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1. Introdução 
 

No brasil, as doenças não transmissíveis que mais causam óbito são, as 

doenças cardiovasculares, câncer, respiratórias crônicas e diabetes [1]. Dentro do 

escopo das doenças cardíacas existem aquelas que afetam as válvulas mitrais e 

artéria coronária. Em alguns casos, a solução viável para reverter os problemas 

decorrentes dessas enfermidades cardíacas é a sua substituição por válvulas 

biocompatíveis de origem animal, como as válvulas mitrais de suínos ou de bovinos, 

ou implantes sintéticos [2]. Implantes sintéticos como os de válvula de folha dupla, 

válvulas de gaiola e as válvulas biológicas são bons exemplos dos tipos de implantes 

usados para o combate de doenças cardíacas. Grande parte das válvulas biológicas, 

as quais são as mais utilizadas atualmente, contém em sua composição uma grande 

quantidade de colágeno [3,4]. 

O colágeno do nosso organismo age como uma grande matriz polimérica 

quelante de íons metálicos presentes nos fluidos corporais, principalmente o cálcio,  

que em associação ao fosfato presente no ambiente sanguíneo, tendem a precipitar 

hidroxiapatita, espécie química constituinte da principal fase mineral dos ossos. 

Quando a hidroxiapatita é formada no processo natural da calcificação dos tecidos  

duros do corpo humano, diz-se que esse processo é um processo não patológico de 

biomineralização [5]. Essa característica do colágeno faz com que os implantes que 

o contém estejam sempre propensos a induzirem um processo de mineralização em 

sua superfície. Portanto, embora o uso desses implantes de origem natural seja uma 

solução viável para o problema, muitos pacientes voltam a ter problemas por conta 

do surgimento de nova calcificação sobre suas superfícies [6]. Nesses casos em que 

hidroxiapatita é formada num ambiente fora dos tecidos duros do corpo humano, 

tem-se um processo patológico de mineralização e que precisa ser combatido. 

O combate ao processo de mineralização patológica vem sendo foco de 

pesquisas no mundo inteiro. As duas frentes mais importantes de combate são: a) 



o desenvolvimento e uso de diferentes tipos de materiais para implantes que sejam 

biocompatíveis e que por si só evitem a mineralização [7] e b) o teste de diferentes  

tipos de inibidores de calcificação [8]. Estes inibidores, quando em contato com a 

corrente sanguínea, agem como quelante de íons Ca2+, competindo com o colágeno 

nesse aspecto, diminuindo assim esse processo de calcificação [9]. 

O estudo desses inibidores é comumente feito in vivo, em espécies animais 

como ratos, coelhos e ovelhas [8–10]. Uma nova abordagem para este tipo de 

estudo também tem sido aplicada, como o uso de inibidores diretamente em contato 

com os materiais promotores da biomineralização, quando em ambiente contendo 

cálcio e fosfato iônicos. Isso possibilita o estudo do mecanismo de inibição dessas  

substancias sobre o crescimento dos cristais de hidroxiapatita [5], sendo muito eficaz 

como uma rota de estudo in vitro para possíveis agentes inibidores. 

Com a descoberta dos vidros bioativos por Hench em 1968, foram abertas 

portas para tratamento de patologias ósseas em geral, devido a sua 

biocompatibilidade e grande capacidade de atrair íons de cálcio induzindo as 

formações dos fosfatos de cálcio na sua estrutura, facilitando assim a regeneração 

da matriz óssea. A bioatividade desses vidros advém da dissolução de íons tais 

como cálcio e fosfato, em ambientes supersaturados, promovendo a precipitação 

de hidroxiapatita no mesmo [11]. Essa eficácia no auxílio do crescimento de 

hidroxiapatita em ambientes ricos em íons cálcio e fosfato torna os vidros bioativos  

promotores natos da biomineralização, podendo assim agir como potenciais 

modelos in vitro para o estudo de substâncias capazes de inibir esse processo. No 

entanto, para validar a eficácia do uso de vidros bioativos como modelos para 

estudos de inibidores, seria preciso utilizar inibidores já conhecidos de forma a se 

estudar os mecanismos de bloqueio sobre o vidro. 

Existem várias substâncias conhecidas de eficácia comprovada no combate 

da biomineralização em implantes, como a heparina, com testes extensos realizados 

em animais [8], bem como o magnésio se mostrando também eficaz quando se 

tratando de inibir a calcificação em válvulas aórticas [12]. Uma vez que estes 

inibidores acima citados tiveram suas eficácias comprovadas, eles podem ser 

utilizados para testar os seus mecanismos de bloqueio sobre a bioatividade de 

superfície desses vidros, definindo uma potencial plataforma in vitro para o estudo 



da mineralização. 



2. Objetivos 

 
Geral 

Utilização de um vidro bioativo como modelo in vitro para se estudar o efeito 

inibidor da heparina e de íons magnésio no processo de formação de hidroxiapatita 

em ambiente indutor de mineralização baseado no vidro bioativo 58S e, 

posteriormente a esses estudos, comparar os resultados dessa ação inibitória com 

aqueles observados em estudos in vivo na literatura. 

 
Específico 

• Explorar o efeito de inibidores conhecidos sobre a mineralização de 

hidroxiapatita, como a heparina e íons Mg2+ numa plataforma in vitro de vidro bioativo; 

• Observar através dos resultados obtidos a viabilidade do uso do vidro bioativo 

como plataforma in vitro para o estudo de inibidores de biomineralização. 



 

3. Metodologia 

 
3.1 Síntese do vidro bioativo 

 
Um vidro bioativo do tipo 58S de composição 60%SiO2•36%CaO•4%P2O5 (% 

em mol), com mecanismos de biomineralização amplamente estudados na literatura 

[12], foi usado como modelo para se estudar o efeito inibidor do Mg2+ e da heparina. 

O vidro foi obtido via rota sol-gel e consistiu na adição de 22,7 mL do 

tetraetilortosilicato (TEOS, Si(OC2H5)4) em 4,5 mL do trietilfosfato (TEP, 

OP(OC2H5)3), e de 13,3100 g do nitrato de cálcio tetra-hidratado (Ca(NO3)2.4H2O) 

juntos a 48,7 mL de ácido nítrico (HNO3, 0,1 mol.L-1). A solução resultante foi 

colocada em agitação por 2 h e 45 minutos em temperatura ambiente. Ao fim da 

agitação, a solução (sol) foi armazenada em placas de Petri por 9 dias em 

temperatura ambiente para permitir a formação do gel. Posterior ao processo de 

gelificação, as amostras foram colocadas em estufa para secagem na seguinte 

ordem: 60ºC por 48 h e 120ºC por 72 h. Após o período de secagem, as amostras  

foram moídas em um almofariz e peneiradas malha 80 mesh (0,177 mm) para a 

obtenção do pó. O pó resultante foi calcinado a 700ºC em forno 7013 JUNG 1300C 

por 60 min sob uma taxa de aquecimento de 10ºC/min. Após calcinação, as 

amostras foram armazenadas em ambiente seco para posteriores caracterizações. 

Para que fosse possível um estudo de reprodutibilidade da obtenção do biovidro, a 

síntese foi realizada em triplicata no Laboratório de Biomateriais do Departamento 

de Ciência e Engenharia de Materiais da UFS. 

3.2. Preparação da solução indutora de mineralização 

 
A solução indutora de mineralização foi constituída de duas soluções 

diferentes as quais identificamos como solução A (fonte de cálcio) e solução B (fonte 

de fosfato). 

3.2.1 Solução A (Fonte de Cálcio) 

 
Uma solução rica em cálcio contendo 0,3301 g de CaCl2, 7.3048 g de NaCl, 

e 6.0568 g de Tris foi preparada dissolvendo os reagentes citados em água 

ultrapura. Posteriormente, a solução teve seu pH ajustado para 7,4 pela adição de 

HCl (1,0 mol.L-1), sendo em seguida armazenada em frasco vedado a 8ºC. 



 
 

 

3.2.2 Solução B (Fonte de Fosfato) 

 
Uma solução rica em fosfato contendo 1,3488 g de Na2HPO4, 7,3048 g de 

NaCl, e 6,0568g de Tris foi preparada dissolvendo os reagentes citados em água 

ultrapura. Posteriormente, a solução teve seu pH ajustado para 7,4 pela adição de 

HCl (1,0 mol.L-1), sendo em seguida armazenada em frasco vedado a 8ºC. 

3.3 Caracterizações dos vidros obtidos 

 
3.3.1 Fluorescência de raios-X por Dispersão de Comprimento de Onda 

 
A composição do material sintetizado foi analisada por meio de fluorescência 

de raios X em um equipamento Shimadzu XRF-1800 (tubo Rh - 4,0 kW) do 

Laboratório de Fluorescência de Raios X do CLGeo/UFS, sob uma tensão de 30 kV 

e corrente de 60 mA equipado com um detector de frequência proporcional e os 

seguintes cristais de análise: CaO (LIF), P2O5 (Ge) e SiO2 (PET). 

3.3.2 Análises térmicas 

 
As propriedades térmicas da amostra foram analisadas por meio de análise 

termogravimétrica (TGA) usando um equipamento STA 449 F3 Jupiter (Netsch), as  

análises foram realizadas no material pós síntese com aproximadamente 60 mg de 

amostra em forma de pó numa atmosfera de N2 com a taxa de fluxo de 50 mL/min. 

As amostras foram aquecidas em um cadinho de platina a uma taxa de aquecimento 

de 10°C.min partindo da temperatura ambiente até 1100°C. 

As amostras foram analisadas por meio de calorimetria exploratória 

diferencial (DSC) usando um equipamento NETZSCH DSC 404, no Laboratório de 

Materiais Vítreos da UFSCar, as análises foram realizadas no material pós síntese 

com aproximadamente 12 mg de amostra em forma de pó. As amostras foram 

aquecidas em um cadinho de platina a uma taxa de aquecimento de 10°C/min 

partindo da temperatura ambiente até 1200°C. 



 
 
 
 

 

3.3.3 Difratometria de Raios X (DRX) 

 
O pó da amostra foi por DRX sob corrente de 40 kV e 30 mA, respectivamente 

na faixa de 10º < 2θ < 60º em intervalo de 2 s e passo de 0,02º, as difrações foram 

obtidas em um difratômetro Shimadzu (XRD 6000) do Laboratório de Técnicas de 

Raios X do Departamento de Ciência e Engenharia de Materiais da UFS. 

3.3.4 Área de superfície 

 
Com o objetivo de identificar a área de superfície e o volume dos poros da 

amostra e, consequentemente, a sua capacidade de adsorção e reatividade com as 

substâncias, o ensaio de porosimetria gasosa foi realizado. Cerca de 0,500 g de 

uma amostra de vidro bioativo sintetizado foi pré-tratada a 150ºC sob vácuo por 1 h 

e 30 min. As análises foram através da adsorção e desorção de N2 a 77K em um 

equipamento Quantachrome modelo NOVA-2000 realizadas no Laboratório de 

Ciência e Tecnologia de Materiais Cerâmicos do departamento de Ciências e 

Engenharia de materiais da universidade federal de Sergipe. As isotermas de 

adsorção e dessorção de N2 foram obtidas na faixa de P/Po variando de 0,05 a 0,99 

com 30 pontos. A área superficial foi calculada pelo Método Brunauer-Emmett-Teller 

(BET). O volume de poros foi calculado pelo método Barrett-Joyner-Halenda (BJH). 

Todos os ensaios foram realizados no Laboratório de Tecnologias Cerâmicas do 

Departamento de Ciência e Engenharia de Materiais da UFS. 

 
 
 

 
3.4 Ensaios de biomineralização 

 
200 mL da solução A (fonte de Ca2+) e 200 mL da solução B (fonte de PO4

3-) 

foram misturadas imediatamente antes da adição de 400 mg do vidro bioativo. O 

sistema foi mantido em agitação a 2500 rpm durante 2 h e 24 h. Após esse período, 

a solução foi lavada duas vezes com água ultrapura, duas vezes com álcool 

isopropílico e centrifugada para interromper a biomineralização. Posteriormente, o 

vidro bioativo foi armazenado para posterior caracterização. 



3.4.1 Ensaios de biomineralização na presença da heparina 

 
Os ensaios de biomineralização da presença da heparina se seguiu a partir  

do mesmo procedimento registrado no tópico 3.4. No momento da adição do vidro 

bioativo foi adicionado também a heparina em três concentrações sendo elas 5 

µmol.L-1,115 µmol.L-1 e 230 µmol.L-1. 

 

 
3.4.2 Ensaios de biomineralização na presença Mg2+

 

 
Os ensaios de biomineralização na presença do magnésio seguiu o mesmo 

procedimento registrado no tópico 3.4 onde junto a adição do vidro bioativo foi  

adicionado também duas concentrações distintas para o magnésio, sendo elas 

respectivamente 0,425 µmol.L-1 e 0,85 µmol.L-1. 

3.5 Difratometria de Raios X (DRX) 

 
O pó da amostra após o ensaio de indução foi analisado por DRX sob 

corrente de 40 kV e 30 mA, respectivamente na faixa de 10º < 2θ < 60º em intervalo 

de 2 s para cada amostra e passo de 0,02º, as difrações foram obtidas em um 

difratômetro Shimadzu (XRD 6000) do Laboratório de Técnicas de Raios X do 

Departamento de Ciência e Engenharia de Materiais da UFS. 

 
 

4. Resultados e Discussões 

 
4.1 Composição 

 
A composição do material produzido foi analisada através da técnica de 

fluorescência de raios X a qual determina a presença dos elementos constituintes 

na forma dos seus óxidos principais contidos na amostra. Como pode ser observado 

na Tabela 1, os valores experimentais obtidos pela síntese em laboratório se 

aproximam dos valores teóricos de composição, resultados esses que se assemelha 

a amostras de vidro bioativo previamente observadas na literatura [12]. 



 
 

Amostra 
   Composição (mol%)                       

SiO2  P2O5 CaO 

Composição 
60

 
57,56 

4 
2,97 

36 
39,47 

 

Tabela 1: Representação da composição da amostra produzida. 

 
 
 
 

4.2 Análises térmicas 

 
As análises térmicas a partir de TGA mostraram que existem dois eventos 

significativas de perda de massa. O primeiro ocorre entre 70°C e 200°C, o que 

equivale à aproximadamente 10% de perda da massa total do material. Essa perda 

refere-se à evaporação de água fisicamente adsorvida e álcool na estrutura do gel. 

Que após as análises de DSC no mesmo período de temperatura é possível 

observar um processo endotérmico típico. O segundo evento de perda significativa 

de massa ocorre entre 200°C e 400°C. Esse evento caracteriza a decomposição de 

nitratos presentes no vidro até então. Bem como a perda de água estrutural pela 

policondensação de grupos silanóis ocasionando assim numa perda de 

aproximadamente 30% de massa [13]. 
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Figura 1: Análises de TGA e DSC apresentando as regiões de perda de 

massa do material sintetizado. Indicação das áreas de perda de massa: □ 

 
 

4.3 Estrutura do vidro bioativo 

 
 

 
A estrutura do vidro produzido foi analisada por meio de difração de raios X 

para confirmar a inexistência de fases cristalinas [12], ou seja, a preservação do 

caráter amorfo das amostras. De fato, a difração do material sintetizado mostra um 

material com uma fase amorfa relevante, atendendo assim as características 

primárias de um material vítreo. 
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4.4 Área de superfície 

 
Os resultados de área de superfície e volume de poros foram obtidos através 

do método de BJH, o qual é eficaz para gerar uma estimativa da estrutura dos poros 

quando os mesmos se encontram com raios relativamente maiores que 1 nm [14], o 

que é o caso no material sintetizado. 

Através da observação das curvas de adsorção e dessorção é possível  

observar a presença de uma curva de histerese, bem como a mesma apresenta 

características de matérias que contem mesoporos, indicando também uma 

distribuição irregular de poros [15]. 
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Figura 3: Isoterma de adsorção e dessorção do material sintetizado. 
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Amostra 

 
Área de superfície 

m²/g 

BJH 

Volume de poro 
cm³/g 

 
Raio de poro 

Å 
 

Vidro bioativo 47,6 ± 2,1 0,224 ± 0,001 23,1 ± 2,7 
 

 

Tabela 2: Tabela de área de superfície, volume e raio de poros do material 

sintetizado. 
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4.5 Testes de inibição com a heparina 

 
Após 2 h de imersão na solução indutora, um pico de baixa intensidade que 

corresponde ao plano (2 1 1) da HA foi observado em todas as amostras. Indicando 

que até duas horas a inibição não parece acontecer de maneira significativa 

conforme a concentração de heparina é aumentada em solução. No entanto, após 

24 h de imersão a amostra imersa em solução indutora sem a presença de heparina 

apresentou picos bastante intensos relativos à HA tanto no plano (0 0 2) quanto no 

plano (2 1 1). Podendo indicar que o aumento da quantidade de heparina na solução 

levou a uma diminuição gradual da intensidade dos picos referentes à HA. 
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Figura 4: Padrões de difração dos vidros bioativos após imersão por 2 h (A) 

e 24 h (B) na solução indutora de biomineralização contendo 0, 5, 115 e 230 

µmol.L-1. Identificação dos picos: Hidroxiapatita (⯌) 
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realizados para as diferentes concentrações cálculos com base na intensidade 

relativa dos picos através da seguinte função 𝐼𝑟 = 
𝐼0 −𝐼𝑓 

𝑥 100%   sendo I0 a 
𝐼1 

intensidade da base, If a intensidade do pico e I1 a intensidade dos picos das 

amostras que não foram expostas ao inibidor. Tendo seus resultados apresentados 

na figura 5. 
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Figura 5: Razões percentuais entre as intensidades dos planos (0 0 2) e (2 1 

1) das diferentes concentrações de heparina, relativas à mesma razão obtida da 

amostra controle (0,0). 

 
Com base nos cálculos realizados é possível identificar para as amostras com 

24h de exposição é possível observar valores de inibição maiores para ambos os  

planos e concentrações. Quando observados o valores obtidos para o plano (2 1 1) 

para a concentração de 5 µmol.L-1 observa-se uma inibição de 10,9%, para a 

amostra de 115 µmol.L-1 uma inibição de 24,8% e para a amostra de 230 µmol.L-1 é 

possível observar uma inibição de 44,5%. Já no plano (0 0 2) para o mesmo período 

é possível observar para a concentração de 5 µmol.L-1 uma inibição de 21,2%, para 

a concentração de 115 µmol.L-1 uma inibição de 31,3% e para a concentração de 

230 µmol.L-1 é possível observar uma inibição de 39,3% de inibição. 
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4.6 Testes de inibição com o Mg2+
 

 
Após 2 h de imersão na solução indutora, um pico de baixa intensidade que 

corresponde ao plano (2 1 1) da HA foi observado em todas as amostras. Indicando 

que até duas horas a inibição não parece acontecer de maneira significativa 

conforme a concentração de Mg2+ é aumentada em solução. No entanto, após 24 h 

de imersão a amostra imersa em solução indutora sem a presença de Mg2+ 

apresentou picos bastante intensos relativos à HA tanto no plano (0 0 2) quanto no 

plano (2 1 1). Podendo indicar que o aumento da quantidade de Mg2+ na solução 

levou a uma diminuição gradual da intensidade dos picos referentes à HA. 
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Figura 6: Padrões de difração dos vidros bioativos após imersão por 2 h (A) 

e 24 h (B) na solução indutora de biomineralização contendo 0, 0.425 e 0.850 

µmol.L-1.Identificação dos picos: Hidroxiapatita (⯌) 
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eles o (0 0 2) e o (2 1 1) como apresentados na figura 7. 
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Figura 7: Razões percentuais entre as intensidades dos planos (0 0 2) e (2 1 

1) das diferentes concentrações de Mg2+, relativas à mesma razão obtida da 

amostra controle (0,0). 

 
É possível identificar para as amostras com 24h de exposição no plano (2 1 
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5. Conclusões 

 
Os resultados mostram que a heparina age na inibição com maior influência 

no plano cristalino (0 0 2) bem como apresenta uma maior inibição com maiores 

concentrações. Já para o Mg2+ é possível observar uma maior influência de inibição 

no plano (2 1 1) também aumentando conforme a concentração aumenta. Esses 

resultados mostram que o vidro sintetizado pode ser utilizado como plataforma para 

estudo de inibidores de mineralização. 



6. Perspectivas de futuros trabalhos 

 
• Através de imagens de microscópio de transmissão eletrônica, estudar as 

características dos cristais formados. 

• Realizar o refinamento de dados para aprofundamento no estudo dos 

mecanismos de inibição nos planos cristalinos da hidroxiapatita. 
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8. Outras atividades 

 
• Capacitação em análises de área de superfície. 

 
• Participação na elaboração de um artigo científico junto ao grupo de 

pesquisa. 
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