas mesmas condições e tempos experimentais. 

Após cada período de incubação, as placas foram lavadas com solução de PBS 

estéril, acrescidas do reagente de MTT, na concentração 5 mg.mL-1, dissolvido em 

DMEM sem vermelho de fenol. As placas foram protegidas da luz devido à 

fotossensibilidade do MTT. Depois de 4 horas de incubação à 37 ºC, 5% de CO2, para 

formação dos cristais azuis de formazam, foi adicionado solução detergente de 

dodecilsulfato de sódio (SDS). Então ao completar 18 horas, foram realizadas as 

leituras em espectrofotômetro de UV-visível (Thermo Scientific Multiscan Spectrum®) 

no comprimento de onda de 570 nm. Controles negativos (contendo somente células 

sem tratamento) e brancos (sem células e sem tratamento) foram analisados em todas 

as placas. 

A citotoxicidade foi calculada segundo a fórmula: 

Citotoxicidade (%) = (valor experimental) / (controle positivo - controlo negativo) × 100 

(Eq.8) 

Assim, a porcentagem relativa de células viáveis, presente nos grupos em 

teste, foi calculada considerando-se o grupo controle como 100% de viabilidade. A 

citotoxicidade celular foi classificada de acordo com o Padrão Internacional de 

Organização (ISO 10993-5), descrita em Xiao et al. (2018), onde: 

 grau 0: viabilidade celular ≥ 100%;  

 grau 1: 75% ≤ viabilidade celular ≤ 99%;  

 grau 2: 50% ≤ viabilidade celular ≤ 75%;  

 grau 3: 25% ≤ viabilidade celular ≤ 49%;  

 grau 4: 1% ≤ viabilidade celular ≤ 25%; 

 grau 5: viabilidade celular = 0.  
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Os graus 0 e 1 representam não citotoxicidade e, os graus 2, 3, 4 e 5 

representam diferentes níveis de citotoxicidade. 

 

3.4.2.4.3. Teste de aderência e morfologia celular 

 

O teste de aderência celular foi realizado utilizando a metodologia adaptada de 

Begam et al. (2017). Para o teste de aderência celular ao material, os corpos de prova 

de cada um dos hidrogéis foram colocados, em poços de placa de 24 poços, em 

triplicata. Neste experimento foram utilizados dois tipos celulares: EA.hy926 e MC3T3. 

Sobre os corpos de prova foram semeadas 1x106 células, gota a gota, e a placa foi 

incubada por 30 minutos, a 37 ºC, 5% de CO2. Após este período, foi acrescentado 

300 µL do meio de cultura específico para cada célula. As placas foram mantidas a 37 

ºC, 5% de CO2. A aderência celular foi avaliada após 2 e 4 horas, a partir da 

semeadura. Em cada intervalo experimental, o meio de cultura de cada poço foi 

coletado e o número de células presentes no sobrenadante foi contado. O número de 

células aderidas foi quantificado subtraindo o número de células em suspensão da 

concentração inicial de células semeadas. 

Para a observação da morfologia celular sobre o material, as amostras de 

hidrogel semeadas com as células EA.hy926 e MC3T3 foram lavadas com PBS estéril 

duas vezes, no tempo experimental 3 dias. Então, as amostras foram fixadas com 

glutaraldeído 2,5% em tampão fosfato 0,1 mol.L-1 por 4 horas. Após a remoção do 

fixador foi adicionado o tampão fosfato 0,1 mol.L-1. As amostras em tampão foram 

enviadas para o Centro de Microscopia da UFMG, onde foram realizadas as etapas 

de fixação secundária, desidratação, secagem em ponto crítico de CO2 e metalização, 

e posterior análise em MEV FIB Quanta 200 FEG 3D. 

 

3.4.2.4.4. Teste de proliferação 

 

O teste de proliferação e morfologia celular foi realizado de acordo com 

metodologia adaptada de Xiao et al. (2018). Neste experimento foram utilizados dois 

tipos celulares: EA.hy926 e MC3T3.  

Em placas de 24 poços, foram colocadas as amostras de cada hidrogel, em 

triplicata, e sobre cada amostra foram adicionados 400 µL do meio específico para 



94 
 

cada célula. As placas foram incubadas a 37 ºC, 5% de CO2, por 2 horas. Após, o meio 

foi retirado e 200 µL de meio contendo 1,5x104 células foram adicionados, gota a gota, 

sobre cada amostra, e novamente as placas foram incubadas 37 ºC, 5% de CO2, por 

2 horas. Em seguida, mais 400 µL de meio foram adicionados em cada poço e as 

placas foram incubadas por 1, 4, 7 e 14 dias a 37 ºC, 5% de CO2. O meio de cultura 

foi trocado a cada 2 dias.  

Em cada tempo experimental, as placas tiveram o meio de cultura removido 

dos poços, estes foram lavados com PBS estéril, e em seguida, o teste de MTT foi 

realizado. Foram acrescentados 600 µL de solução de MTT na concentração 5 mg.mL-

1, dissolvido em DMEM sem vermelho de fenol em cada poço. Depois de 4 horas de 

incubação à 37 ºC, 5% de CO2, foi adicionado 600 µL de solução de SDS. Após 18 

horas de incubação a 37 ºC, 5% de CO2, a placa foi lida em espectrofotômetro a 570 

nm. 

 

3.4.2.4.5. Teste de fosfatase alcalina  

 

A atividade de fosfatase alcalina foi determinada por meio da liberação de 

timolftaleína por hidrólise do substrato de timolftaleína monofosfato, utilizando kit 

comercial de acordo com as instruções do fabricante (Labtest Diagnóstica).  

As células MC3T3, na densidade de 1,5x104, foram incubadas em placa de 24 

poços com os hidrogéis, em triplicata, a 37 ºC e 5% de CO2, por 7, 14 e 21 dias. Ao 

final de cada tempo experimental, o meio de cultura foi removido e os poços foram 

lavados com PBS estéril duas vezes e preenchidos com 2 mL de solução 0,2% de 

Triton-X100. Após 10 minutos, o lisado de células foi recolhido para quantificação da 

fosfatase alcalina e de proteínas totais. 

Inicialmente, 50 µL de timolftaleína monofosfato foram misturados com 0,5 mL 

de tampão dietanolamina a 0,3 M, pH 10,1. À solução foi acrescentada alíquota de 50 

µL dos lisados obtidos de cada poço, permanecendo por 10 minutos a 37 ºC em 

banho-maria. Para o desenvolvimento de cor, foram adicionados 2 mL de Na2CO3 a 

0,09 mol.L-1 e NaOH a 0,25 mol.L-1. A absorbância foi medida em espectrofotômetro, 

utilizando o comprimento de onda de 590 nm. 

O conteúdo de proteínas totais de cada amostra foi determinado utilizando o kit 

Micro BCA Protein Assay e seguindo as instruções do fabricante. Primeiramente, foi 
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feita uma curva padrão com albumina. Um reagente de trabalho foi preparado a partir 

dos reagentes A, B e C. Em tubos, 1 mL do lisado de células de cada amostra foi 

adicionado a 1 mL do reagente de trabalho, misturado, tampado e incubado por 1 hora 

em banho maria à 60 ºC. Os tubos resfriaram à temperatura ambiente e, em seguida, 

a absorbância foi medida em espectrofotômetro, utilizando o comprimento de onda de 

562 nm. 

A atividade relativa da fosfatase alcalina foi calculada pela normalização dos 

valores de densidade ótica com as proteínas totais. 

 

3.4.2.4.6. Ensaio da produção de nódulos de mineralização por 

coloração pelo método Von Kossa 

 

Para determinar se as células diferenciadas em osteoblastos produziam 

nódulos mineralizados in vitro, foi realizado o teste de Von Kossa 14º dia de cultivo, 

utilizando metodologia relatada por Trajano et al., (2016). Von Kossa é um método 

específico para visualizar a calcificação. É um ensaio colorimétrico muito útil na 

detecção de mineralização dentro da matriz.  

O meio dos poços foi aspirado e as células foram lavadas 3 vezes com PBS e 

fixadas com 100 μL de formaldeído 10% por 5 min. O fixador foi removido e as células 

lavadas com água deionizada. Adicionou-se 200 μL de Nitrato de Prata 5% e deixou-

se a placa por 1 hora dentro da capela de fluxo com a luz ultravioleta ligada. Após, a 

placa foi lavada 3 vezes com água deionizada. Adicionou-se 200 μL de Tiossulfato de 

Sódio 5% por 3 minutos. Em seguida, o Tiossulfato foi removido e adicionou-se 200 

μL de Safranina 1% por 30 segundos. A análise visual dos nódulos foi realizada 

através da objetiva de 10x do microscópio invertido de luz (BEL Photonics®, BEL 

Equipamentos Ltda., Piracicaba - SP). 

 

3.4.2.4.7. Concentração do óxido nítrico 

 

A concentração de óxido nítrico foi determinada usando reagente de Griess 

para detectar o nível de nitrito presente no sobrenadante das células EA.hy926 e 

MC3T3. O teste foi realizado de acordo com metodologia determinada pelo manual 

do fabricante do Griess Reagent Kit (Thermo Fisher Scientific).  
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Após incubação das células com os hidrogéis por 7 e 14 dias, os sobrenadantes 

das células foram coletados e, 150 µL destes foram incubados com 130 µL de água 

deionizada e 20 µL do reagente de Griess, por 30 minutos, à temperatura ambiente, 

protegidos da luz. A leitura do ensaio foi realizada a 548 nm. A concentração de nitrito 

foi calculada pela média dos valores de curva-padrão de nitrito e os valores foram 

expressos em µmol/L de nitrito. 

 

3.4.2.4.8. Teste de formação de vasos 

 

O teste de formação de vasos foi realizado utilizando metodologia adaptada de 

Yu et al. (2017b). Para os testes com os hidrogéis, corpos de prova de cada amostra 

também foram imersos em 1 mL de DMEM com 10% de SFB e incubados a 37 ºC, 

5% de CO2, por 7 dias. Após este período, 50 µL de Geltrex com depleção de fatores 

de crescimento foram adicionados a uma placa de 96 poços e incubado a 37°C por 

30 minutos para gelificação. Em seguida, o Geltrex foi coberto com uma suspensão 

de células EA.hy926 (2×104 células/poço) que foram pré-tratadas com o 100 µL dos 

eluatos de hidrogel por 30 minutos. Após incubação por 6 e 24 horas a 37 ºC, 5% de 

CO2, a atividade de formação do tubo foi estimada pela contagem do número de 

capilares completos de conectando pontos individuais das estruturas poligonais. 

As imagens utilizadas para visualização dos capilares foram imagens 

fornecidas por microscópio óptico com magnificação de 10x. Após os tempos 

experimentais, o número de estruturas semelhantes a tubos, presente em 3 poços 

selecionados aleatoriamente foram quantificados usando o software Image J (LU et 

al., 2014; Yu et al., 2017b). 

 

3.4.2.4.9. Análises estatísticas dos dados 

 

Todos os ensaios foram realizados em hexaplicata, e os resultados foram 

obtidos em experimentos independentes. As análises estatísticas foram realizadas 

através de Análise de Variância - ANOVA de dois fatores, seguido do pós-teste de 

Bonferroni, disponível no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software). 

Diferenças foram consideradas significativas se P < 0,05. 
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3.5. Resultados e Discussão 

 

3.5.1.  Caracterização físico-química das hidroxiapatitas 

 

3.5.1.1. Morfologia e distribuição de tamanho das partículas 

 

 As micrografias de transmissão e os histogramas com as médias de 

comprimento e diâmetro de cada uma das HA estão dispostos nas Figuras 12, 13 e 

14. 

 Os dados obtidos através do MET permitem determinar a geometria e a 

morfologia das HA. As micrografias mostram tamanho nanométrico (abaixo de 100 

nm) para todas as HA sintetizadas, confirmando a eficiência do método escolhido. A 

HAp apresentou 49,86 nm (±14,89 nm) de comprimento e 19,74 nm (±6,64 nm) de 

diâmetro médio, bastante semelhante à HA-Mg2,5%. As HA com substituições de 5 e 

10% apresentaram menor comprimento em comparação às demais 33,7 nm (±13,99) 

e 24,28 nm (±6,41), respectivamente. Todas as HA apresentaram o formato bastonete 

e pequenas aglomerações entre as nanopartículas foram percebidas. Tamanho nano 

e formato bastonete são bastante vantajosos na aplicação das nano HA. Ambos já 

foram reportados por influenciar positivamente na aderência, crescimento e 

proliferação celular (SHI et al., 2017; SHI et al., 2009; ZHAO et al., 2013).  

 Uma diminuição no tamanho da partícula foi observada com o aumento da 

porcentagem de magnésio presente nas HA. Essa diminuição das partículas já foi 

relatada  na literatura e é consistente com a substituição dos íons Ca+2 por Mg+2 (COX 

et al., 2014; FARZADI et al., 2014). Sendo o raio iônico do magnésio menor, em casos 

de substituição, o Mg+2 ocupa menor espaço que Ca+2. Com base nisso, Farzadi et 

al., (2014), sugeriram que a presença do magnésio, em certa quantidade, diminui o 

grão da hidroxiapatita.  

 Aglomerações são observadas nas HA, principalmente as de menor tamanho. 

Os estudos de Cóta (2015) sugerem que quando o tamanho da partícula de HA se 

torna inferior a 1µm, estas apresentam uma maior tendência a interagir e se 

aglomerar. Zoccal (2015) menciona que a aglomeração de nanopartículas é um dos 

principais problemas recorrentes na suspensão de nanopartículas, uma vez que 

apresentam alta energia na superfície e, dessa forma, tendem a ficar unidas.  
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FIGURA 12. Micrografias de transmissão das HA sintetizadas. 
 

 
Imagens das nanopartículas de hidroxiapatita obtidas em microscópio eletrônico de transmissão 

Tecnai G2-12 - FEI Spirit Biotwin, com uma tensão de aceleração de 20 a 120 kV, para análise de 
geometria e morfologia. A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%. 

Barra de escala 100 nm. 
FONTE: CM-UFMG 
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FIGURA 13. Histogramas de distribuição de comprimento das nanopartículas de HA 
sintetizadas. 

 
A medida do comprimento médio das nanopartículas de hidroxiapatita feita utilizando o software 

ImageJ, seguida de análise estatística (média, desvio padrão e distribuição gaussiana) no software 
Origin 7.0. A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%.  

FONTE: A autora, 2021. 
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FIGURA 14. Histogramas de distribuição de largura das nanopartículas de HA sintetizadas. 

 
A medida do diâmetro médio das nanopartículas de hidroxiapatita feita utilizando o software ImageJ, 
seguida de análise estatística (média, desvio padrão e distribuição gaussiana) no software Origin 7.0. 

A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%.  
FONTE: A autora, 2021. 

 

 

3.5.1.2. Morfologia da superfície e análise suplementar  

 

 As micrografias de MEV e os espectros de EDS de cada uma das HA estão 

dispostos nas Figuras 15 e 16.  

 As micrografias, na Figura 15, mostram a superfície das partículas. É possível 

observar os cristais e numerosas aglomerações, especialmente em HA-Mg2,5% e HA-

Mg10%. As imagens sugerem aglomerados formados de agregados menores. A 

morfologia de superfície das HA substituídas revelou-se diferente da HAp e com 

irregularidades.  
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FIGURA 15. Micrografias de varredura das nanopartículas de HA sintetizadas. 
 

 
Imagens das nanopartículas de hidroxiapatita obtidas em microscópio eletrônico de varredura JEOL 

JSM - 6360LV, com sistema EDS, com uma tensão de aceleração de 20 kV, para análise da 
morfologia de superfície. A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%. 

Magnificação x1000 
Barra de escala 10 µm. 

FONTE: CM-UFMG 
 

 As aglomerações podem sugerir tensão de superfície associados ao tamanho 

nano dos cristalitos (COX et al., 2014; FARZADI et al., 2014). Em relação às 

irregularidades nas superfícies, a presença de íons substitutos pode alterar a 

morfologia da HA, mas essas alterações podem ser vantajosas. Já foi relatado que as 

irregularidades na superfície de HA substituídas auxiliam na aderência e proliferação 

celular  (BEGAM et al., 2017; COSTA-RODRIGUES et al., 2012; HUANG et al., 2016).  

Os espectros de EDS estão apresentados na Figura 16. Os EDS identificaram 

apenas picos característicos dos elementos presente na composição das HA e do 

magnésio usado nas substituições (Ca, P, O e Mg). A razão molar Ca/P e a razão (Ca 

+ M) / P das HA foi calculada utilizando os dados fornecidos pela análise semi-

quantitativa realizada por EDS (Tabela 7).  
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FIGURA 16. Espectro de EDS das nanopartículas de HA. 

 
Espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS) das nanopartículas de hidroxiapatita obtida 

através de microscopia eletrônica de varredura para identificação dos elementos presentes na 
composição. Na amostra de hidroxiapatita pura foram identificados cálcio (Ca), fósforo (P) e oxigênio 
(O). Nas amostras de hidroxiapatita substituídas foram identificados cálcio (Ca), fósforo (P), oxigênio 

(O) e magnésio (Mg). A) HAp. B) HA-Mg2,5%. C) HA-Mg5%. D) HA-Mg10%. 
FONTE: CM-UFMG 

 

TABELA 7. Relação Ca / P e relação (Ca + dopante) / P calculada a partir dos dados fornecidos 
pelo EDS 

Amostra Razão Ca/P Razão (Ca+M)/P 

HAp 1,66 N/A* 

HA-Mg 2,5% 1,55 1,58 

HA-Mg 5% 1,64 1,65 

HA-Mg 10% 1,52 1,61 

*Não se aplica 
FONTE: A autora, 2021. 

 

 

A hidroxiapatita estequiométrica, com fórmula Ca10(PO4)6(OH)2 possui razão 

molar Ca/P=1,67, e o resultado da HAp está bem próximo deste valor, 1,66. Todas as 

HA sintetizadas apresentaram razão Ca/P e (Ca + M) / P menores que o valor 
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estequiométrico, sendo HA-Mg 5% a que manteve valores mais aproximados. 

Esfahani et al. (2016) menciona que a razão de hidroxiapatitas não estequiométricas 

pode variar entre 1,5-1,67, devido à inserção de pequenas quantidades de íons na 

estrutura, o que também acontece em condições naturais. Caccioti et al. (2009) 

apresentaram valores razão (Ca + M) / P em substituições com magnésio iguais às 

estequiométricas. Já Bang, Long e Othman (2014) apresentaram valores maiores que 

2 para substituições com carbonato e sílica. Mas é importante ressaltar que valores 

acima de 2 já são considerados outros fosfatos de cálcio que não hidroxiapatita. 

As quantidades de magnésio presentes nas HA também foram determinadas 

por espectrometria de absorção atômica. A partir dessas medidas foi calculada a 

substituição experimental em mol (%) dos íons dopantes (Tabela 8). Os dados 

mostram que a quantidade em mol% de magnésio incorporada às HA é menor do que 

a calculada.  

 

TABELA 8. Substituição teórica e experimental de acordo com os dados fornecidos por 
absorção atômica. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
*Não se aplica 

FONTE: A autora, 2021. 
 

Alguns autores já reportaram uma menor incorporação de íons de magnésio, 

diferente de outros íons como estrôncio que apresenta substituição experimental e 

teórica bem aproximada (COX et al., 2014; DIAS, 2020; GENG et al., 2016). Landi et 

al. (2006) sugerem que há um limite de substituição do cálcio pelo magnésio. 

Laurencin et al. (2011) demonstram que as diferenças entre os raios iônicos de cálcio 

e magnésio, a preferência do magnésio pelo sítio de incorporação Ca (II) na HA e as 

ligações Mg-O dentro da molécula podem influenciar no processo de incorporação. 

 

 
 

Amostra Dopante Substituição 
teórica mol (%) 

Substituição 
experimental mol (%) 

HAp N/A* N/A* N/A* 

HA-Mg2,5% Mg 2.5 1,14 

HA-Mg5% Mg 5 2,18 

HA-Mg10% Mg 10 5,36 
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3.5.1.3. Difração de raio-X  

 

 A difração de raios-X foi utilizada para avaliar a estrutura e a cristalinidade das 

HA. A Figura 17 mostra os difratogramas das HA pura e substituídas com magnésio. 

Os padrões de DRX das HA foram comparados com os padrões do banco de dados 

ICDD para HA estequiométrica (PDF # 01-074-0565) e β-TCP (PDF # 04-008-8714).  

 A HAp apresentou picos intensos, em valores de 2θ e planos correspondentes 

em: 25,75º (002), 28,61º (210), 31,80º (211), 32,81º (112), 33,99º (300), 39,77º (310), 

46,59º (222) e 49,11º (213). Além de intensos, o difratograma da HAp mostra picos 

estreitos que, conforme a literatura, são característicos de hidroxiapatita pura 

sintetizada (FARZADI et al., 2014; SILVA et al., 2016). Não foram identificadas fases 

secundárias. 

 

FIGURA 17. Difratograma de raio-X das nanopartículas de HA 

 
Análise da estrutura e cristalinidade das hidroxiapatitas sintetizadas pelo método da co-precipitação 
por meio da difração de raio-X. Planos cristalinos característicos de hidroxiapatita foram demarcados 

e picos correspondentes podem ser visualizados nas 4 amostras. 
FONTE: A autora, 2021. 
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 O método de síntese da hidroxiapatita e, até mesmo o tratamento térmico 

recebido pelas partículas, pode levar ao surgimento de outras fases de compostos de 

fosfato de cálcio. A presença de diferentes fases pode ser observada através da 

difratometria de raios-X (COSTA et al., 2009). Na literatura já foi demonstrado que 

sínteses em baixas temperaturas, conforme os protocolos deste trabalho, não formam 

fases secundárias (BIGI et al., 2007; COX et al., 2014; GENG et al., 2016; REN et al., 

2009).  

 A substituição de íons de cálcio por magnésio pode causar uma 

desestabilização da estrutura da hidroxiapatita, devido ao menor raio iônico do 

magnésio, e assim reduzir seu grau de cristalinidade (COX et al., 2014; FADEEV et 

al., 2003; FAZARDI et al., 2014; KANZAKI et al., 2000; LAURENCIN et al., 2011). Os 

resultados apresentados nos difratogramas correspondentes às HA-Mg exibiram um 

pequeno deslocamento em 2θ, em comparação com a HAp. Uma visível redução das 

intensidades dos picos é percebida e o alargamento dos picos também observado, 

especialmente nos planos 210, 112, 300 e 310. Isto sugere que a substituição do 

cálcio resultou em alterações da rede cristalina da hidroxiapatita.  

 A Tabela 9 apresenta os parâmetros de rede das HA sintetizadas. Os 

parâmetros de rede a e c exibidos pela HA-P foram menores que o da HA 

estequiométrica (a= 9,4218 e c= 6,884). As constantes de rede das amostras de HA 

substituídas com magnésio exibiram uma diminuição parâmetro c e um pequeno 

aumento no parâmetro a, sendo consistente com dados da literatura (BERTONI et al., 

1998; FARZADI et al., 2014), que reportam que a incorporação do magnésio na apatita 

causam distúrbios nos parâmetros de rede. 

 

TABELA 9. Parâmetros da rede das amostras de HA, incluindo os parâmetros de rede a, c, 
volume da célula unitária (V), tamanho médio do cristalito (D) e grau de cristalinidade (Xc) 

Amostra D (nm) a =b (Å) c (Å) V (Å)3 Xc (%) 

HAp 18,61 9,4090 6,9140 526,49 0,1298 

HA-Mg2.5% 18,05 9,4153 6,8714 526,31 0,1216 

HA-Mg5% 16,72 9,4144 6,8549 526,15 0,1195 

HA-Mg10% 17,06 9,4114 6,8375 524,48 0,1257 

FONTE: A autora, 2021. 

 

 Os dados mostram baixo grau de cristalinidade, que tenderam a diminuir à 

medida que a quantidade da incorporação do magnésio aumentou. A presença do 
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magnésio não encoraja a cristalinização da hidroxiapatita (FARZADI et al., 2014; 

LANDI et al., 2000). A baixa cristalinidade também pode ser causada pelas baixas 

temperaturas da síntese. Hidroxiapatitas puras e substituídas que passam por 

tratamento térmico acima de 500 ºC tem sua cristalinidade aumentada, mas as altas 

temperaturas também propiciam ambiente para formação de outros fosfatos de cálcio 

(BERTONI et al., 1998; FADEEV et al., 2003). 

 
 

3.5.1.4. Espectroscopia de absorção na região do infravermelho com 

transformada de Fourier (FT-IR) 

 

 A espectroscopia de absorção na região do infravermelho permite identificar os 

grupos funcionais das HA. Os espectros de FT-IR das HA estão apresentados na 

Figura 18, de forma a comparar os modos vibracionais da HA pura e substituída.  

 

FIGURA 18. Espectros de absorção na região do infravermelho das nanopartículas de HA. 

 
Análise dos grupos funcionais da HA e os efeitos da substituição catiônica sobre estes grupos, 

utilizando a técnica de espectroscopia de absorção na região do infravermelho com transformada de 
Fourier (FT-IR). 

FONTE: A autora, 2021. 
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 O espectro da HAp sintetizado apresentou as bandas de absorção atribuídas 

aos estiramentos -OH, das ligações hidroxila da apatita (entre 3700 e 3433 cm-1) e 

radicais fosfato. A banda larga entre 3000 e 3700 cm-1 e a banda em 1637 cm-1 são 

relacionadas aos modos vibracionais da água adsorvida no material (AGUDELO, 

2015). A banda em 1407 cm-1 teve sua intensidade aumentada a medida que a 

porcentagem de magnésio aumenta entre as HA e pode ser atribuída a vibrações de 

CO3-2 substituindo parcialmente os grupos PO4-3 (AGUDELO, 2015). 

 A presença do sítio de fosfato PO4-3 é observada pelos modos estiramento 

assimétrico (v3) do P-O em 1096 e 1027 cm-1, do modo de estiramento simétrico (v1) 

966 cm-1 e pelos modos do grupo O-P-O observados em 643 e 573 cm-1 (PEREIRA, 

2017). 

 Os espectros das HA substituídas com magnésio apresentaram as mesmas 

bandas observadas na HAp, mas com algumas alterações na intensidade das bandas. 

À medida que a porcentagem de substituição de cálcio por magnésio aumentou, 

observou-se maiores alterações na intensidade das bandas relacionadas à água 

adsorvida. Apesar do aumento de intensidade entre as bandas 3000 e 3700 cm-1, uma 

redução na intensidade da banda 3589 cm-1 (-OH) foi observada, sugerindo a 

diminuição da cristalinidade e redução das partículas de hidroxiapatita devido à 

incorporação dos íons de magnésio (FARZADI et al, 2014). 

  

3.5.1.5. Análise térmica  

 

 A estabilidade térmica das HA foi avaliada pela análise das curvas TG. A Figura 

19 mostra as curvas TG das HA obtidas quando submetidas a temperaturas entre 25 

e 700ºC.  A porcentagem de perda de massa das HA está apresentada na Tabela 10. 

 As curvas TG mostraram que esse material é termicamente estável em 

temperaturas entre 25 e 700 ºC, apresentando entre 7 e 9,32% de redução em suas 

massas devido à perda água. 
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FIGURA 19. Curvas TG das nanopartículas de HA 

 
Análise da estabilidade térmica e avaliação da perda de massa das HA sintetizadas submetidas a 

temperaturas entre 25 e 700 ºC. 
FONTE: A autora, 2020 

 

TABELA 10. Perda de massa das HA observada em curvas TG. 

Amostra Perda de massa (%)  

HAp 9,32 

HA-Mg 2,5% 8,57 

HA-Mg 5% 7,00 

HA-Mg 10% 8,26 

FONTE: A autora, 2020 

  

 Caccioti et al. (2009) relataram perdas de massa em HA pura e substituída com 

magnésio entre 3% e 5% na faixa de 150-600ºC. Esta perda foi associada à perda de 

água e carbonatos combinados, uma perda intracristalina. Em comparação, a HA 

substituída com magnésio dos estudos de Cox et al. (2014) exibiu uma perda de 

massa de 15,28%, o que foi atribuído a um teor relativamente alto (10,27%) de água 

contida na camada de hidrato sugerida para envolver partículas de hidroxiapatita 

precipitadas. Bertoni et al. (1998) também observaram perda de massa de 15%. 
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3.5.1.6. Potencial Zeta 

 

 A caracterização de propriedades químicas da superfície das HA foi medida 

através do potencial zeta. Os valores de potencial zeta das amostras estão 

apresentados na Tabela 11.  

 Os resultados apresentados neste trabalho foram obtidos através da análise de 

dispersões de HA em água deionizada nem concentrações entre 1-2 mg/mL. Com 

exceção à HA-Mg10%, as demais amostras apresentaram valores negativos.  

 

Tabela 11. Valores de carga superficial das HA dispersas em água deionizada à temperatura 
ambiente 

 
Amostra Potencial Zeta / (mV) 

HAp -5,61 ± 0,15 

HA-Mg 2,5% -3,14 ± 0,73 

HA-Mg 5% -3,9 ± 0,81 

HA-Mg 10% 1,94 ± 0,17 

FONTE: A autora, 2021. 
 

 A literatura traz valores de carga superficial para hidroxiapatita pura entre -25 e 

-5 mV, quando dispersos em diferentes soluções fisiológicas ou solventes orgânicos 

(LOPES et al., 1999; WU et al., 2015; YOUNG et al., 1997). Rossato, Camaratta e 

Volkmer (2014) apresentaram valores negativos para hidroxiapatita pura e positivos 

quando houve substituição do cálcio por outro metal. Já Botelho et al. (2002) 

apresentaram resultados com valores extremamente baixos para hidroxiapatita pura 

e substituída com silício, -50 e -71 mV, respectivamente. O que pode indicar que cada 

tipo de substituição na rede das partículas pode interferir de maneira diversa nas 

cargas superficiais das HA.  

 Cheng et al. (2005) demonstraram que hidroxiapatitas com potenciais mais 

baixos podem resultar em maior aderência de células ósseas. Segundo o estudo, a 

variação do potencial zeta pode influenciar a adsorção dos íons de cálcio sobre o 

material, influenciando também que proteínas da matriz extracelular sejam 

adsorvidas, propiciando ambiente para a aderência e proliferação celular. 

 Wu et al. (2015) testaram diferentes concentrações de HA em tampão neutro 

(pH7) e observaram que quanto maior a concentração de partículas na dispersão, 

maior o valor do potencial zeta. Concentrações mais próximas de 1 mg/mL 
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apresentaram valores mais próximos de zero ou positivos. Outro ponto a ser 

considerado são as soluções aquosas onde a hidroxiapatita é suspensa. Quando 

colocadas em contato com fluidos corporais, como saliva e sangue, ou fluidos 

semelhantes, as HA apresentam valores mais próximos da faixa entre -15 e -25 mV 

(YOUNG et al.,1997).  

 

3.5.1.7. Isoterma de adsorção e área superficial 

 

As análises de área superficial específica das amostras de HA foram feitas 

através de isotermas de adsorção e dessorção de nitrogênio pelo método de BET. Os 

resultados estão apresentados na Figura 20.  

As isotermas observadas para todas as HA são típicas de isoterma do tipo 2. 

Este tipo é característico de sólidos não-porosos e macroporosos, onde ocorre 

adsorção irrestrita de monocamada-multicamada (CONDON, 2006).  

 

FIGURA 20. Isotermas de adsorção e dessorção das nanopartículas de HA. 

 
As áreas de superfície específica das amostras das HA foram obtidas pelos métodos BET (Brunauer, 
Emmett e Teller), adotando uma faixa linear de p / p0 para estimativa de área específica (C constante 

positivo). 
FONTE: A autora, 2021. 

 

A Tabela 12 traz os valores de área superficial. Observa-se que as HA pura e 

substituída com 2,5 e 10% de magnésio apresentaram resultados iguais. Apenas a 

HA-Mg 5% apresentou o maior valor de área superficial (73 m2.g-1), observado pela 
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maior quantidade de adsorção de nitrogênio. A média entre as amostras foram 53,25 

m2.g-1. 

 
TABELA 12. Área superficial das HA obtida pelo método de BET 

Amostra Área superficial 

específica (m2.g-1)  

HAp 44 

HA-Mg 2,5% 48 

HA-Mg 5% 73 

HA-Mg 10% 48 

FONTE: A autora, 2021. 
 

 A literatura relata a importância de poros de tamanhos macro em scaffolds de 

hidroxiapatita e de como os macroporos desempenham um papel fundamental na 

regulação da osteogênese e angiogênese (LI et al., 2016). No estudo de Thein-Han e 

Xu (2013) uma estrutura macroporosa a base de fosfato de cálcio foi projetada para 

pré-vascularização e investigação da colonização de cocultura de células endoteliais 

e células osteoblásticas. 

 

3.5.2. Citotoxicidade das hidroxiapatitas 

 

A citotoxicidade das HA pura e substituídas foi avaliada in vitro, na 

concentração de 200 µg/mL, através do método de MTT, em fibroblastos de 

camundongo (L929), pré-osteoblastos de camundongo (MC3T3) e células endoteliais 

(EA.hy926). As Figuras 21, 22 e 23 mostram os resultados para as HA. 

 Observa-se que todos os resultados apresentaram proliferação celular acima 

de 90% caracterizando todas as HA como não citotóxicas para os tipos celulares 

testados. Dentre as HA substituídas HA-Mg2,5% foi a que apresentou resultados 

menos expressivos.  

 Quando testadas com L929, HA-Mg5% e HA-Mg10% apresentaram 

crescimento celular bem acima dos valores do controle e mostraram diferenças 

estatísticas significativas frente ao HAp e HA-Mg2,5%, com P < 0,01 nos tempos 24 e 

48 horas, e P < 0,05 no tempo 72 horas. No tempo 24 horas, HA-Mg5% apresentou-

se compatível do HA-Mg10%, com P < 0,01. 
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 Nos testes com MC3T3, HA-Mg5% e HA-Mg10% apresentaram resultados 

acima de 150% de proliferação celular, indicando uma possível indução do 

crescimento celular, visto que são células da linhagem osteoblástica e a hidroxiapatita 

é osteoindutora. Estes resultados foram estatisticamente significativos (P < 0,05) em 

relação as demais HA e o controle de MC3T3. HA-Mg5% e HA-Mg10% não 

apresentaram diferença estatística entre si.  

 Quando testadas com EA.hy926, HA-Mg5% e HA-Mg10% promoveram maior 

crescimento celular em relação as outras HA, principalmente nos tempos 24 e 72 

horas. HAp mostrou resultados melhores que HA-Mg2,5% no tempo 24 horas (P < 

0,01). 

  

FIGURA 21. Citotoxicidade das HA em contato direto com fibroblastos L929. 

 
As células fibroblásticas L929 foram tratadas com suspensões contendo as HA pura e substituídas 

com magnésio por 24, 48 e 72 h. A citotoxicidade das nanopartículas foi avaliada através do método 
colorimétrico de MTT. 

Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001) 
FONTE: A autora, 2021. 

 

   

 

 

 

 

 

 

Tempo (horas) 
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FIGURA 22. Citotoxicidade das HA em contato direto com pré-osteoblastos MC3T3 

 
As células pré-osteoblásticas MC3T3 foram tratadas com suspensões contendo as HA pura e 

substituídas com magnésio por 24, 48 e 72 h. A citotoxicidade das nanopartículas foi avaliada através 
do método colorimétrico de MTT. 

Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (** P < 0,01, *** P < 0,001). 
FONTE: A autora, 2021. 

 

  

 

FIGURA 23. Citotoxicidade das HA em contato direto com células endoteliais EA.hy926 

 

 
As células endoteliais EA.hy926 foram tratadas com suspensões contendo as HA pura e substituídas 
com magnésio por 24, 48 e 72 h. A citotoxicidade das nanopartículas foi avaliada através do método 

colorimétrico de MTT. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001). 

FONTE: A autora, 2021. 
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 A hidroxiapatita e outras biocerâmicas de fosfato de cálcio são importantes para 

o reparo ósseo devido à sua excelente biocompatibilidade e bioatividade 

(HABRAKEN; WOLKE; JANSEN, 2007). A inserção de hidroxiapatita nestes materiais 

teve intenção de fornecer um ambiente ideal para reação celular e colonização por 

osteoblastos. Os resultados do presente estudo mostraram que as células pré-

osteoblásticas, MC3T3, tiveram aumento da taxa de proliferação celular quando na 

presença das HA. Sendo a hidroxiapatita um componente da matriz óssea, esperava-

se que as células pré-osteoblásticas apresentassem não só citocompatibilidade com 

as HA sintéticas, mas também que demonstrassem mesmo com testes básicos, uma 

proliferação acima do controle celular do experimento.  

 A literatura para HA apresenta bons resultados em testes de viabilidade celular 

com MC3T3. Cox et al. (2014) testaram diferentes metais substituintes na HA, 

incluindo magnésio, e quando testados com MC3T3 demonstraram 

citocompatibilidade, aderência, disseminação e proliferação celular. Ozeki, Aoki e 

Fukuzi (2008) demonstram que hidroxiapatitas puras e adsorvidas com vitamina D 

induziram crescimento de MC3T3 e aumentaram a atividade da enzima fosfatase 

alcalina, marcador bioquímico do metabolismo ósseo. Huang et al. (2016) 

demostraram proliferação celular de MC3T3 quando testadas com hidroxiapatita pura 

e substituída. Esta proliferação foi crescendo à medida que os dias de incubação 

aumentavam. 

 Os fibroblastos são um dos tipos celulares animais mais utilizados devido à sua 

facilidade de isolamento e cultivo (RAAB et al., 2014). São células de tecido conjuntivo 

fundamentais para a deposição, remodelação e organização da matriz extracelular, 

especialmente durante os processos de cicatrização (HINZ et al., 2007), sendo 

consideradas células colonizadoras. Os resultados obtidos para as HA e L929 estão 

condizentes com a literatura, demonstrando que HA não apresentam citotoxicidade 

para estas células (SJEROBABIN et al., 2016; SUN; KHAN; SULTANA, 2014). Ryu et 

al. (2004) demonstraram que hidroxiapatita substituída com magnésio apresenta 

melhores resultados que hidroxiapatita pura quando testadas com L929, o que 

confirma nossos resultados. 

 As células endoteliais EA.hy926, são células hibridas geradas a partir da fusão 

de células primárias da veia umbilical humana (HUVEC) com um clone resistente a 

tioguanina de A549 (célula de carcinoma pulmonar). Elas foram escolhidas por serem 
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da linhagem celular vascular, visto que um dos objetivos é a formação de novos vasos 

auxiliando a regeneração óssea. A literatura reporta o uso desta linhagem para 

estudos da atividade angiogênica (MOHANDAS et al., 2018; YU et al., 2017a, 2017b) 

Os resultados demonstraram boa citocompatibilidade das HA e potencial indução da 

proliferação celular. Nos estudos de Yu, et al. (2017a), a hidroxiapatita associada a 

um fármaco conseguiu induzir a proliferação de EA.hy926 e ainda estimular a 

formação de vasos em experimento adicional. Yu et al. (2017b) demonstraram que 

microesferas de hidroxiapatita substituída com cobre também estimularam a 

proliferação e migração celular e induziram angiogênese.  

 

 

3.5.3. Caracterização físico-química dos hidrogéis 

 

3.5.3.1. Espectroscopia de absorção na região do infravermelho com 

transformada de Fourier (FT-IR) 

 

A FT-IR foi realizada para investigar os grupos funcionais dos hidrogéis. Os 

espectros dos hidrogéis está representado na Figura 24. Para compração os 

espectros dos polimeros e da vitamina D, estão representados na Figura 25. Os FT-

IR das HA encontram-se no item 3.5.1.4, Figura 18. 

No geral, observa-se que os espectros dos hidrogéis são bem semelhantes 

entre si e os grupos funcionais principais de cada material que compõe os hidrogéis 

foram observados nos espectros. 
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FIGURA 24. Espectros de absorção na região de infravermelho dos hidrogéis. 

 

 
Análise dos grupos funcionais que compõem os hidrogéis desenvolvidos, utilizando a técnica de 
espectroscopia de absorção na região do infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



117 
 

Figura 25. Espectros de absorção na região de infravermelho da vitamina D e dos polímeros: 
quitosana, carboximetilcelulose, gelatina e álcool polivinílico. 

 

 
Identificação dos grupos funcionais dos polímeros quitosana, carboximetilcelulose, gelatina e álcool 

polivinílico, e da vitamina D, utilizando a técnica de espectroscopia de absorção na região do 
infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR). 

FONTE: A autora, 2021. 

 

 

O estiramento O-H entre 3700 e 3000 cm-1 presente nos espectros das HA, dos  

polímeros e da vitaminda D (Figuras 18 e 25) também foi apresentado nos espectro 

dos hidrogéis (Figura 24), e com maior intensidade no Gel 1. Essa banda também 

corresponde ao estiramento N-H da quitosana (ZHOU et al., 2009). A banda entre 

3000 e 2800 cm-1, demarcada em 2840 cm-1 são estiramentos de C-H, característicos 

de quitosana e da vitamina D3 (MOREIRA et al., 2016; TENG; LUO; WANG, 2013). A 

banda 2360 cm-1 possivelmente está associada a estiramentos de CO2 (PRUSTY; 

BARIK; SWAIN, 2019). 

Os grupamentos amida são bem característicos da quitosana. Eles estão 

indicados nos géis pela banda de absorção em 1640 cm-1, que é referente ao modo 

de estiramento do C=O (do grupo amida I), e pela banda de absorção em 1560 cm-1 
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referente ao modo de deformação N-H do grupo amina (MOREIRA et al., 2016). Mas 

os grupamentos amida também podem estar relacionadas à gelatina e, o grupamento 

amida I à vitamina D (LIMA IIDA et al., 2020; MARRELLA et al., 2018). 

A banda em 1407 cm-1 é característica de HA e atribuída a vibrações de CO3-2, 

substituindo grupamentos PO4-3 (ZHANG et al., 2014). Esta banda também foi 

relacionada com o grupamento carboximetil da carboximetilcelulose. Outra banda 

relacionada à carboximetilcelulose é a 1332 cm-1 do estiramento C-H (MISHRA et al., 

2011). As bandas 1407 cm-1 e 1332 cm-1 podem ser associadas também a 

estiramentos C-H do PVA (MARRELLA et al., 2018).  

A banda 1023 cm-1 pode estar associada aos estiramentos C-O cíclico da 

quitosana, do PVA, da carboximetilcelulose e da vitamina D (LIMA IIDA et al., 2020; 

MARRELLA et al., 2018; MISHRA et al., 2011; MOREIRA et al., 2016). Mas também 

pode ser relacionada ao estiramento assimétrico (v3) do P-O da HA. Além disso, a 

presença do sítio de fosfato PO4-3 da HA pode ser observada pelo grupo O-P-O nas 

bandas 640 e 570 cm-1 (PEREIRA et al., 2017). 

 

3.5.3.2. Análise térmica 

 

A estabilidade térmica e o comportamento de degradação de hidrogéis foram 

investigados por TG. A Figura 26 mostra as curvas TG dos hidrogéis obtidas quando 

submetidas a temperaturas entre 25 e 600ºC.  A porcentagem de perda de massa está 

apresentada na Tabela 13. 

Todas as curvas obtidas apresentaram perfis bastante semelhantes entre si. 
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FIGURA 26. Curvas TG dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D 

 
Análise da estabilidade térmica e avaliação da perda de massa dos hidrogéis submetidos a 

temperaturas entre 25 e 600 ºC. 
Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 

vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
FONTE: A autora, 2021. 

 
 

TABELA 13. Perda de massa dos hidrogéis observadas nas curvas TG 

Amostra Perda de massa (%) 

Gel 1 72,47 

Gel 2 70,71 

Gel 3  69,62 

Gel 4 70,35 

FONTE: A autora, 2021. 

 

A primeira perda de massa observada ocorreu em torno de 100 ºC e pode ser 

atribuída à evaporação da água superficial, seguida da quebra das ligações da água 

(PEREIRA et al., 2017). Esta perda correspondeu a aproximadamente 10-12% da 

massa dos hidrogéis de maneira geral.  

Outra perda foi observada, na faixa de temperatura entre 210–300 °C. Esta 

perda correspondeu a aproximadamente 40% da massa dos hidrogéis. Em 240 ºC 

inicia a degradação da carboximetilcelulose (THOMAS; SOLOMAN; REJINI, 2016). 

Acima de 300ºC observa-se uma leve perda de massa, que a literatura relaciona à 

termodecomposição da gelatina, devido à degradação de proteínas  (AGUDELO, 
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2015), a pirólise da quitosana devido ao rompimento aleatório das ligações 

glicosídicas, seguida por mais decomposição e eliminação em produtos voláteis  

(MAITY et al., 2016), e a degradação do PVA (CAMPA-SIQUEIROS et al., 2020). 

Na faixa de 200 a 600ºC, a perda de massa também pode estar relacionada à 

perda de água intracristalina e à redução do grupo OH- presente nas HA (AGUDELO, 

2015).  

A partir de 300 ºC seguiu-se uma perda de massa gradual até atingir os 600 

ºC. Os géis com HA substituída com magnésio tiveram perda de massa total igual e 

mostraram diferença mínima em relação ao gel contendo HAp (Gel 1). Todos os géis 

apresentaram estabilidade térmica semelhante.  

 

3.5.3.3. Morfologia dos hidrogéis 

 

A morfologia dos hidrogéis foi avaliada por MEV. As micrografias estão 

apresentadas na Figura 27. As imagens representativas apresentam a superfície 

irregular dos géis e a presença de poros arredondados. O tamanho dos poros do Gel 

1 mediram entre 27-102 µm; o Gel 2 apresentou-se na faixa entre 31-109 µm; o Gel 3 

entre 33-105 µm; e Gel 4 de 22-98 µm.  

Apesar das diferenças na porcentagem de magnésio nas nanopartículas de 

hidroxiapatita, o tamanho dos poros e a morfologia de superfície dos hidrogéis 

mantiveram-se homogêneos.  

Os resultados obtidos nestas micrografias corroboram com a literatura, 

segundo Li, Z. et al. (2005), Mishra et al. (2011) e Whang et al. (1999) e indicam que 

estes tamanhos de poro e morfologia os hidrogéis desenvolvidos neste trabalho estão 

compatíveis com os as condições necessárias para propiciar a migração e proliferação 

de células de osteoblastos. 
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FIGURA 27. Morfologia dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D. 
 

 

Micrografias dos hidrogéis obtidas no microscópio eletrônico de varredura, FIB Quanta 200 FEG 3D 
com sistema EDS acoplado, para análise da morfologia de superfície e tamanho de poro.  

A) Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 – 
polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

Magnificação x5000 
Barra de escala 20 µm. 

FONTE: CM-UFMG 

 

 

O EDS semi-qualitativo das amostras está na Figura 28. O EDS das amostras 

mostra a presença de cálcio, fósforo, carbono, oxigênio, magnésio e sódio, 

correspondente à composição dos polímeros e HA. 
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FIGURA 28. Espectros de EDS dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D. 

 
Espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS) obtida através de microscopia eletrônica de 
varredura dos hidrogéis para identificação dos elementos presentes em suas composições. Foram 

identificados nos hidrogéis: cálcio (Ca), fósforo (P), carbono (C), oxigênio (O), magnésio (Mg) e sódio 
(Na), todos elementos correspondentes à composição dos polímeros e da HA 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: CM-UFMG 

 

Na literatura, o tamanho de poros de hidrogéis com base polimérica semelhante 

às desenvolvidas neste trabalho, está entre 10 e 900 μm (MISHRA et al., 2011; 

MOREIRA et al., 2016; THANGPRASERT et al., 2019; THORPE et al., 2016; ZHAI et 

al., 2018). Normalmente, a estrutura porosa de hidrogéis de quitosana apresentam 

tamanhos de poros variando entre 100 a 300 μm e a presença de gelatina também 

faz aumentar o tamanho dos poros (MOREIRA et al., 2016; THANGPRASERT et al., 

2019; ZHAI et al., 2018). De maneira oposta, a presença de PVA e 

carboximetilcelulose diminuem o tamanho dos poros (MISHRA et al., 2011; SHI et al., 

2014; THANGPRASERT et al., 2019). Como o tamanho de poro das matrizes de 

hidrogel diminui com o grau de reticulação, tal diminuição pode ser atribuída à maior 

extensão da reticulação, principalmente pelas proporções de carboximetilcelulose 

(MISHRA et al., 2011). A presença da celulose também já foi relatada como fator 

importante na homogeneização do tamanho dos poros (SHI et al., 2014). 
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3.5.3.4. Formação de apatita 

 

A capacidade de formação da apatita dos géis, após 14 dias de imersão em 

FCA, foi avaliada por MEV. As micrografias estão apresentadas na Figura 29.  

Uma diferença expressiva pode ser observada entre a Figura 29 A e as demais 

– 29 B, 29 C e 29 D. A camada de apatita se formou com maior espessura sobre o 

hidrogel contendo hidroxiapatita pura (HAp), demonstrando maior mineralização. Este 

resultado também sugere que a substituição de cálcio por magnésio na rede cristalina 

das HA fez a formação da camada apatita ser menor.  

Fazendo um comparativo das micrografias da formação de apatita sobre a 

superfície dos hidrogéis da Figura 29 com a morfologia de superfície dos hidrogéis da 

Figura 27 (item 4.3.3.3), é possível perceber claramente a camada de apatita formada 

sobre as amostras de hidrogel após o período experimental. A superfície dos géis com 

apatita ficou mais irregular e com aspecto granulado. A mineralização abaixo da 

superfície também foi detectada, indicando que os íons poderiam penetrar na 

estrutura de rede ultrafina para formar partículas.  

Os espectros de EDS semi-qualitativo das amostras (Figura 30) após imersão 

em FCA apontam alterações nos índices de Ca e P. As setas nos espectros apontam 

os picos de Ca e P. Dois picos de Ca são vistos em todos os espectros. A amostra 

com maiores aumentos nos índices de Ca foi Gel 1. Gel 2 foi a amostra com aumento 

menos expressivo no segundo pico de Ca. Os outros elementos (cloro – Cl e alumínio 

– Al) apareceram em quantidades residuais devido à composição do FCA. 

 



124 
 

 

Micrografias obtidas no microscópio eletrônico de varredura, FIB Quanta 200 FEG 3D, com sistema 
EDS acoplado, da formação de apatita sobre os hidrogéis, após imersão destes em fluido corporal 

artificial por 14 dias.  A) Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-
Mg2,5%. C) Gel 3 – polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-

Mg10%. 
Magnificação x5000 

Barra de escala 20 µm. 
FONTE: CM-UFMG 

 
 
 
 
 
 
 

A B 

C D 

FIGURA 29. Formação de apatita sobre hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D. 
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FIGURA 30. Espectros de EDS da formação de apatita sobre os hidrogéis multipoliméricos 
contendo HA e vitamina D. 

 
Espectroscopia de energia dispersiva de raio-X (EDS) obtida através de microscopia eletrônica de 
varredura dos hidrogéis para identificação dos elementos presentes em suas composições, após 

imersão em fluido corporal artificial por 14 dias. Foram identificados nos hidrogéis: cálcio (Ca), fósforo 
(P), carbono (C), oxigênio (O), magnésio (Mg), sódio (Na), cloro (Cl) e alumínio (Al), todos elementos 

correspondentes à composição dos hidrogéis e do fluido corporal artificial. 
As setas apontam dois picos de cálcio (nas pontas dos gráficos) e um pico de fósforo (no meio dos 

gráficos) 
Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 

vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
FONTE: CM-UFMG 

 

 O fluido corporal artificial com concentrações de íons aproximadas às do 

plasma sanguíneo humano tem sido amplamente utilizado para a avaliação in vitro da 

bioatividade de materiais artificiais (OYANE et al., 2003). Um material bioativo para 

aplicação em engenharia de tecido ósseo tem como uma de suas principais 

características a capacidade de se ligar ao osso vivo por meio de uma nova camada 

de apatita que se formou em suas superfícies em contato com o fluido corporal. Alguns 

autores já relataram a capacidade de formação de apatita sobre hidrogéis. Hong et al. 

(2006) usou um tratamento em solução de CaCl2 seguido de imersão em FCA num 

hidrogel de celulose. A formação de cristais de hidroxiapatita sobre o hidrogel após 14 

foi confirmada por MEV-EDS, dispersão de raio-X e FT-IR. Trabalho semelhante com 

hidrogel de celulose bacteriana e soluções de fosfato e cloreto de cálcio foi realizado 
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por Hutchens et al. (2006). A caracterização físico-química sugeriu formação de 

fosfato de octacálcio.  

 A apatita desempenha um papel essencial na formação, crescimento e 

manutenção da interface tecido-biomaterial (LU et al., 2011). Por isso, a formação de 

mineralização dentro do material também se faz necessária. O crescimento ósseo 

para dentro de um material ósseo é importante no desenvolvimento de uma fixação 

inicial adequada, uma vez que pode diminuir a possibilidade de reabsorção óssea e 

promover a formação de uma interface estável (HE et al., 2012). 

 A formação de apatita e a liberação de íons cálcio e fosfato também influenciam 

no aumento do grau de fixação, proliferação e diferenciação osteogênica das células 

pré-osteoblásticas in vitro. A camada de apatita fornece o substrato adequado para a 

ligação entre o material implantado e o tecido ósseo circundante (LU et al., 2011). 

 

3.5.3.5. Teste de pH 

 

As variações de pH dos géis em FCA estão dispostas nas Figuras 31 e 32. A 

Figura 29 apresenta os valores de pH nos primeiros 120 minutos de experimento. Os 

valores de pH registrados foram moderadamente alcalinos. Os menores valores foram 

com 5 minutos, com um média de 7,66, e os maiores foram com 120 minutos, com 

média em 7,9. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os resultados.  

Nos dias subsequentes do experimento, o pH dos géis mantiveram-se acima 

de 8 e estabilizaram no 4º dia de experimento, com média em 8,22, como pode ser 

visto na Figura 32. Não houve diferença estatisticamente significativa entre os 

resultados. 

Ao final do preparo dos hidrogéis foi feita uma leitura do pH para certificar de 

que eles estivessem em pH neutro 7. Possivelmente, os componentes dos géis 

interagiram quando em contado com o FCA, o que elevou moderadamente o valor do 

pH. 

 

 

 

 

 



127 
 

FIGURA 31. Variação do pH dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D, após 5, 
10, 20, 30, 60 e 120 minutos. 
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Avaliação do pH dos hidrogéis, imersos em fluido corporal artificial (pH 7,4), medido nos diferentes 

tempos experimentais, no intervalo de 5 a 120 minutos. 
Não foram observadas diferenças estatísticas significativas. 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 

 

FIGURA 32. Variação do pH dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D, após 1, 
2, 3 e 4 dias. 
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Avaliação do pH dos hidrogéis, imersos em fluido corporal artificial (pH 7,4), medido nos tempos 

experimentais 1, 2, 3 e 4 dias. 
Não foram observadas diferenças estatísticas significativas. 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 

 

A literatura tem apontado que ambientes alcalinos favorecem o crescimento de 

células osteoblásticas (LI et al., 2018; LIU et al., 2018; SHEN et al., 2012). Galow et 
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al. (2017) relataram que, em condições alcalinas, genes reguladores de processos de 

diferenciação de osteoblastos são ativados e tem seu funcionamento acelerado, 

resultando em mineralização significante após 21 dias do estudo. Shen et al. (2012) 

demonstrou que o pH alcalino (pH 8,5) aumentou o crescimento celular e, não só 

aumentou a proliferação, como também aumentou a atividade da enzima fosfatase 

alcalina, importante biomarcador de diferenciação celular. Também foi inferido que a 

atividade de íons metálicos presentes no material foi aumentada juntamente com o 

pH. Com isso, podemos sugerir que o aumento do pH pode ser base para a 

estimulação da formação óssea. 

Além disso, a alcalinização do meio extracelular (pH 8,5) pode aumentar a 

produção de óxido nítrico nas células endoteliais (CAPELLINI et al., 2013). O óxido 

nítrico é essencial na modulação dos processos angiogênicos. Quando liberados 

pelas células endoteliais, o óxido nítrico atua na sobrevivência das células endoteliais, 

proliferação, migração e interação com a matriz extracelular (COOKE, 2003), 

favorecendo o processo de formação de novos vasos, necessários em processos de 

cicatrização e regeneração tecidual.  

 

3.5.3.6. Liberação de íons 

 

A análise de absorção atômica foi realizada para avaliar as concentrações 

liberadas dos íons Ca2+ e Mg2+, presentes na HA, após imersão dos géis em água 

deionizada. O experimento por 28 dias com leituras nos tempos experimentais 1, 3, 5, 

7, 14, 21 e 28 dias. Os resultados podem ser vistos nas Figuras 33 e 34. 

A liberação de íons Ca2+ aconteceu em maior quantidade, visto que as 

proporções teóricas de Ca/Mg em mol% eram de Gel 1 (100 – 0), Gel 2 (97,5 – 2,5), 

Gel 3 (95 – 5), Gel 4 (90 – 10). As concentrações acumuladas mostram uma maior 

liberação de cálcio no 1º dia. Os valores entre os géis variaram pouco. O Gel 4 

apresentou os maiores valores ao longo do experimento, mas no geral, o Gel 1 liberou 

maior quantidade de íons de cálcio. Isto pode ser explicado pela presença da 

hidroxiapatita pura, sem substituições, na composição do Gel 1. O perfil de liberação 

sugere uma liberação controlada de cálcio.  

O perfil de liberação acumulada de Mg2+ foi semelhante ao de Ca2+. Os Géis 2 

e 3 iniciaram com valores acumulados bastantes semelhantes. O Gel 4 liberou a maior 
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quantidade de íons, mesmo porque, é o hidrogel com maior quantidade de magnésio 

presente na HA.  

 
FIGURA 33. Liberação de íons Ca2+ após imersão dos hidrogéis multipoliméricos, contendo HA 

e vitamina D, em água deionizada 

 
Avaliação da liberação de íons Ca2+, presente nas HA, após imersão dos hidrogéis em água 

deionizada, através da análise de absorção atômica. O experimento durou 28 dias e as leituras 
ocorreram nos tempos experimentais 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 28 dias. 

Os dados apresentados são as médias das triplicatas. 
Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 

vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
FONTE: A autora, 2021. 

 

FIGURA 34. Liberação de íons Mg2+ após imersão dos hidrogéis multipoliméricos, contendo 
HA e vitamina D, em água deionizada 

 

 
Avaliação da liberação de íons Mg2+, presente nas HA, após imersão dos hidrogéis em água 

deionizada, através da análise de absorção atômica. O experimento durou 28 dias e as leituras 
ocorreram nos tempos experimentais 1, 3, 5, 7, 14, 21 e 28 dias. 

Os dados apresentados são as médias das triplicatas. 
Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 

vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
FONTE: A autora, 2021. 
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 A liberação gradual de íons presentes nos materiais é extremamente útil e 

muito importante na engenharia de tecidos ósseos. A liberação de íons Ca2+ e Mg2+ e 

a biodegradação contínua do material podem produzir um ambiente rico nestes íons, 

estimulando e tornando o ambiente favorável para a proliferação e diferenciação de 

células (LU et al., 2011). Os íons liberados, principalmente de cálcio, podem atuar nos 

processos de mineralização (ELAHPOUR et al., 2018). Numa implante de material, a 

deposição dos íons formando a camada de apatita sobre o material pode fornecer um 

substrato adequado para fixação de células e proliferação (LU et al., 2011). 

 Além disso, íons Mg2+ modulam o comportamento celular de células 

endoteliais. A disponibilidade de magnésio no meio afeta a migração e a proliferação. 

Altos níveis de Mg facilitam a reendotelização de lesões vasculares e aceleram a 

formação de novos vasos em ferimentos, auxiliando a cicatrização (MAIER et al., 

2004).  

 

3.5.3.7. Swelling 

 

A capacidade de swelling dos géis está apresentada na Figura 35. O Gel 3 foi 

o que apresentou menor razão de swelling em todos os tempos experimentais. Entre 

os tempos 12h e 24h, o Gel 1 apresentou um aumento de mais de 400% em seu 

intumescimento. No tempo 24h, os Géis 1 e 4 apresentaram altas taxas de 

swelling,1333% e 1109%, respectivamente. Comparando os géis entre si, em cada 

tempo experimental, houve diferença estatística significativa P < 0,001. 

A característica mais significativa de um hidrogel é a capacidade de absorver 

grandes quantidades de soluções aquosas que podem atingir centenas de vezes o 

seu peso seco (ELSAYED, 2019). Para esse experimento, os hidrogéis foram 

desidratados. A grande diferença de porcentagem entre o Gel 3 e os demais pode 

indicar que o tempo de desidratação para o Gel 3 não foi suficiente, o que pode ter 

alterado sua capacidade de intumescimento.  
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FIGURA 35. Porcentagem de swelling dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina 
D. 

 
O comportamento de swelling dos hidrogéis desidratados, imersos em PBS, pH 7,4 a 37 ºC, foi 

estudado nos tempos experimentais 30 minutos, 1, 3, 12 e 24 horas. 
Os dados apresentados são as médias das triplicatas (*** P < 0,001). 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 

 

Barros et al. (2014) relatam que hidrogéis contendo quitosana e celulose 

apresentam razão de swelling alta. Entretanto, altas concentrações de hidroxiapatita 

podem diminuir a capacidade de intumescimento (KUMAR et al., 2019; REN et al., 

2018). Os autores sugerem que propriedades hidrofóbicas da HA afetam a porosidade 

da estrutura do hidrogel e reduzem a capacidade de captação de água. De toda forma, 

os resultados de swelling encontrados nos experimentos deste trabalho correspondem 

aos valores da encontrados na literatura (BARROS et al., 2014; KUMAR et al., 2019; 

MALIK et al., 2020; REN et al., 2018). 

O comportamento de intumescimento é um dos parâmetros mais importantes 

para avaliar a aplicabilidade biomédica. Geralmente, a maior taxa de swelling dos 

hidrogéis cria uma área de superfície maior para difusão da bioativos de dentro do 

hidrogel para o meio ambiente, além de aumentar a capacidade de solubilização dos 

compostos ativos (HOLBACK; YEO; PARK, 2011).  
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3.5.3.8. Biodegradação in vitro 

 

A degradação dos géis em soluções fisiológica e enzimática foi acompanhada 

por 28 dias. Os resultados obtidos estão representados nas Figuras 36 e 37. O 

aumento significativo da massa nas primeiras 24 horas foi atribuído à capacidade de 

swelling dos géis, que permitiram a retenção da água. As duas degradações tiveram 

perfis parecidos, mas na presença da solução contendo colagenase houve maior 

perda de massa. Ao final dos 28 dias, a porcentagem de massa remanescente dos 

géis 1, 2, 3 e 4 em PBS foi 92,9%, 93,5%, 46,5%, 76,0%, respectivamente. Em 

PBS/colagenase, a porcentagem de massa remanescente dos géis 1, 2, 3 e 4 foi 

41,2%, 30,9%, 13,9%, 52,7%, respectivamente. O Gel 3 foi o que mais sofreu 

degradação nos dois processos.  

 

 

FIGURA 36. Perfil de degradação dos hidrogéis multipoliméricos, contendo HA e vitamina D, 
em solução fisiológica (PBS, pH 7,4). 

 
A avaliação da degradação dos hidrogéis em tampão PBS pH 7,4 foi feita através da imersão dos 

hidrogéis na solução fisiológica, num período de 28 dias, com pesagens nos tempos experimentais 1, 
3, 5, 7, 10, 14, 21 e 28 dias. Os dados apresentados são as médias das triplicatas. 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
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FIGURA 37. Perfil de degradação dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D em 
solução enzimática (PBS/colagenase) 

 
A avaliação da degradação dos hidrogéis em PBS/colagenase foi feita através da imersão dos 

hidrogéis na solução enzimática, num período de 28 dias, com pesagens nos tempos experimentais 
1, 3, 5, 7, 10, 14, 21 e 28 dias. Os dados apresentados são as médias das triplicatas. 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
 

Ren et al. (2018) credita a perda de massa dos hidrogéis de quitosana à 

hidrólise dentro das redes de hidrogel causada pelo tampão PBS. A clivagem das 

ligações promove a degradação em massa do hidrogel e estruturas de rede soltas 

podem levar a uma erosão mais rápida do hidrogel. Por sua vez a colagenase não 

teria atuação sobre a quitosana, mas teria sobre a gelatina (GORGIEVA; KOKOL, 

2012), também presente nos géis. 

Entender a degradação dos hidrogéis, assim como a capacidade de 

intumescimento, é extremamente importante para aplicações biológicas, 

especialmente quando envolve a liberação controlada de bioativos. À medida que o 

hidrogel se degrada, as drogas ou proteínas encapsuladas são liberadas do hidrogel 

e podem se difundir lentamente do gel para o meio externo. Além disso, um hidrogel 

biodegradável é capaz de cumprir sua função e depois ser lentamente reabsorvido 

pelo organismo.  

O material desenvolvido mostrou resistência de 4 semanas em tampão 

fisiológico e em tampão enzimático, e pelas porcentagens de massa remanescente 

poderíamos esperar uma maior resistência. Outros autores demonstraram resultado 

semelhante ou com menor eficiência (GORGIEVA; KOKOL, 2012; RAUCCI et al., 

2018; REN et al., 2018; SHEN et al., 2015). 
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3.5.4. Testes Biológicos in vitro dos hidrogéis 

 

3.5.4.1. Citotoxicidade dos hidrogéis 

 

A citotoxicidade dos hidrogéis foi testada em culturas de L929, MC3T3 e 

EA.hy926. Os resultados da viabilidade celular estão representados nas Figuras 38, 

39 e 40.  

Os testes de MTT mostraram que nenhum dos géis apresentaram toxicidade 

paras as linhagens celulares. Os resultados obtidos mostram mais 95% de 

citocompatibilidade dos géis com as células, apresentando grau 1 ou 0 de 

citotoxicidade de acordo com a ISO 10993-5, disposta na metodologia de Xiao et al. 

(2018). Como os componentes dos hidrogéis não são citotóxicos, os resultados já 

eram esperados. 

Em L929, houve diferença estatística significativa apenas no tempo 24 h entre 

Gel 3 e Gel 4 (P < 0,01).  

Quando testadas com os géis, as células pré-osteoblásticas MC3T3 

apresentaram viabilidade acima de 150%. Todos os géis apresentaram diferença 

estatística significativa P < 0,001 em relação ao controle. O Gel 4 no tempo 72 h, 

apresentou viabilidade celular maior que 200%, apresentando diferença estatística 

significativa P < 0,05 em relação ao Gel 4 no tempo 24 h e P < 0,001 em relação aos 

demais géis e o controle no tempo experimental 72 h. Estes resultados não só 

sugerem citocompatibilidade do material, como também sugere capacidade de 

indução ao crescimento e proliferação celular. 

Para os testes com EA.hy926, Gel 1 e Gel 2, no tempo 48 h. apresentaram 

diferença estatística significativa P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente, em relação ao 

Gel 4. No tempo 72 h, Gel 2 também apresentou diferença estatística significativa em 

relação ao controle (P < 0,01), ao Gel 1 (P < 0,05) e ao Gel 3 (P < 0,05). 
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FIGURA 38. Citotoxicidade indireta dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D 
em fibroblastos L929 

 
As células fibroblásticas L929 foram tratadas com eluatos dos hidrogéis por 24, 48 e 72 h. A 

citotoxicidade dos hidrogéis foi avaliada através do método colorimétrico de MTT. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (** P < 0,01) 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
 

 

 
FIGURA 39. Citotoxicidade indireta dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D 

em células pré-osteoblásticas MC3T3 

 
As células pré-osteoblasticas MC3T3 foram tratadas com eluatos dos hidrogéis por 24, 48 e 72 h. A 

citotoxicidade dos hidrogéis foi avaliada através do método colorimétrico de MTT. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, *** P < 0,001) 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
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FIGURA 40. Citotoxicidade indireta dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D 
em células endoteliais EA.hy926 

 
As células endoteliais EA.hy926 foram tratadas com eluatos dos hidrogéis por 24, 48 e 72 h. A 

citotoxicidade dos hidrogéis foi avaliada através do método colorimétrico de MTT. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01) 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
 

As células L929 já foram testadas previamente em outros hidrogéis contendo 

quitosana, HA pura ou substituída, PVA, gelatina e outros componentes, e os 

resultados foram similares aos obtidos neste experimento (BAGHAIE et al., 2017; 

JAIPAN; NGUYEN; NARAYAN, 2017; JAISWAL et al., 2013; MARRELLA et al., 2018). 

Os fibroblastos são bastante usados em testes de citocompatibilidade de materiais. 

Por serem células abundantes do tecido conjuntivo, estarem envolvidos na síntese de 

componentes da matriz extracelular, e nos processos de cicatrização, incluindo 

angiogênese do local, a viabilidade dos fibroblastos perante compósitos e scaffolds 

desenvolvidos para regeneração de tecidos é extremamente importante.  (ESLAMI; 

SOLATI-HASHJIN; TAHRIRI, 2009; JAIPAN; NGUYEN; NARAYAN, 2017; SINGER, 

A. J.; CLARCK, 1999; SJEROBABIN et al., 2016). 

Os componentes da formulação dos hidrogéis não são citotóxicos e influenciam 

o crescimento e a proliferação de MC3T3. Mammoli et al. (2019) demonstraram as 

funções e ações do magnésio e da vitamina D em osteoblastos e osteoclastos. Malik 

et al. (2020) apresentaram um hidrogel à base de quitosana, carboximetilcelulose e 

hidroxiapatita que não apresentava citotoxicidade para MC3T3 e ainda tinha potencial 

pró-angiogênico. Pasqui et al. (2014) desenvolveram um hidrogel biológico de 

carboximetilcelulose e hidroxiapatita que não apresentou toxicidade em osteoblastos 

MG63 e induziu crescimento, proliferação e produção de mineralização. Os hidrogéis 
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apresentados por Thangprasert et al. (2019) trouxeram diferentes porcentagens de 

PVA e gelatina que auxiliaram na aderência celular, proliferação, atividade da 

fosfatase alcalina, liberação e deposição de cálcio. 

Shi et al. (2017) demonstraram a interação não citotóxica de nanopartículas de 

HA com células endoteliais. Nos dois trabalhos de Mohandas et al. (2015, 2018) o uso 

de quitosana não apresentou toxicidade e ainda aumentou a capacidade angiogênica 

das células quando expostas ao material. 

 

3.5.4.2. Aderência celular 

 

A aderência celular foi testada em dois métodos: pela contagem de células e 

por imagens em MEV. O resultado da porcentagem de células MC3T3 e EA.hy926 

aderidas ao material após 2 e 4 horas está representado nas Figuras 41 e 42.  

Após o tempo experimental 2 h, as MC3T3 expostas aos Géis 3 e 4 já 

apresentavam aproximadamente 75% de aderência, com diferença estatística 

significativa P < 0,001 em relação aos Géis 1 e 2. No tempo 4 h, houve aderência de 

praticamente 100%.  

As EA.hy926 expostas ao Gel 4 aderiram 86% nas primeiras 2 horas, com 

diferença estatística significativa P < 0,001 em relação aos Géis. O Gel 3 apresentou 

diferença estatística significativa P < 0,001 em relação ao Gel 1 e P < 0,01 em relação 

ao Gel 2. O tempo 4 h apresentou resultados também com aderência de praticamente 

de 100%. Gel 1 e Gel 2, no tempo 48 h apresentaram diferença estatística significativa 

P < 0,05 e P < 0,01, respectivamente, em relação ao Gel 4. No tempo 72 h, Gel 2 

também apresentou diferença estatística significativa em relação ao controle (P < 

0,01), ao Gel 1 (P < 0,05) e ao Gel 3 (P < 0,05). 
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FIGURA 41. Aderência in vitro de células pré-osteoblásticas MC3T3 aos hidrogéis 
multipoliméricos contendo HA e vitamina D 

 
As células pré-osteoblásticas MC3T3 foram semeadas sobre os hidrogéis e após 2 e 4 horas, o meio 

de cultura foi aspirado e a quantidade de células em suspensão foi contada. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (***P < 0,001). 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
 
 
 
FIGURA 42. Aderência in vitro de células endoteliais EA.hy926 aos hidrogéis multipoliméricos 

contendo HA e vitamina D 

 
As células endoteliais EA.hy926 foram semeadas sobre os hidrogéis e após 2 e 4 horas, o meio de 

cultura foi aspirado e a quantidade de células em suspensão foi contada. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (***P < 0,001). 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
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Para a visualização da morfologia das células aderidas sobre o material 

desenvolvido foram realizadas as micrografias em MEV. As micrografias das células 

aderidas estão nas Figuras 41 e 43. As Figuras 42 e 44 são ampliações das 

micrografias 41 e 43, respectivamente. 

Nas imagens obtidas, podemos ver a aderência das células MC3T3 e EA.hy926 

após o tempo experimental. Algumas áreas principais foram apontadas com setas ou 

delimitadas. Muitas ramificações podem ser visualizadas em ambas as células. Em 

EA.hy926 é possível visualizar estruturas semelhantes a tubos, principalmente nos 

Géis 2 e 4. As MC3T3 exibiram morfologia espalhada característica de aderência 

celular adequada, segundo a literatura.  
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Micrografias obtidas no microscópio eletrônico de varredura FIB Quanta 200 FEG 3D, para 
observação da morfologia celular dos pré-osteoblastos MC3T3 sobre os hidrogéis, após 3 dias de 
semeadura. A células foram lavadas, fixadas e levadas à preparação no Centro de Microscopia da 
UFMG. A) Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) 

Gel 3 – polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
As setas e o círculo destacam algumas células. 

Magnificação x10000 
Barra de escala 10 µm. 

FONTE: CM-UFMG 

 

 

FIGURA 43. Aderência das células MC3T3 sobre os hidrogéis multipoliméricos contendo HA e 
vitamina D. 
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Recorte das áreas destacadas na Figura 41. A) Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 – 
polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 – polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 – 

polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
FONTE: CM-UFMG 

A aderência de osteoblastos sobre um material desenvolvido para aplicação 

óssea é um passo fundamental para ancorar a interface do material ao osso. O uso 

da gelatina, derivado do colágeno, inclusive tem sido justificado em alguns compósitos 

por sua capacidade de ligação e ancoragem das células (LIAO et al., 2011; PETER et 

al., 2010; WONGSAWICHAI et al., 2019). Xiao et al. (2018) apresentam morfologia e 

aderência de MC3T3 sobre HA pura e substituída testada em diferentes dias. As 

células sobre HA substituída parecem mais aderidas e com 7 dias de aderência 

apresentam ramificações como vemos em nossas imagens, após apenas 3 dias. O 

mesmo comparativo pode ser feito entre nossas imagens de 3 dias e as de 7 dias de 

Jahan et al. (2020). Eles avaliaram morfologia e aderência de MC3T3 com 7 e 28 dias 

em scaffold de quitosana e hidroxiapatita. Em ambos os tempos experimentais, as 

células, que foram marcadas, exibiram uma morfologia espalhada e com fibras de F-

actina distintas e bem-organizadas. Yu et al. (2013) avaliaram a morfologia e 

aderência também de MC3T3 sobre um substrato de titânio com cobertura de 

cerâmica. Em algumas das imagens é possível ver estruturas assemelhadas às 

nossas. Lan et al. (2019) testaram a aderência celular em diferentes scaffolds de PVA, 

Figura 44. Áreas em destaque nas micrografias de aderência das células MC3T3 sobre os 
hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D. 
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nanotubos de carbono e fosfato de cálcio, para cada scaffold as MC3T3 apareceram 

com uma morfologia diferente: mais fusiforme, mais arredondada. Nossas MC3T3 se 

assemelham em morfologia das que foram testadas apenas em PVA e fosfato de 

cálcio.   

 

Micrografias obtidas no microscópio eletrônico de varredura FIB Quanta 200 FEG 3D, para observação 
da morfologia celular das células endoteliais EA.hy926 sobre os hidrogéis, após 3 dias de semeadura. 
A células foram lavadas, fixadas e levadas à preparação no Centro de Microscopia da UFMG.  

A) Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 – 
polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

As setas e o círculo destacam algumas células. 
Magnificação x10000 

Barra de escala 10 µm. FONTE: CM-UFMG 

FIGURA 45. Aderência das células EA.hy926 sobre os hidrogéis multipoliméricos contendo HA e 
vitamina D. 
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FIGURA 46. Áreas em destaque nas micrografias de aderência das células EA.hy926 sobre os 
hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A aderência e migração de células endoteliais é fundamental para uma série 

de processos fisiológicos, incluindo o desenvolvimento vascular e a angiogênese. A 

aderência já foi investigada em uma variedade de contextos, incluindo cicatrização de 

feridas, engenharia de tecidos e design de biomateriais (REINHART-KING, 2008). Nos 

experimentos de Braz (2019) foi demonstrado, em micrografias, a aderência de 

EA.hy926 após 4 horas de semeadura, como observamos em nosso experimento de 

contagem do número de células. As imagens de Braz (2019) ainda mostram que a 

morfologia das células aderidas era irregular e estrelada, marcada por 

prolongamentos, que segundo a autora auxilia no recrutamento e proliferação celular 

sobre superfície. Yang et al. (2021) em experimentos para explorar a aderência e 

viabilidade de coculturas de células endoteliais e adipócitos com potencial para 

regeneração óssea conseguiram boa interação celular, excelente aderência e 

B 

Recorte das áreas destacadas na Figura 43.  
A) Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 – 

polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
FONTE: CM-UFMG 
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morfologia de célula endotelial característica. Lee et al. (2018) em imagens 

semelhantes as nossas, mas em menor aumento, mostram aderência das células 

endoteliais em scaffold de base polimérica. Os trabalhos de Matschegewski et al. 

(2016) e Recek et al. (2016) apresentam nanofibras poliméricas para aplicação em 

engenharia de tecidos vasculares. A aderência e a visualização da morfologia de 

células endoteliais em nanofibras são notáveis, aderência com aspecto fixo e 

morfologia bastante característica: estrelada com prolongamentos bem definidos. 

 

3.5.4.3. Proliferação celular 

 

A capacidade de proliferação das células MC3T3 e EA.hy926 sobre os 

hidrogéis foi avaliada utilizando o método de MTT. Os resultados obtidos estão 

dispostos nas Figuras 47 e 48. Todos os hidrogéis promoveram proliferação das 

células MC3T3 e EA.hy926 após 1, 4, 7 e 14 dias de experimento. Os valores em 

absorbância mostram que, em geral, MC3T3 apresentou maior proliferação que 

EA.hy926. 

Nos testes com MC3T3 observamos que o Gel 3 induziu melhor proliferação 

nos 7 primeiros dias, seguido de pequena redução no crescimento com 14 dias. O Gel 

2 apresentou proliferação semelhante ao Gel 3 e os demais promoveram crescimento 

gradual ao longo do experimento. Diferenças estatísticas significativas ocorreram 

entre Gel 1 e Gel 3 nos tempos 4 e 7 dias, P < 0,05 e P < 0,001, respectivamente, e 

entre Gel 1 e Gel 4 no tempo 14 dias, P < 0,05.  

Nos testes com EA.hy926 observamos que Gel 3 induziu melhor proliferação 

nos 4 primeiros dias. No dia 7, os valores entre Gel 2, 3 e 4 foram bastante 

semelhantes. No último tempo experimental, Gel 4 apresentou melhores valores de 

proliferação. Diferenças estatísticas significativas ocorreram entre Gel 1 e Gel 3 no 

tempo 7 dias, P < 0,01, entre Gel 1 e Gel 4 nos tempos 7 e 14 dias, P < 0,05 e P < 

0,001, respectivamente, e entre Gel 2 e Gel 4, no tempo 14 dias, P < 0,05. 

 Estes resultados indicam que os hidrogéis serviram de substrato para o 

crescimento celular, pois a quantidade de células viáveis aumentou ao longo do 

experimento. Somados aos resultados de citotoxicidade do material e aderência 

celular, podemos considerar os hidrogéis citocompatíveis e bioindutores.  
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FIGURA 47. Proliferação celular de pré-osteoblastos MC3T3 sobre os hidrogéis 
multipoliméricos contendo HA e vitamina D. 

 
As células pré-osteoblásticas foram semeadas sobre os hidrogéis e, após 1, 4, 7 e 14 dias, a 

proliferação celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, *** P < 0,001). 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
 

 

FIGURA 48. Proliferação celular de células endoteliais EA.hy926 sobre os hidrogéis 
multipoliméricos contendo HA e vitamina D. 

 
As células endoteliais EA.hy926 foram semeadas sobre os hidrogéis e, após 1, 4, 7 e 14 dias, a 

proliferação celular foi avaliada pelo ensaio colorimétrico de MTT. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001). 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
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Inúmeros autores já demonstraram a capacidade de scaffolds de base 

polimérica e nanopartículas de HA induzirem a proliferação celular de osteoblastos e 

células endoteliais (DHIVYA et al., 2015; KUMAR et al., 2019; MOHANDAS et al., 

2018; RE et al., 2019; YU et al., 2017a, 2017b). As propriedades estruturais e físico- 

mecânicas dos hidrogéis e liberação de íons metálicos (Ca e Mg) no meio são 

bastante relevantes para a ancoragem, proliferação, diferenciação celular.  

Lu et al. (2011) e Lei et al. (2019) demonstraram que a liberação de íons da HA 

seguida pela deposição dos íons no material estimula a aderência e torna o ambiente 

favorável para a proliferação e diferenciação de osteoblastos. Além disso, a estrutura 

tridimensional, multipolimérica e porosa propiciam a base necessária. Avaliando os 

resultados de Raucci et al. (2018), Pasqui et al. (2014) e Thangprasert et al. (2019) 

vemos que polímeros como carboximetilcelulose, gelatina e PVA associados à 

hidroxiapatita auxiliaram na aderência, induziram o crescimento, proliferação e 

produção de mineralização dos osteoblastos. Luo et al. (2015) e Re et al. (2019) 

revelaram a proliferação de osteoblastos em micrografias de MEV em experimentos 

de até 21 dias, nos quais é possível visualizar o aumento da ocupação dos poros do 

material desenvolvido pelos osteoblastos. 

A vasculatura óssea desempenha um papel vital no desenvolvimento, 

remodelação e homeostase óssea. A formação de novos vasos sanguíneos é crucial 

tanto durante o desenvolvimento ósseo primário quanto no reparo de fraturas em 

adultos. Tanto o reparo quanto a remodelação óssea envolvem a ativação e a 

complexa interação entre as vias angiogênicas e osteogênicas (SARAN; GEMINI 

PIPERNI; CHATTERJEE, 2014). Por isso, o estudo da aderência, proliferação e 

migração de células endoteliais são fundamentais para a regeneração óssea. Maier 

et al.(2004) demonstrou que a presença de magnésio estimula a proliferação de 

células endoteliais. Yu et al. (2017a) e Yu et al. (2017b) demonstraram o potencial de 

materiais contendo HA na proliferação de células endoteliais, além da proliferação de 

osteoblastos. Entretanto, grande parte dos trabalhos desenvolvidos na área apostam 

em proliferação das células em cocultura. Em cocultura, as células endoteliais 

induzem a proliferação dos osteoblastos e regulam de forma positiva a expressão da 

fosfatase alcalina, proteína relacionada à diferenciação dos osteoblastos, e os 

osteoblastos passam a secretar fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) que 
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estimula a proliferação das células endoteliais (MURPHY et al., 2016; STEINER et al., 

2012; YANG et al., 2021). 

 

3.5.4.4. Atividade da fosfatase alcalina 

 

A atividade quantitativa da enzima fosfatase alcalina foi avaliada após 7, 14 e 

21 dias da semeadura das células com os hidrogéis. Os resultados estão dispostos 

na Figura 49. Os dados mostram que a atividade da fosfatase alcalina secretada pelas 

células aumentou com o tempo de cultura, o que pode sugerir a diferenciação das 

células pré-osteoblásticas MC3T3 em osteoblastos. Não foram encontradas 

diferenças estatísticas significativas no tempo experimental 7 dias. Entre os géis e o 

controle ocorreram diferenças significativas nos tempos 14 e 21 dias (P < 0,001). 

Também ocorreram diferenças significativas com 21 dias entre o Gel 1 e Gel 2 (P < 

0,05), e entre Gel 1 e Gel 3 e 4 (P < 0,01).  

Os resultados mostram que os Géis 2, 3 e 4 promoveram o mesmo nível de 

secreção de fosfatase alcalina pelas MC3T3, sem diferença estatisticamente 

significativa. Os Géis 2, 3 e 4 conseguiram induzir a diferenciação celular sem a 

necessidade do uso de meios osteogênicos. Estes resultados provavelmente estão 

relacionados à presença de componentes como a Vitamina D3 e HA pura e substituída 

com magnésio na formulação nos hidrogéis, uma vez que estes componentes têm 

influência nos processos de proliferação, diferenciação e mineralização óssea. 
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FIGURA 49. Atividade da enzima fosfatase alcalina 

 
As células pré-osteoblásticas MC3T3 foram semeadas sobre os hidrogéis e, após 7, 14 e 21 dias, a 

produção da enzima fosfatase alcalina foi medida usando o kit Labtest. A atividade relativa da 
fosfatase alcalina foi calculada pela normalização dos valores de densidade ótica com as proteínas 

totais. 
Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, ** P < 0,01, *** P < 0,001). 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
 

A atividade da enzima fosfatase alcalina tem sido usada como um marcador 

precoce para a funcionalidade e diferenciação de osteoblastos em experimentos in 

vitro, uma vez que participa dos processos de formação e mineralização óssea 

(WANG et al., 2016). Sendo a verificação qualitativa e quantitativa da secreção desta 

enzima um parâmetro importante para análise dos efeitos causados no tecido ósseo, 

já que ela reflete a atividade osteoblástica (OHGUSHI et al., 1993). Resultados 

semelhantes aos nossos foram relatados em diversos trabalhos (LU et al., 2011; 

MISHRA et al., 2011; THANGPRASERT et al., 2019; XIAO et al., 2018; YE et al., 

2019). Xiao et al. (2018) relaciona o aumento da produção da fosfatase alcalina à 

substituição metálica da hidroxiapatita. Ye et al (2019) demonstraram que o scaffold 

contendo quitosana, fosfato de cálcio e íons metálicos aumentaram significativamente 

a produção da fosfatase alcalina.  

Ozeki, Aoki e Fukui (2008) relatam que a associação de hidroxiapatita a e 

Vitamina D3 (25(OH)D3) promoveram maior aumento da produção da enzima em 

relação a outras formas da Vitamina D e da Vitamina K. A Vitamina D3 é conhecida 

por estimular a atividade da fosfatase alcalina durante os estágios de proliferação e 
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diferenciação em osteoblastos. Seus efeitos sobre a mineralização e regulação 

enzimática sugerem um envolvimento direto da forma 1,25-(OH)2D3 no processo  

(VAN DRIEL; POLS; VAN LEEUWEN, 2005). A Vitamina D, além disso, já foi 

reportada por induzir a expressão de osteocalcina, proteína da matriz óssea, 

dependente da Vitamina K, envolvida na maturação óssea (METZGER et al., 2013). 

 

3.5.4.5. Mineralização pelo método Von Kossa 

 

Para avaliar a capacidade de mineralização da matriz extracelular pelas 

MC3T3, foi realizada a coloração dos nódulos de mineralização pelo método de Von 

Kossa, após 14 dias de cultivo das células com os Géis. Imagens ópticas obtidas após 

a coloração estão dispostas na Figura 50. É possível visualizar inúmeros nódulos 

corados pelo método. Todos os Géis quando comparados com o controle 

apresentaram o campo repleto de nódulos. 

 O método de coloração de Von Kossa tem sido usado para representar a 

mineralização óssea. Bonewald et al. (2003) explicita que as adaptações feitas no 

método original utilizam nitrato de prata para corar depósitos de cálcio, que na 

verdade, não reage com o cálcio, e sim com o fosfato na presença de material ácido. 

Apenas a coloração do fosfato não é satisfatória para afirmar que a mineralização 

ocorreu, métodos complementares são necessários como Alizarin Red (coloração do 

cálcio), FT-IR, DRX ou testes dos marcadores de mineralização (fosfatase alcalina e 

osteocalcina). Contudo, baseado nos resultados previamente apresentados neste 

trabalho no teste da fosfatase alcalina e nas imagens obtidas neste teste podemos 

inferir que nossos hidrogéis apresentam capacidade de mineralização.  

 

 



150 
 

 

Após 14 dias de semeadura dos pré-osteoblastos MC3T3 em contato com os hidrogéis, foi feita a 
coloração pelo método Von Kossa para observação de mineralização. 

A) Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. B) Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. C) Gel 3 – 
polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. D) Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. Controle 

Imagens digitais de microscopia ótica foram registradas com magnificação x10. 
FONTE: A autora, 2021. 

FIGURA 50. Estruturas mineralizadas coradas pelo método de Von Kossa 

Controle 
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A literatura reporta trabalhos que utilizam diversos materiais para aumentar a 

capacidade de mineralização. Costa (2014) demonstrou que compostos poliméricos 

associados à fosfatos de cálcio e testosterona também aumentam a capacidade de 

mineralização em MC3T3. Trajano et al. (2016) desenvolveram um compósito 

polimérico associado a uma biocerâmica e doxiciclina que também apresentou 

excelentes resultados na mineralização de MC3T3 após 14 dias de experimento. 

Grellier et al. (2009) imobilizaram uma cocultura de células osteoblásticas e 

endoteliais em um microesfera polimérica e conseguiram induzir melhor mineralização 

óssea que no uso de monocultura, demonstrando a como estas células auxiliam na 

regulação positiva uma da outra e como os processos de formação óssea e vascular 

são interdependentes. Re et al. (2019) demonstraram mineralização após 21 dias de 

contato dos osteoblastos com o hidrogel à base de gelatina e quitosana com uso de 

meio osteogênico. 

É importante ressaltar que a capacidade de mineralização não é observável em 

todos os tipos de osteoblastos. Em um estudo foi mencionado características 

fenotípicas de 5 tipos diferentes de osteoblastos dos quais apenas MC3T3 e SAOS-2 

apresentavam a capacidade de mineralização (SAMMONS, 2015). 

 

3.5.4.6. Expressão do óxido nítrico 

 

Para avaliar o efeito dos compósitos na produção de óxido nítrico pelas células 

MC3T3 e EA.hy926, a quantidade de nitrito (NO2-) foi mensurada no meio de cultura, 

uma vez que este representa um produto final estável do óxido nítrico, por meio da 

utilização do reagente de Griess. Os resultados estão apresentados nas Figuras 51 e 

52. 

Os gráficos mostram que, na presença dos hidrogéis, ambas as células 

apresentaram aumento na produção de óxido nítrico, em relação ao controle. MC3T3 

apresentou maiores valores de óxido nítrico com Gel 2 e Gel 4, nos dois tempos 

experimentais. EA.hy926 apresentou maiores valores com Gel 3 e Gel 4. Para MC3T3, 

diferenças estatísticas significativas foram observadas no tempo 7 dias entre Gel 1 e 

4 (P < 0,05), Gel 2 e 3 (P < 0,05) e Gel 2 e controle (P < 0,001). Com 14 dias, todos 

os géis apresentaram diferenças significativas em relação ao controle (P < 0,001). 

Para EA.hy926, diferenças estatísticas significativas foram observadas no tempo 7 
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dias entre Gel 2 e controle (P < 0,01), Gel 3 e controle (P < 0,001), Gel 4 e controle (P 

< 0,05). Com 14 dias, Gel 1 apresentou diferenças significativas com Gel 2 (P < 0,05) 

e os demais géis (P < 0,001). Diferenças estatísticas significativas também aparecem 

entre Gel 2 e 3 (P < 0,05). Todos os géis apresentaram diferenças significativas em 

relação ao controle (P < 0,001). 

 

FIGURA 51. Concentração de óxido nítrico produzida por MC3T3 

 
Avaliação do efeito dos hidrogéis sobre a produção do óxido nítrico pelos pré-osteoblastos MC3T3, 
após 7 e 14 dias. O nitrito, produto mais estável do óxido nítrico foi mensurado no meio de cultura, 
utilizando o reagente de Griess. Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, *** P < 
0,001). Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – 

polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
FONTE: A autora, 2021. 

 
FIGURA 52. Concentração do óxido nítrico produzida por EA.hy926 

 
Avaliação do efeito dos hidrogéis sobre a produção do óxido nítrico pelas células endoteliais 

EA.hy926, após 7 e 14 dias. O nitrito, produto mais estável do óxido nítrico foi mensurado no meio de 
cultura, utilizando o reagente de Griess. Teste ANOVA Two-way e pós-teste Bonferroni (* P < 0,05, 

*** P < 0,001). Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 
3 – polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
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O óxido nítrico é um radical livre produzido endogenamente que desempenha 

importantes funções biológicas, como promoção da vasodilatação, angiogênese, 

reparo de tecidos, cicatrização de feridas, ação antioxidante, antitumoral e 

antimicrobiana. (NASCIMENTO et al., 2020). Em tecido ósseo já foi demonstrado que 

o óxido nítrico desempenha um papel importante nos processos de formação e 

cicatrização óssea e pode ser gerado por muitos tipos de células presentes no meio 

ósseo, mais significativamente, os osteoblastos. Para osteogênese, em baixas 

concentrações, o óxido nítrico promove crescimento e diferenciação celular dos 

osteoblastos (TSUKAHARA et al., 1996), sendo um importante regulador do 

metabolismo ósseo, uma vez que osteoblastos não só produzem óxido nítrico como 

respondem à presença dele no meio. 

Altas concentrações de óxido nítrico podem alterar o funcionamento dos 

osteoblastos (TSUKAHARA et al., 1996).  Os resultados deste experimento para 

MC3T3 mostram valores que tenderam a um aumento, mas considerando os 

resultados dos demais experimentos com estas células, não foi observada redução 

no crescimento celular nem aumento da citotoxicidade do material. Trabalhos que 

investigam o reparo ósseo envolvendo o fluxo sanguíneo ósseo já demonstraram que 

quando o nível de óxido nítrico está baixo, a vasodilatação local e o fluxo sanguíneo 

diminuem, prejudicando um reparo ósseo adequado (HEINONEN et al., 2018).    

O óxido nítrico é também um mediador crítico da angiogênese. A presença dele 

aumenta a sobrevivência, inibe a apoptose celular, induz a proliferação e a migração 

das células endoteliais, além de induzir a expressão de fatores de crescimento 

(COOKE, 2003). Ademais aos efeitos diretos, entre os efeitos indiretos do óxido nítrico 

nas células endoteliais está o aumento do fluxo sanguíneo local, como ocorre em 

reparos teciduais e lesões (PITTARELLA et al., 2015). Os resultados apresentados 

nos experimentos com EA.hy926 mostram valores tendendo a um aumento que já era 

esperado, uma vez que o óxido nítrico produzido pelas células endoteliais está 

intimamente ligado às funções básicas delas.  

Ademais, dois componentes dos hidrogéis representam fatores estimulantes 

para a produção de óxido nítrico nas células endoteliais: a Vitamina D3 e o magnésio. 

Maier et al. (2004) demonstraram que magnésio estimula a produção de óxido nítrico 

nas células endoteliais. Pittarella et al. (2015) concluiu que um possível envolvimento 



154 
 

do óxido nítrico nos efeitos proliferativos e migratórios das células endoteliais pode 

ser induzidos pela Vitamina D. 

 

3.5.4.7. Formação de vasos 

 

O potencial angiogênico dos hidrogéis foi avaliado através do teste de formação 

de tubos. A Figura 53 apresenta imagens das células após 6 horas em contato com 

os eluatos dos Géis. As Figuras 54, 55, 56 e 57 são imagens representativas das 

células após 24 horas em contato com os eluatos dos Géis 1, 2, 3 e 4, 

respectivamente.  

O teste de formação de tubos revelou que, após 6 horas, as células EA.hy926 

alinharam-se formando, o que a literatura chama de conexões celulares (ARANDA; 

OWEN, 2009), onde duas ou mais células endoteliais se alinham em estruturas 

tubulares. Então após 24 horas, o número de tubos formados aumentou, com maior 

quantidade de células conectadas e com estruturas em formato poligonal. No aumento 

de cada imagem ótica é possível ver com maiores detalhes as conexões 

intercelulares, as junções e os tubos formados. Aranda e Owen (2009) mencionam 

que o tempo experimental com EA.hy926 é um pouco arbitrário, e dependendo dos 

meios de cultura e dos fatores angiogênicos do composto, o processo de formação de 

tubos pode ocorrer entre 6 e mais de 20 horas. Em nossos testes, os melhores 

resultados foram após 24 horas. 

O potencial angiogênico não é apontado apenas pela formação de estruturas 

poligonais. Os diversos métodos medem: a formação do tubo, o comprimento dos 

tubos, a área dos capilares, o número de tubos, o número de polígonos formados, a 

organização tridimensional da rede (ARANDA; OWEN, 2009). Este ensaio é um 

método bastante simples e rápido para quantificar o potencial angiogênico de um 

composto, mas não fornece informações sobre o mecanismo específico pelo qual o 

composto realmente afeta o processo de formação de vasos (XIE et al., 2013). Para 

isso novos experimentos são necessários. 

Os resultados mostram potencial angiogênico para todos os hidrogéis. Após a 

contagem do número de tubos formados, observamos que quando comparados ao 

controle, os géis mostraram valores expressivamente maiores (Figura 58). Entre os 

hidrogéis, Gel 3 e 4 apresentaram valores semelhantes, sem diferença estatística 
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significativa. Ambos apresentaram diferença estatística significativa em relação a Gel 

1 e 2 (P < 0,05).  

 

FIGURA 53. Formação de tubos das células endoteliais EA.hy926 com os hidrogéis 
multipoliméricos contendo HA e vitamina D, após 6 horas 

 
Após pré-tratamento com os eluatos dos hidrogéis, as células endoteliais EA.hy926 foram incubadas 
sobre Geltrex por 6 horas para formação de tubos. Os círculos destacam células conectadas e com 

estruturas em formato poligonal.  
Imagens digitais de microscopia ótica foram registradas com magnificação x10. 

Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. Gel 3 – polímeros, 
vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 

FONTE: A autora, 2021. 
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FIGURA 54. Formação de tubo das células endoteliais EA.hy926 com Gel 1, após 24 horas 

 

 
Após pré-tratamento com o eluato do Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp, as células endoteliais 

EA.hy926 foram incubadas sobre Geltrex por 24 horas para formação de tubos. 
Imagens digitais de microscopia ótica foram registradas. Magnificação x10 à esquerda. Recorte de 
áreas destacadas à direita. As setas apontam formação de tubos: células conectadas ou estruturas 

em formato poligonal. 
FONTE: A autora, 2021. 
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FIGURA 55. Formação de tubo das células endoteliais EA.hy926 com Gel 2, após 24 horas. 

 

 
Após pré-tratamento com o eluato do Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%, as células 
endoteliais EA.hy926 foram incubadas sobre Geltrex por 24 horas para formação de tubos. 

Imagens digitais de microscopia ótica foram registradas. Magnificação x10 à esquerda. Recorte de 
áreas destacadas à direita. As setas apontam formação de tubos: células conectadas ou estruturas 

em formato poligonal. 
FONTE: A autora, 2021. 
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FIGURA 56. Formação de tubo das células endoteliais EA.hy926 com Gel 3, após 24 horas. 

 

 
Após pré-tratamento com o eluato do Gel 3 – polímeros, vitamina D e HA-Mg5%, as células 
endoteliais EA.hy926 foram incubadas sobre Geltrex por 24 horas para formação de tubos. 

Imagens digitais de microscopia ótica foram registradas. Magnificação x10 à esquerda. Recorte de 
áreas destacadas à direita. As setas apontam formação de tubos: células conectadas ou estruturas 

em formato poligonal. 
FONTE: A autora, 2021. 
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FIGURA 57. Formação de tubo das células endoteliais EA.hy926 com Gel 4, após 24 horas 

 

 
Após pré-tratamento com o eluato do Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%, as células 
endoteliais EA.hy926 foram incubadas sobre Geltrex por 24 horas para formação de tubos. 

Imagens digitais de microscopia ótica foram registradas. Magnificação x10 à esquerda. Recorte de 
áreas destacadas à direita. As setas apontam formação de tubos: células conectadas ou estruturas 

em formato poligonal. 
FONTE: A autora, 2021. 

 
FIGURA 58. Distribuição do número de tubos formados pelas células endoteliais EA.hy926 em 

contato com eluato dos hidrogéis multipoliméricos contendo HA e vitamina D. 

 

As conexões celulares foram contadas utilizando o software ImageJ e analisadas no software Origin 
7.0. *** P < 0,001. Gel 1 – polímeros, vitamina D e HAp. Gel 2 – polímeros, vitamina D e HA-Mg2,5%. 

Gel 3 – polímeros, vitamina D e HA-Mg5%. Gel 4 – polímeros, vitamina D e HA-Mg10%. 
FONTE: A autora, 2021. 
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A formação de novos vasos envolve uma série de eventos programados. 

Sinalização e liberação de fatores de crescimento de vasos, ativação das células 

endoteliais, produção de óxido nítrico, liberação de enzimas, migração e proliferação 

das células endoteliais e formação do lúmen para início da formação de novos vasos 

(GERRITSEN, 2001). Analisando os resultados obtidos, os hidrogéis desenvolvidos, 

com destaque para o Gel 4, foram capazes de aumentar a produção do óxido nítrico, 

induzir aderência e proliferação celular e a formação de estruturas tubulares, sem 

apresentar toxicidade. Isso demonstra que foi atingida uma sequência dentro do 

processo de angiogênese, embora testes complementares ainda sejam necessários. 

Os componentes poliméricos dos hidrogéis desenvolvidos podem não 

apresentar atividade pro-angiogênica isoladamente, mas a associação deles em 

combinação com as nanopartículas de HA e a vitamina D demonstraram este 

potencial. Os polímeros, por serem biocompatíveis, biodegradáveis, e oferecerem 

estrutura para aderência e proliferação celular, por si só, já representam excelentes 

escolhas como base do material.   

A presença da HA, pura e substituída com magnésio, e da Vitamina D trazem 

ao material, além da atividade angiogênica, a atividade osteogênica. Wong et al. 

(2014) demonstraram que a Vitamina D3 promoveu a regeneração do endotélio 

vascular, induzindo o processo angiogênico de proliferação e migração celular. 

Pittarella et al. (2015) demonstraram que a Vitamina D atua na proliferação e migração 

das células endoteliais. Bose et al. (2013) relatam a capacidade angiogênica do 

magnésio in vitro. Maier et al. (2004) apresentam a importância do magnésio para a 

angiogênese e como ele modula o comportamento celular das células endoteliais. 
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3.6. Resumo dos Resultados 

 

 O método de co-precipitação em baixa temperatura foi efetivo para síntese das 

HA e resultou em partículas de dimensões nanométricas.  

 As análises de difração de raios-X e FTIR demonstraram que a presença do 

magnésio alterou os parâmetros da rede cristalina das HA sintetizadas e baixa 

cristalinidade. 

 As HA não apresentaram citotoxicidade, demostraram significativa 

biocompatibilidade e promoveram a proliferação de fibroblastos, osteoblastos 

e células endoteliais.  

 Os hidrogéis desenvolvidos demonstraram estabilidade térmica similar e a 

incorporação dos componentes na formulação.  

 As imagens de MEV mostraram morfologia de superfície irregular e poros 

arredondados com tamanho médio entre 22-109 µm. Na presença de fluido 

corporal artificial, os hidrogéis foram capazes de formar a camada de apatita 

sobre a superfície. Os testes de pH demonstraram que o pH ficou 

moderadamente alcalino.  

 Os testes de liberação de íons demonstraram um perfil de liberação continuada 

tanto de Ca2+ quanto Mg2+.  

 Os hidrogéis contendo hidroxiapatita pura (Gel 1) e hidroxiapatita substituída 

com 10% de magnésio (Gel 4) apresentaram maior capacidade de Swelling. 

No teste de biodegradação, houve alto grau de Swelling e após 28 dias, o 

hidrogel contendo hidroxiapatita substituída com 5% de magnésio (Gel 3) foi o 

que sofreu maior degradação.  

 Nos testes biológicos, os hidrogéis demonstraram citocompatibilidade quando 

testados com L929, MC3T3 e EA.hy926.  

 Os hidrogéis foram capazes de induzir maior aderência e proliferação celular 

de MC3T3 e EA.hy926. Nos testes in vitro foi possível observar aderência de 

mais de 90% das células após 4 horas de semeadura, para ambas as células. 

As imagens de MEV mostram as células aderidas à superfície dos hidrogéis. 

Nas micrografias contendo EA.hy926, é possível visualizar estruturas 

semelhantes a microvasos, indicando que os hidrogéis podem induzir o 

comportamento de formação de vasos. 
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 Os hidrogéis aumentaram a expressão do óxido nítrico em EA.hy926, indicando 

uma maior possibilidade de indução de proliferação e migração celular para 

formação vascular. Em MC3T3, o aumento da produção de óxido nítrico 

também foi visualizado.  

 As MC3T3 na presença dos hidrogéis formaram nódulos de mineralização e 

tiveram aumento na produção da fosfatase alcalina, principalmente no hidrogel 

contendo hidroxiapatita substituída com 10% de magnésio (Gel 4).  

 Nos testes de formação de tubos, foi possível identificar estruturas tubulares e 

formatos poligonais característicos da formação de tubos, indicando que os 

hidrogéis conseguiram induzir o comportamento de formação de vasos. 

 

A tabela 14 mostra de forma resumida quais hidrogéis apresentaram os 

melhores resultados em cada experimento. Observando os dados da tabela, o 

hidrogel mais promissor e com perspectiva para continuação dos estudos é o Gel 4 

(polímeros, vitamina D e HA-10%). 

 

Tabela 14. Os melhores resultados de cada experimento  
 

Testes Hidrogéis  
Gel 1 Gel 2 Gel 3 Gel 4 

pH         
Swelling      
Biodegradação in vitro      
Formação de apatita      
Citotoxicidade      
Aderência celular         
Proliferação celular      
Fosfatase alcalina        
Mineralização por Von Kossa         
Concentração de óxido nítrico       
Formação de vasos      

FONTE: A autora, 2021. 
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3.7. Conclusão e Perspectivas futuras 

 

Os hidrogéis desenvolvidos demonstraram efeito sinérgico entre os polímeros 

de sua matriz e a associação destes polímeros (quitosana, carboximetilcelulose, 

gelatina e álcool polivinílico) com à biocerâmica hidroxiapatita (pura e substituída com 

magnésio) e a vitamina D resultou em um biomaterial que estimulou aderência e 

proliferação celular, formação nódulos de mineralização e aumento na produção da 

fosfatase alcalina nos osteoblastos, e aumentou a produção do óxido nítrico, induziu 

aderência e proliferação celular e a formação de estruturas tubulares em células 

endoteliais. 

Em função dos resultados obtidos nesse trabalho, concluiu-se que os hidrogéis 

apresentam potencial osteogênico e pró-angiogênico. Contudo um aprofundamento 

nos testes pode trazer novas perspectivas.  

Devido ao período de quarentena, alguns ensaios, que estavam previstos no 

cronograma de desenvolvimento desse trabalho, não puderam ser realizados ainda. 

Dessa forma, como perspectivas futuras, os hidrogéis devem ter seus perfis de 

viscosidade e comportamento reológico avaliado. A avaliação da atividade 

osteogênica do biomaterial poderia ser complementada por testes in vitro como a 

produção de colágeno, a coloração Alizarin Red para avaliação mineralização e a 

expressão de marcadores moleculares de mineralização. Um estudo in vivo dos 

hidrogéis também seria importante para acompanhar histologicamente o processo de 

regeneração tecidual e avaliar as respostas. A avaliação da atividade pró-angiogênica 

poderia ser complementada pelo teste ex vivo do anel aórtico para avaliar se os 

hidrogéis tem capacidade de induzir brotamento de microvasos e por ensaios in vivo 

para avaliar histologicamente a capacidade de indução da formação de vasos dentro 

do tecido ósseo. 
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