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RESUMO

A matriz 6ssea € um nanocompésito formado basicamente de fosfato de célcio
(70% m) e colageno (30% m), responsavel pela resisténcia mecénica dos 0ssos, e,
portanto, pela funcdo mais importante do esqueleto. A perda de qualidade de vida que
pode ser causada por enfermidades e traumas dos 0ssos aumenta a importancia em
estudar e compreender este material fantastico. O crescimento da expectativa de vida
da populagdo torna mais comum os problemas com os o0ssos. Desta forma,
entendermos as caracteristicas e propriedades dos 0ss0s, ou seja, conhecé-las melhor,
pode contribuir para a solugdo destes problemas.

Neste trabalho nos propusemos a estudar a influéncia de matrizes de colageno
tipo | no processo de mineralizacao de fosfato de célcio no interior delas.

Pela permeagdo de vapor de aménia em solugbes de colageno em pH 2
contendo fons Ca** e H,POy, foram obtidos géis de colageno que foram estruturados,
simultaneamente com a formacdo de fosfato de célcio em seu interior. Além do
colageno estruturado, sob condi¢cdes especiais, foram obtidas fibras (fibrilogénese) de
colageno, mineralizadas pela precipitacdo de fosfato de calcio.

Para avaliar a influéncia de uma matriz de coldgeno anisotropica sobre a
organizacao das particulas de fosfato de calcio, fibras in natura de colageno foram
parcialmente intumescidas em solugdo de fons Ca?** e H,PO, em pH 48 e
mineralizadas pela permeacao de aménia gasosa.

Os resultados deste trabalho mostraram que: matrizes de colageno que sofrem
estruturacdo simultaneamente com a formacédo de particulas de fosfato de calcio
alteram a morfologia destas particulas nucleadas e crescidas no seu interior. Quando a
estruturacao resulta em fibrilogénese, além da morfologia, observa-se um efeito de
orientacdo sobre as particulas formadas.

O colageno interage tanto com os ions célcio dispersos no gel, antes da
estruturacdo, como com as particulas de fosfato de calcio, estabilizando o gel. A
morfologia, cristalinidade e tamanho de cristalitos das particulas formadas nos géis
estruturados sdo semelhantes as observadas para as particulas de fosfato de calcio
que constituem a matriz inorganica dos 0ssos.

O método proposto para precipitacao de fosfato de célcio em meio a matriz de
colageno é inovador e tem potencial para produgdo de biomaterial sintético de boa
qualidade em condigcdes de assepsia, que apresenta similaridades com diversas
propriedades observadas para a matriz éssea.
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ABSTRACT

Bone matrix is a nanocomposite basically formed by calcium phosphate (70% wt)
and collagen (30% wt), which is responsible for bone mechanical resistance, and
therefore, for the most important function of the skeleton. The life quality loss that can be
caused by diseases and injuries of bones increases the importance of studing and
understanding this amazing material. With the growth of the population life expectancy
the problems with bones become more common. Thus, to understand these diseases
and to learn more about bone’s characteristics may contribute to solving these
problems.

In this work we have studied the influences of collagen matrices of type | in the
mineralization of calcium phosphate within the collagen.

Through permeation of gaseous ammonia in the collagen solutions containing
Ca® * and H,POy4 ions in pH 2, structured collagen gels were obtained, while the
precipitation of calcium phosphate occured inside the gels. Besides the collagen
structured, under special conditions, collagen fibers (fibrilogenese) were obtained while
(simultaneously) calcium phosphate precipitation mineralized these fibers.

To assess the influence of an anisotropic collagen matrix on the organization of
particles of calcium phosphate, collagen fibers in natura were partially solubilized after
soaked in a solution with Ca®* and H,POy ions, in pH 4.8 and mineralization was carried
out by adsorption of gaseous ammonia,

The results of this study showed that the collagen matrix that undergoes structure
organization while (simultaneously) calcium phosphate particles are formed changes the
morphology of the particles nucleated and grown inside the matrix. When the structure
results in fibrilogenese, besides the morphology, there is an orientation effect on the
formed particles.

The collagen interacts with both calcium ions dispersed in the gel, before the
structuring, and the particles of calcium phosphate, stabilizing the gel. The morphology,
crystallinity and particle size of crystallites formed in structured gels are similar to the
calcium phosphate particles observed, which are present in the inorganic matrix of bone.

The proposed method for precipitation of calcium phosphate in the middle / within
of the collagen matrix is innovative and has the potential to produce good quality
synthetic biomaterial in conditions of asepsis, which has similarities with several
properties observed for the bone matrix.
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1 - Introducao.

Fosfatos de célcio sdo provavelmente uma das substancias inorganicas
mais estudadas no mundo, pois estdo presentes em muitos compostos como:
fertilizantes, medicamentos e, especialmente, por serem essenciais para a vida
dos vertebrados, constituindo a matriz inorganica dos 0ssos.

Nao ha duvida de que a relevancia principal dos fosfatos de calcio é
compor a matriz inorganica do compésito que forma a matriz 6ssea, responsavel
pela estrutura do esqueleto dos vertebrados.

A descoberta da composicdao da parte inorganica dos tecidos duros
formadores dos 0ssos, feita por De Jong em 1926, contribuiu para desencadear o
crescimento do estudo sobre fosfatos de calcio e a maneira como sédo produzidos
nos sistemas bioldgicos. ! ' ¢2

O organismo dos vertebrados produz tecidos (bio) mineralizados, como
0ssos € dentes que apresentam propriedades mecéanicas e funcionalidades
estruturais especificas e ilustram a beleza e complexidade dos materiais
bioldgicos I,

No caso especifico dos ossos e dentes, os tecidos biomineralizados séo
considerados como biocompédsitos e nanocompdsitos, uma vez que 0S
componentes estdo em escala nanométrica e sdo produzidos por organismos
vivos, formados por uma matriz organizada de colageno, impregnada
(mineralizada) com cristais de fosfato de calcio orientados sobre ela. 2%

Infelizmente, os vertebrados, e em particular o Homem, sdo suscetiveis a
apresentarem problemas de vérias naturezas com relacdo a estrutura da matriz
O0ssea. Traumas, fraturas, acidentes e doencas (osteoporose como a mais
conhecida), causam danos graves a matriz dos 0ssos e prejudicam seriamente a
qualidade de vida das vitimas em qualquer periodo da vida.

Com isso, o estudo dos fosfatos de calcio, do colageno e da
biomineralizagdo se torna de fato, alvo de interesse da comunidade cientifica, j&

que estes materiais formam a base da matriz 6ssea e conhecé-los melhor pode



contribuir para a solucdo destes problemas pela substituicdo e reconstituicao
6ssea .

Como se nao bastasse, nos ultimos anos o numero de casos envolvendo
enfermidades com o tecido ésseo aumentou por motivos diversos, mas que estao
associados a vida moderna nas grandes cidades e ao aumento da expectativa de
vida da populagdo em todo o mundo. ¥ Juntamente com os problemas, cresce o
namero de cirurgias de implantes totais ou parciais, usando as técnicas
disponiveis e bem sucedidas [, por outro lado, cresce também, a procura por
novas terapias envolvendo o tratamento 6sseo.

Nao ha dados estatisticos no Brasil, mas a titulo de contextualizacao,
apenas nos Estados Unidos e Europa, estima-se que 500 mil casos de cirurgias,
envolvendo colocacédo de préteses e reparos na estrutura 0ssea, realizadas em
2005, das quais em média 15% usaram material sintético. No ano de 2002, o
mercado de préteses dsseas vendeu aproximadamente 1,16 milhdes de ddlares,
com cifras que dobraram até 2006. [ Estima-se que, anualmente, séo realizadas
mais de dois milhées de cirurgias ortopédicas, nas quais se colhe material de
algum outro lugar do corpo, o que chamamos de substituicdo autéloga (auto-
enxerto). @

Em fungédo das dificuldades na obtencédo de fontes naturais abundantes,
seguras € menos invasivas ou traumaticas (auto-enxerto) para material de
implante, surgiu como grande opcéao a partir de 1960-1970 a utilizacao e producéo
mais efetiva de materiais sintéticos de qualidade para tal finalidade. * &

Dentre as tentativas mais recentes e com certo sucesso, foram usados
diversos materiais: cronologicamente, metélicos, ceramicos, poliméricos, hibridos
de materiais organicos/metalicos e compdsitos Inorganicos/organicos.

Atualmente, ha uma busca mais intensa voltada a utilizacdo de materiais
que unam mais propriedades desejadas para a substituicio 6ssea. [ Propriedades
como  funcionalidade  adequada, biocompatibilidade, osteointegracao,
osteocondugdo, osteoinducdo e possivelmente regeneracdo 6ssea. Neste foco
estao os estudos sobre engenharia de tecidos. !



Um trabalho de revisdo extenso e informativo em biomateriais baseados em
hidroxiapatita sugere que o nanocompoésito HAp/Colageno é provavelmente o
sistema com a maior potencialidade para substituicdo déssea ou terapias
regenerativas. ¥

As caracteristicas que resultam nesta potencialidade sado a
biocompatibilidade, a bioatividade, a similaridade quimica com a HAp, além da
associacado do colageno, que aumenta a similaridade quimica e estrutural do
compdsito com 0s 0ssos e o torna ainda mais osteocondutivo, biocompativel,
biodegradavel, nao téxico e de baixa imunogenicidade, fatos que, por si so, ja
justificam as pesquisas e a exploracdo do nanocompdsito HAp/Colageno. ['%

O objetivo desta Dissertacdo nao foi o de preparar ou trabalhar com
enxertos e substitutos 6sseos e sim com o processo de mineralizagdo da matriz de
colageno com fosfato de calcio.

A maior parte dos trabalhos sobre mineralizacdo de colageno deseja
apenas preparar um material com propriedades de substituinte da matriz 6ssea.
Pouco se faz para entender os mecanismos de mineralizagdo da matriz. Os
materiais preparados sdo em grande maioria uma mistura de um p6é de HAp e
colageno dissolvido ou fibroso, formando uma pasta que pode ser usada em
ensaios in vivo.

Também se prepara, com grande freqUéncia, misturas de uma solucéo
contendo ions PO,* e uma contendo fons Ca?* em meio basico, que se difundem
por lados opostos através de membranas ou géis de colageno e precipitam apdés
alguns dias, por estarem em situacéo de supersaturacéo.!'?

Muitos trabalhos recorrem a métodos de precipitacdo em sistemas
heterogéneos. Sabe-se que para enxertos 0sseos, €& necessaria uma
mineralizacdo homogénea. ['°

O primeiro procedimento que tentou uma precipitagdo mais homogénea foi
realizado por Bradt et al " que dissolveu o colageno em meio acido contendo fons
Ca** e, em outra solugdo, fons PO,> na presenca de solugdo tamponada. Ao
misturar a solugdo tamponada a solug¢ao acida, a precipitacdo ocorre enquanto o

pH da solucao resultante sobe lentamente.



No trabalho que realizamos e que constitui 0 corpo desta dissertagdo de
Mestrado, a precipitagdo ocorre de maneira ainda mais homogénea. Dissolvemos
o colageno em solugdo &cida, contendo fons Ca?* e H,PO4 e lentamente
elevamos o pH através da permeagdao com amoénia gasosa. A grande diferencga
entre os demais métodos refere-se ao processo como um todo. Além de precipitar
fosfato de calcio em colageno, estamos induzindo um processo de estruturacao do
colageno e/ou formacéo de fibras (fibrilogénese), simultaneamente a formacgéo dos
cristais e consequente mineralizagao da matriz.

Foram estudadas basicamente duas situagdes: em uma das precipitacoes,
o colageno se estrutura pela elevacdo do pH e os cristais se formam
simultaneamente a estruturacao. Na outra situacao, em condigcédo de neutralizacao,
o colageno forma fibras, também se estrutura e simultaneamente os cristais se
formam. Nestes processos de estruturacao o colageno provavelmente perde agua
de hidratacdo, perde carga pela neutralizagdo protdnica, perde ligagcdes de
hidrogénio entre agua-colageno e as troca por ligacdes colageno-colageno.

Este trabalho ndo tem como objetivo estudar osso, mas sim usar o0s
conhecimentos sobre eles, como subsidios para comparagées com o estudo de
processos de mineralizagdo do colageno com fosfato de célcio in vitro. Como a
mineralizacdo € um fendmeno que resulta, de alguma maneira, na matriz 6ssea,
sera apresentado a seguir um resumo tratando de osso, células do tecido 6sseo e

constituicdo da matriz éssea.

1.2 - Os Ossos.

Sabe-se que o0 0sso é considerado um tecido conectivo complexo e muito
especializado, exemplo Unico de tecido dindmico, que é capaz de se auto-
regenerar e se automodelar por toda a vida e sem deixar cicatrizes.

Em relacdo a composicao dos o0ssos, sabe-se que sao formados por
células, uma matriz organica extra celular (MEC) e uma matriz inorganica

mineralizando a MEC. ['®]



A matriz extracelular é formada majoritariamente por colageno tipo |, que
representa aproximadamente 30% da massa dos 0ssos, enquanto a matriz
inorganica é formada por uma apatita (hidroxiapatita bioldégica), semelhante a este
composto mineral e que corresponde aos 70% da massa restante. ['*l

Formados por materiais que, ao longo do processo evolutivo, foram
otimizados pela presenca da matriz de colageno, 0os 0ssos apresentam grande
resisténcia mecanica, com a menor massa. A resisténcia mecanica esta associada
a certa flexibilidade e resisténcia a tensao e isso garante uma performance muito
especial. A hidroxiapatita € responsavel pela resisténcia e dureza, enquanto a
flexibilidade € funcdo do colageno, no entanto, as propriedades sdo cooperativas.
[4,7,15, 16]

Em relagdo a sua funcionalidade, os ossos promovem sustentacao
estrutural ao esqueleto e protecdo a alguns 6rgéos essenciais (pulméo, coragao e
cérebro), servem também como reservatério mineral, que sao trocados com o
fluido biologico, assim como, esta funcdo esta relacionada aos processos de
formagao e regeneragao do tecido ésseo * 18

1.21 - Componentes celulares do tecido 6sseo e

osteogénese.

Ao nivel biolégico, os componentes celulares dos 0ssos sdo essenciais
para ativagdo e controle do metabolismo 6sseo. A formacdo do tecido é
acompanhada pela agdao multicelular sincronizada. Existem alguns tipos de células
Osseas, associadas a formacdo do tecido, as células osteoprogenitoras,
osteoblastos, ostedcitos, osteoclastos e as “bone-lining cells”. ' 8!

Ossos, assim como outros tecidos conectivos em embrides, sao derivados
de células mesenquimais, que apresentam a capacidade de se dividirem em
células 6sseas, conhecidas como células osteoprogenitoras. Os osteoblastos sdo
responsaveis pela formacao de novos 0ss0s, que comegam por secretar colageno

e depois 0s recobrem com as “non collagen proteins” (NCP) que apresentam



habilidades especiais de “segurar’ minerais (principalmente Ca®* e PO,*) da
corrente sangiiinea e do préprio osteoblasto, promovendo a formagado éssea.!!

Os osteoclastos sao células maduras derivadas dos osteoblastos e sao
encontradas na superficie dos ossos ou préximos dela. Sdo responsaveis pela
reabsorgcao O6ssea, que ocorre com uso de acidos ou enzimas para dissolver os
minerais e também o colageno do osso maduro. Os ostedcitos sao células
localizadas em cavidades no interior da matriz mineralizada e controlam a
atividade celular. “Bone-lining cells” sdo responsaveis pelo controle da entrada e
saida de minerais através do tecido 6sseo. Essas células sdo conjuntamente
responsaveis pela constru¢do da matriz 6ssea, auto-organizagédo hierarquica,
manutencdo e remodelamento. Todos esses processos necessitam estar em

equilibrio para garantir a saude dos ossos. ! '

1.2.2 - Componentes da matriz 6ssea.

1.2.2.1 - Colageno.

O colageno ¢é a proteina estrutural basica do reino animal e corresponde a
25% do total de proteinas nos mamiferos e ocorre em todos o0s organismos
multicelulares, sendo extracelular e organizada em fibras insolUveis, com grande
resisténcia a tensado. Esta caracteristica propicia ao colageno estar presente em
praticamente todos os tecidos, principalmente aqueles que exigem maior
resisténcia estrutural como o0ssos, dentes, cartilagens, tenddes, ligamentos e a
matriz fibrosa da pele e/ou vasos sangiiineos. [ 1920

Sua estrutura é composta por trés cadeias proteicas, denominadas a, que
em 95% de sua massa estdo arranjadas em tripla-hélice. Em poucos casos, o
colageno pode apresentar estrutura B-pregueada, como nos olhos e nos tecidos
de girinos . Sob aquecimento (acima de 42°C), pressdo ou apds grandes
variagdes de pH, o colageno sofre desnaturagdo e perde a estrutura molecular tri-

helicoidal. 2%



Existem varios tipos de colageno, sendo o tipo | o mais abundante,
constituindo 90% do colageno do corpo. * 27

As moléculas de colageno apresentam aproximadamente 1000 amino
acidos, 338 repeticdes de trincas, sendo que cada cadeia apresenta seqiéncias
monétonas de aminodacidos (Gly-X-Y), como mostrada na Figura 1A. Esta
seqliéncia permite a conformacao tri-helicoidal das moléculas (Figura 1B), ja que a
glicina € o menor amino 4cido existente, e isso possibilita 0 encaixe entre as trés
cadeias, estando a glicina sempre voltada para dentro do eixo da hélice, pois nao

ha espaco para as cadeias laterais de nenhum outro aminodcido % 1921,

‘Pro—Arg 8 -Ser—Ala

Leu—Asn

Asp—Ala

-Pro— Ala#

Figura 1 - Sequéncia de aminoacidos presente nas fibras de colageno (A) e

representacéo da tripla-hélice da molécula de colageno (B). ['®!

Prolina e hidroxi-prolina (pouco comuns em outras proteinas) sao outros
aminoacidos abundantes (20%) e estruturalmente importantes para a estabilizagéo
tri-helicoidal ['>'%. A estrutura helicoidal baseada em trés hélices ndo co-axiais é
estabilizada por pontes de hidrogénio intra e intercadeias entre os polipeptidios. A
hidroxiprolina provavelmente confere maior estabilizagdo ao colageno, formando

pontes de hidrogénio intramoleculares que envolvem moléculas de agua. ">



Outra forma de estabilizacdo se faz quando a cada trinca de aminoacidos,
temos a glicina fazendo ponte do N - H terminal com o oxigénio do residuo X da
cadeia vizinha ™. As moléculas de colageno apresentam 280-300nm de
comprimento e 1,23-1,5nm de largura " '* 22, Estas moléculas se auto-organizam
de maneira especial, assim como representado na Figura 2 e formam as fibrilas
que podem ser vistas ao microscopio eletrénico. Por sua vez, as fibrilas se
organizam em fibras que apresentam 50nm de espessura e podem ser
visualizadas em microscépio Optico. As unides de fibras formam os feixes ou
fasciculos que sao vistos a olho nu. ['%

Em fungcdo da complexidade da auto-organizacdo das fibras, foram
estudados ensaios in vitro relacionados a reconstrugdo do arranjo das moléculas
de colageno dissolvida em solucdo acida. Sob condi¢cdes apropriadas nas quais
ocorre a neutralizagdo da solugdo, as moléculas de colageno lentamente perdem
as cargas positivas fruto da desprotonagdo e comecam a organizar as fibras. O
sistema é muito sensivel e a reprodutibilidade é baixa. Caso os fatores fisico-
quimicos nao estejam ajustados, principalmente a velocidade da neutralizagao, as
moléculas de colageno nao se auto-organizardo e apresentardo arranjos
desordenados e aleatérios. 2

Os fatores cinéticos parecem ser muito importantes durante a formacao das
fibras de coldgeno. Pensando na mineralizacdo do colageno para formacao da
matriz 6ssea e no fato de que a matriz de colageno supostamente atua como
molde da precipitacao de fosfato de calcio, essa matriz precisa se organizar antes

da mineralizagao das fibras de colageno. "% 2"



= e collagen molecule

light-staining gap between
region with no gaps individual collagen molecules heavy metal stain
= between molecules

Figura 2 - Diagrama esquematico de arranjo das moléculas que promove o
aparecimento da estrutura estriada, visivel ao microscopio eletrénico. Cada seta

representa uma molécula de colageno em tripla hélice.

Ainda com relagdo a estabilidade, as cadeias laterais apresentam
aminoacidos acidos em pequena quantidade, representados pelos acidos
glutamico e &cido aspartico ['%, que também ajudam a estabilizacdo da estrutura
do colageno através de interagdes entre seus carboxilatos e 0os grupos amino de
outras proteinas "%\

Alguns grupos de pesquisa atribuem aos amino &cidos das cadeias laterais
uma importancia impar para a mineralizacdo 6ssea e exploram de varias maneiras
a presenca dessas cadeias laterais de aminoacidos para tentar respostas mais
definitivas na sequéncia de acontecimentos que explicam a mineralizacdo da
matriz 6ssea. * 1% 11 23 24 Com intengdo de contribuir com esse entendimento,
conhecer a sintese do colageno, possivelmente elucidarda o processo de

mineralizacao.



1.2.2.2 - Sintese de colageno.

A sintese do colageno, representada de forma esquemética a seguir (Figura
3), ocorre dentro das células, assim como as demais moléculas por elas
secretadas, mais especificamente nos ribossomos associados ao reticulo
endoplasmatico. No caso da formacdo da matriz O0ssea, a principal célula
responsavel é o osteoblasto, nos demais tecidos, os fibroblastos. [19]

A medida que a sintese da cadeia de aminoacidos acontece, varias
modificagdes vao ocorrendo, como reagdes de hidroxilacdo da prolina e lisina. Ao
mesmo tempo, as cadeias denominadas o associam-se, dando origem a estrutura
trimérica do procolageno. Assim que a molécula de procolageno esteja no espaco
extracelular, reagdes especiais clivam terminacoes, permitindo que se formem as
moléculas de colageno, ocorram as ligacdes cruzadas entre elas e sua
estruturacao e auto-ordenamento ocorram naturalmente.

A associagdo das moléculas obedece a uma seqiéncia estabelecida pela

prépria composi¢ao das cadeias alfa (o), que no caso do colageno tipo | € (01)2

02. As moléculas de colageno se ordenam e formam na seqUéncia: microfibrilas,

fibrilas, fibras e finalmente feixes (tenddes). ['°!
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Figura 3 — Representacdo da seqiéncia de acontecimentos que representam a

sintese de colageno. [

1.2.2.3 - Fase Ossea inorganica.

A HAp compde a fase soélida inorganica e representa aproximadamente 5%
da massa corporal de um individuo adulto . De Jong, como dissemos
anteriormente, foi o primeiro a observar a semelhanca nos padrdes de difracdo de
raios-X entre os 0ssos e a hidroxiapatita, em 1926 1" 2.

Apesar do conhecimento atual, a fase mineral dos ossos ainda nao foi
completamente compreendida. A HAp biolégica ndo apresenta estequiometria
muito bem definida, além de mostrar variagdes de solubilidade e cristalinidade
durante os processos de maturacdo e envelhecimento do tecido ésseo. ! Sua
estrutura cristalina e razdo Ca/P sdo muito semelhantes as da HAp mineral -
Caio(OH)2(PO4)s, mas apresentam substituicdes de ions Na*, Mg?*, especialmente

COs?, citratos e, em menores quantidades, F, Cl e K*.[2®)

11



As modificagdes e substituicoes interferem na performance dos 0ssos e
mudam suas caracteristicas, como solubilidade e resisténcia mecanica.
Considerando apenas os elementos principais e os defeitos de vacéancias idnicas,
podemos representar a composicao da fase mineral como:

Cag301,7(PO4)4,3(CO3)(HPO4) 7(OH,CO3)0 3017 , €M que O representa uma
vacancia. ]

Estudos relativos a matriz inorganica sdo realmente muito importantes e
mostram que na fase de mineralizagdo 6ssea os cristais de fosfato de calcio
apresentam baixa cristalinidade devida, provavelmente, a pequena dimensao dos
cristalitos e a presenca de defeitos. > !

Durante a maturacédo, os cristais apresentam tamanhos variados (ainda
muito reduzidos), aumento progressivo na razdo Ca/P e diminuicdo da
solubilidade. Alguns intermediarios formados durante a maturagdo Ossea se
assemelham ao fosfato dicalcio dihidratado ou brushita (DCPD, CaHPO42H-0,
Ca/P=1,00), ao fosfato octacalcio (OCP, CagHz(PQO4)¢5H.0O, Ca/P=1,33) e ao
fosfato tricalcio (TCP, Cas(PQ4)2, Ca/P=1,50). No fim do processo de maturacao, a
fase mineral € majoritariamente semelhante a forma cristalina do fosfato mais
estavel termodinamicamente, representado pela hidroxiapatita (HAp,
Caip(OH)2(PO4)s, Ca/P =1,67), cuja estrutura também apresenta defeitos e

(21, 28] para tentarmos

deficiéncia em célcio, como ja foi dito anteriormente
entender melhor a formagdo da matriz 6ssea, que passa pela mineralizacao,

devem-se fazer algumas consideracoes sobre sua formacao.

1.3 - Formacao de Matriz 6ssea — Biomineralizacao.

O mecanismo de biomineralizagdo dos ossos ainda nao foi elucidado e
permanece pobremente entendido devido a sua alta complexidade, mesmo com
os avancos em biociéncia. ¥

A formagdo 6ssea é motivo de estudo ha muitos anos ?¥. Pode-se dizer

que o estudo da biomineralizac¢ao iniciou com a invengao do microscopio.
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Tecidos biomineralizados foram um dos materiais examinados por van
Leeuwenhoek e seu microscopio 4. Biomineralizagdo é um campo que foi
construido para entendimento de estruturas, da fase mineral, das varias
macromoléculas que formam o arcabougo onde os minerais sdo formados e,
particularmente, das interfaces que ligam as duas partes. !

A mineralizacdo de colageno in vitro apresenta grande interesse para
entendimento dos mecanismos que as governam in vivo, assim como é
importante para o desenvolvimento de métodos que mimetizem os sistemas
biol6gicos e permitam a sintese de materiais para enxertos ou substituintes
0sseos que apresentem alguns diferenciais em relacdo aos materiais de
implante que ja séo utilizados, os quais apresentam algumas limitagées, como
diferengas na composicao, performance e na estrutura em relagdo aos 0ssos
naturais. 4 1%

Uma das hipéteses iniciais mais simplificadas para a formacado da matriz
0ssea assemelha-se, em muitos aspectos, a formacao de solidos inorganicos por
precipitacao a partir de uma solugao supersaturada. Os sélidos inorganicos em
solugdes aquosas tém uma formacao que segue alguns passos fisico-quimicos
fundamentais: supersaturacéo, nucleacgdo e crescimento do cristal ou maturagéo.?

Apenas esta primeira hipotese, atualmente, € improvavel, pois sabidamente
0s materiais preparados em solugdo sao morfologicamente e funcionalmente
muito diferentes dos materiais produzidos biologicamente. Sabemos que em
solugcbes saturadas, cristais nucleiam e crescem, mas iSso nao ocorre
necessariamente in vivo. ?¥ O estudo de minerais em biologia e o produto desses
processos tém produzido surpresas segundo Olszta et al %) sendo que uma delas
foi detectada ao perceber que a fase cristalina de varios biominerais nao foi obtida
diretamente a partir da solucdo supersaturada, mas sim de uma fase transitoria
como precursora que subseqlientemente se transforma na fase madura. 24

Curiosamente, a biologia parece ter escolhido outra sequéncia para formar
seus materiais: formam uma fase coloidal desordenada e instavel, que depois
sofre nucleagao e crescimento. Essas observacgdes foram feitas primeiramente em

radulas (“dentes”) de moluscos, passando por espiculas de equinodermos e,
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finalmente Olszta et al 2

, evidenciou in vitro que coladgeno mineraliza apds a
formacao de uma fase amorfa de fosfato de calcio, sugerindo a existéncia dessa
fase precursora, também nos vertebrados. Onde exatamente essa fase é formada,
ainda nao se sabe. 12429301

Em funcdo da complexidade dos processos de producdo de materiais
bioldgicos, uma seqléncia cada vez mais elaborada de informacdes se propde a
explicar o fendbmeno da osteogénese.

Sabe-se que nos o0ssos, os cristais que se tornardo HA bioldgica sao
nucleados e crescidos sobre as fibras de colageno em orientagées preferenciais
através da deposicao de ions encontrados no fluido biolégico. Isso significa que

existe uma interagdo quimica especial entre as fibras de coldgeno e a HAp I3 1%

14.22,31.32.33] informagdo que interessa muito a este trabalho.

Na literatura, é muito difundida a idéia de que, preferencialmente, o eixo-c
da hidroxiapatita se orienta paralelamente ao eixo longitudinal das fibras proteicas,
posicionando-se majoritariamente nos vazios delas ! ®. No entanto, nio ha dados
que comprovem a presenca de HAp apenas nesses vazios e sim ao longo de toda
a fibra e entre elas 1.

Acredita-se, portanto, que o elemento essencial para o controle bioldgico da
mineralizacdo éssea se dé pela localizagdo e confinamento espacial que ocorrem,
na maioria das vezes, associados a presenca das macromoléculas de proteinas.
[10]

Como grande diferencial aos processos in vitro, foi proposto recentemente
que a mineralizacdo in vivo seja controlada por algumas proteinas encontradas
nos 0ssos, as "noncollagen proteins" (NCP) ['% 22 Esta matriz de macromoléculas
nédo colaginosa estaria envolvida no controle da nucleagao e crescimento da fase
mineral 34
Complementarmente, reporta-se que a formacdo O6ssea acontece em
alguns estagios: crescimento do molde de colageno, formacao e organizacao das
"noncollagen proteins"(NCP) e, finalmente, cristalizagcdo organizada de fosfato de

célcio 2,
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A hipbétese mais recente propde que os cristais de fosfato de calcio nédo
estdo ligados diretamente ao colageno e sim intermediados pelas “noncollagen
proteins”. As NCP correspondem a aproximadamente 3-5% da massa dos 0ssos,
0 que promove sitios ativos para a biomineralizagdo e para o ancoramento celular.
A biomineralizagdo se inicia tipicamente dez dias apds a matriz organica ser
formada.

Finalmente, com relagdo a estabilidade do compdésito, a associacao fisica
entre os constituintes organicos e inorganicos dos ossos tem sido atribuida, em
parte, as interacdes eletrostaticas interfaciais. Esta interacdo € devida a forte
afinidade de adsorcdo entre a hidroxiapatita e a fase organica. Essa adsorgcao
envolve interacdes eletrostaticas entre sitios catibnicos do mineral (célcio) e
dominios anidnicos da proteina (principalmente grupos carboxilatos). Outros tipos
de interagdo também estdo associados ao mecanismo de formacdo dos
compositos organico/HAp, como forcas de Van der Waals, pontes de hidrogénio e
forcas hidrofobicas '%. As forcas hidrofobicas séo responsaveis por grande parte
da estabilizacdo de proteinas, inclusive do colageno " ™. J& que estamos nos
reportando a mineralizacao, € importante pensarmos no sistema HAp e colageno

como simulacao simplificada da mineralizagéo.
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2 - Objetivos

Este trabalho tem como objetivo estudar a influéncia de uma matriz de
colageno tipo | (estruturado em glébulos ou organizado em fibras) no processo de
mineralizacdo e formacao simultédnea de particulas de fosfatos de calcio, assim
como investigar as interagdes entre as particulas de fosfato de célcio e a matriz de

colageno.
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3 - Equipamentos, Materiais e Reagentes Utilizados.

3.1 - Equipamentos.

- Banho Termostatico - Dubnoff - Quimis

- Difratdmetro Shimadzu DRX- 6000.

- Centriiuga refrigerada Beckman 2-21.

- Espectrofotometro FT-IR Nicolet 520 e Bomen da série MB-100

- Espectrometro de Emissdo Otica por Plasma com Acoplamento Induzido Optima
3000 DV (ICP-OES).

- JSM6360 — LV — Noran System Six (EDS).

- Metalizador Bal-Tec Med 020

- Microscopio Eletronico de Varredura — Jeol-jsm T-300 e Jeol-jsm 6283-LV.

- Microscopio Otico: Nikon Eclipse E800, utilizando polarizadores de luz e maquina
fotogréafica Nikon FDX-35.

- Universal V2.3C TA instruments (DSC).

3.2 - Materiais e Reagentes

- Caudas congeladas de ratos Wistar (fonte de colageno Tipo I)
- Fase 6ssea inorganica de ratos Wistar desproteinada.
- Sacos de didlise — InLab

- KH2PO4 e NH4H2PO4— Synth

- HCI — Nuclear P.A.

- Hidrazina — Aldrich 60%

- Etanol absoluto— Synth

- NH,OH — Merck

- NaCl — Mallinckrodt.

- H3PO4— Synth P.A.

- Acido Acético Glacial - Synth

- HNO; — Synth

- Tampao fosfato pH 7,5

- Isopropanol — Merck
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4 - Procedimentos Experimentais.

4.1 - Extracao do colageno.

Colageno tipo | foi obtido a partir de caudas congeladas de rato Wistar, fornecidas
pelo CEMIB da UNICAMP. A pele foi retirada através de um corte longitudinal,
expondo os feixes (tendbes) de colageno junto ao tecido interno, que foram
retirados. O colageno foi lavado em agua destilada e dissolvido em solucdo de
acido acético 3% (0,5M). Apéds dois dias sob refrigeracao, a solucao acida estava
muito viscosa e apresentava impurezas formadas por restos de tecidos, pequenos
vasos e outras proteinas insollveis em acido acético. *°

A solucéo foi filtrada sob vacuo, para a eliminagédo das impurezas utilizando-se um
funil de Biichner e um tecido de algoddo com trama ndo muito fina, como filtro. A
solucdo filtrada foi adicionado igual volume de solu¢cdo de NaCl (1,4M) sob
agitacao, ocorrendo precipitacao de colageno.

Em seguida, a mistura com colageno foi centrifugada sob refrigeracdo a
temperatura maxima de 10°C e velocidade de 7.500 rpm (10.400g). O
sobrenadante foi descartado, 4gua destilada foi adicionada ao material precipitado
e centrifugou-se novamente. Como resultado, foi obtida uma massa branca e
compacta de colageno tipo I. Pequenas alteracdes na velocidade de centrifugacao
nao alteram as caracteristicas do colageno precipitado. O colageno tipo |, obtido
segundo este procedimento, ndo apresenta terminacées com ligagdes cruzadas
em grande quantidade e apresenta grande parte da proteina em tripla-hélice !> '
35].

Além da massa de colageno, obtido segundo o procedimento descrito acima, foi
utilizado também em alguns experimentos (item 4.3), feixes de fibras retirados in
natura.

Para resumir os procedimentos, a seguir estd representado na Figura 4 um

fluxograma desta parte experimental.
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Cortes Logitudinais

Lavagem c/ agua deionizada

Dissolucio (Acido Acético 0,5 M)

Filtracéo a Vacuo i

Refrigeracao

FIBRAS CONGELADAS

GEL

i + Solucgao Salina (NaCl 1,4 M)

i Centrifugacao e Lavagem ( 2X )

COLAGENO

Figura 4 - Fluxograma representativo da extragdo e obtencao do colageno tipo I.

4.2 - Precipitacao de Fosfato de Calcio na matriz de
colageno.

4.2.1 - Precipitacdo de fosfato de célcio em colageno nao
dialisado.

Solugcbes de colageno foram preparadas em concentracées entre 0,025 e 0,15
g/mL, pela dissolucao de coladgeno em solugédo de Ca(NOs3),, KHoPO4 € H3PO4em
pH 2. A solugéo foi preparada pela dissolugéo de 2,5x102 mol de Ca(NOs)2.4H,0 ,
1x10™" mol de HzPO, e 4,74x10° mol de KH,PO, em 1L de 4gua deionizada, sob
refrigeracdo a 10°C. Dessa forma, a [Ca®*] = 2,50x102 mol/L e [HoPO4] =1,47x102
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mol/L, ou seja, razdo molar Ca/P=1,7. Durante todo o trabalho, os experimentos
realizados sempre usaram a mesma concentragdo da solugédo id6nica acima.
Houve apenas algumas adaptacdes, KH,PO, foi substituido por NH4sH-PO4 e o pH
em alguns sistemas foi ajustado pela adicao de NH,OH.

O fosfato de calcio foi precipitado pela elevacao do pH através da permeacao por
difusdo de vapor de aménia até pH 10. Para realizar a permeacao de maneira
controlada, usou-se uma camisa térmica acoplada ao banho térmico (37°C) e
sempre um volume constante de hidréxido de aménio gotejado na parede da
camisa antes do fechamento do sistema. O frasco contendo o gel para
precipitacao era previamente termostatizado antes que a base fosse adicionada.
Com a adicao da base, ocorre a vaporizagdo de amoénia, que permeia o gel e
promove aumento de pH durante sua difusdo pelo meio. Para ilustrar mais
claramente o sistema de precipitacao, esta representado a seguir (Figura 5) um
desenho esquematico na presencga de equacdes simplificadas que exemplificam a

estruturacao do colageno e a precipitagdo simultanea de fosfato de calcio.

- NHs(g) + H.O = NH,"(aq) + OH(aq)

— Hgo
[H-Colageno]” + OH-(aq) = Colageno + H,O

(gel) (estruturado)

- H20
H.PO, (aq) + 20H (aq) = PO,*(aq) + 2H.0
Colageno  3Ca*(aq) + 2P0O4>(aq) = Cas(PO.,): (s) or HAp
estruturado

Figura 5 — Desenho esquematico do sistema de precipitacao de fosfato de calcio.

Para efeito de comparacao foram realizadas precipitacées semelhantes, mas na
auséncia de colageno, ou seja, apenas a solugdo iénica contendo apenas H3zPOy,
Ca(NO3), e KH2PO4, em pH 2 e razdo Ca/P=1,7 que foram submetidas a difusao
de vapor de amoénia, de maneira semelhante, até pH préximo de 10. Para resumir
0s procedimentos, a seguir, esta representado na Figura 6 um fluxograma desta

parte experimental.
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COLAGENO

P~ 2 |
Ca/P=17|, HaPO > +1,PO,
2 BRANCO + Ca(NO,),
+ H,PO, -
GEL DE
COLAGENO Permeacao de

Vapor de NH,
Permeacao de

Vapor de NH
) FOSFATO DE

CALCIO

COLAGENO /

FOSFATO DE

CALCIO NAO

DIALISADO
MEV
MEV

Figura 6 - Fluxograma representativo da seqiéncia de precipitacdo de fosfato de
célcio em colageno nao dialisado e precipitacdo sem colageno (branco).

4.2.2 - Precipitacdo de fosfato de calcio em colageno dialisado.

Apesar das etapas de centrifugacdo e lavagem realizadas na separagao do
colageno a partir das fibras extraidas de caudas de rato, o procedimento foi
insuficiente para eliminar todo cloreto de sédio da matriz protéica. Para eliminacéo
do NaCl restante, o colageno foi dialisado em solugéo acida de HsPO4 em pH 2
[35]

A solucdo de colageno foi preparada nas concentragcdes descritas no

procedimento anterior, dissolvendo-o na solucédo i6nica de Ca** H,PO, e razédo
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molar Ca/P =1,7, em seguida foi feita a dialise do gel de colageno a 4°C, duas
vezes contra solugao acida de HzPO4 em pH 2 (24h, duas trocas).

Para mudar a concentragao do colageno (0,025 a 0,150 g/mL), foram alterados os
volumes iniciais das solugbes iGnicas que dissolviam o coladgeno antes de
introduzi-lo no saco de didlise.

Apébs a didlise contra a solucédo acida, que retira as impurezas como também os
fons de interesse, é necessario incluir novamente os fons Ca®* e os ions HoPO,.
Com o colageno dialisado e bem intumescido dentro do saco de dialise, trocou-se
a solugdo externa ao saco de didlise pela solugdo de [Ca®**] = 2,50x102 mol/L e
[HoPO4] =1,47x102 mol/L e razdo molar Ca/P=1,7 usada na preparacgdo do item
4.2.1, mantendo-se a didlise por 24h. Repetiu-se a troca da solucao ibnica por
mais duas vezes a cada 12h. Com a didlise, foi feita a difusdo dos fons Ca®* e os
ions HoPO4 para o gel de colageno contido no saco de didlise.

Nesta etapa, substituiu-se o KH.POg4, que é um sal basico, por (NH4)H2PO,4 que é
praticamente neutro e com isso, apds permeacdo de amonia ha apenas ions NH4"
e NO3 em solucao, além do fosfato de calcio precipitado. Enfim, ap6s dois dias de
didlise, o gel de colageno formado no saco de didlise foi retirado, submetido ao
processo de permeacdo de vapor de aménia por difusdo, analogamente ao
processo de precipitacdo do item 4.2.1. Na Figura 8 esté representado o sistema
de precipitagdo usado.

Nota-se que em alguns casos (mais diluidos em colageno), ap6s as precipitagoes,
as particulas formadas em meio ao colageno sofrem sedimentacdo e
aglomeracdo. As sedimentagdes em alguns casos sdo perceptiveis em funcéo da
mineralizacdo da matriz de colageno ser feita em sistema sem agitacao e isso tem
como vantagem a clara visualizacdo do processo de separagao das particulas
caso ele ocorra.

Foi realizada também a estruturacdo apenas do colageno dialisado apenas com
as solugdes contendo os ions fosfatos, mas na auséncia de ions calcio pela
elevagao do pH préximo de 10, por permeagao de vapor de amdnia. Este gel, sem
ions célcio, foi preparado pela dissolucao do colageno e dialise em meio acido de
HsPO4 em pH 2, exatamente como as demais preparagdes de géis, mas nao
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houve didlise contra a solugdo fons Ca®* e H,PO,. Este experimento teve como

objetivo avaliar a agdo da variagao do pH apenas sobre a matriz de colageno.

Obs: Durante os procedimentos que envolveram a formagao do gel de colageno

nos sacos de didlise, o saco de dialise foi fechado por presilhas usadas em

sistema de dialise, de forma que, o volume interno fosse controlado. O controle do

volume do saco de didlise permitiu desta maneira preparar géis com concentracao

de colageno conhecida.

Para resumir os procedimentos, a seguir, esta representado na Figura 7 um

fluxograma desta parte experimental.

COLAGENO

pH = 2 |+ H,PO,
+ Ca(NO,),

Ca/P=17 |, H.PO,

GEL DE
COLAGENO

Dialise contra
solugdo de
acido fosforico

Dialise contra solucédo de
H,PO,, Ca(NO,), e H,PO, -

COLAGENO
DIALISADO

Permeacao de
Vapor de NH,

COLAGENO
DIALISADO
ESTRUTURADO

l

MEV

GEL DE
COLAGENO
DIALISADO

Permeacéao de
Vapor de NH,

COLAGENO /
FOSFATO DE
CALCIO
DIALISADO

l

MEV

Figura 7 - Fluxograma representativo da sequéncia de precipitagédo de fosfato de

célcio em colageno dialisado.
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gj)—» H.0

v

Pri— H2O
((j)olg_g?no em processo Colageno
e didlise estruturado

Figura 8 - Desenho esquematico do sistema de precipitagdo de fosfato de célcio

apos dialise.

4.2.3 - Precipitacdo de fosfato de calcio pela permeacdo de
aménia em gel colageno contido dentro do saco de didlise.

Com intencdo de induzir uma precipitacdo ainda mais homogénea e
possivelmente mais lenta, algumas precipitacées foram feitas pela permeacéao de
vapor de amoénia através do préprio saco de didlise contendo o gel de colageno.
Todo o processo de solubilizacao do colageno, até preparagdo do compdsito foi
feita mais rapidamente, sem manuseio do coladgeno e sem perda de material.

Duas situacoes distintas de dialise foram realizadas:

- Didlise contra solucao acida de H3PO4, seguida de dialise contra a solugao de
nitrato de calcio e fosfato diacido de aménio em pH 2.

- Didlise contra solucao acida de H3PO,4, seguida de dialise contra a solugao de
nitrato de calcio e fosfato didcido de aménio parcialmente neutralizada em pH=5,
sem precipitacdo de fosfato de calcio. O PH foi ajustado com adicdo de NH,OH a
solugéo ibnica de pH 2.

Ao invés de retirarmos o coldgeno do saco de dialise, idéntico ao procedimento
4.2.2, optou-se por precipitar o fosfato de calcio dentro dele. O saco de didlise
contendo o gel foi retirado da solucao de dialise, lavado com agua deionizada e
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colocado na camisa térmica para a precipitacdo por permeacao com amonia. Apds
termostatizacao, fez-se a permeacao de amoénia. A Figura 9 representa o sistema
de precipitacdo usado.

Para avaliarmos o efeito do material preparado no saco de didlise, algumas
precipitacdes foram feitas apenas com a solugdo de Ca/P, mas na auséncia de
colageno.

v

- Hgo

Colageno em processo Colageno estruturado
de didlise dentro do saco de dialise

Figura 9 - Desenho esquematico do sistema de precipitacdo dentro do saco de
didlise.

4.3 - Precipitacao de fosfato de calcio sobre feixes (tendoes)
de colageno in natura.

Sobre fibras de colageno extraidas de ratos Wistar do item 4.1, foi adicionada a
solucao preparada de Ca(NQO3)2 , e (NH4)H2PO4 e H3PO4 na mesma concentracao
de [Ca®] =2,5x10% M e [ HoPO4] = 1,47x10% M, mas em pH 4,8, na mesma razio
Ca/P=1,7. A mudanca de pH foi realizada apenas ajustando-o com adi¢cdo de
NH4OH.

As fibras ficaram embebidas nessa solugdo por um dia, sofrendo certo
intumescimento, resultado da desespiralizagdo parcial do tenddo !'* 2°! e possivel
parte da capa externa tenha se dissolvido na solugdo. Posteriormente as fibras

foram lavadas com agua deionizada e com o auxilio de uma tesoura, cerca de
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1cm da fibra foi cortada e posicionada em uma lamina de microscépio o6tico (MO).
Outra parte da fibra com aproximadamente 0,5cm foi posicionada sobre um porta-
amostra de microscopio eletrénico (MeV). As duas partes da fibra foram
submetidas ao processo de permeacgdo de vapor de amdnia dentro da camisa
térmica a 37°C, elevando o pH até préximo de 10 de maneira andloga aos
procedimentos anteriores. As amostras preparadas foram respectivamente
analisadas por MO (luz polarizada) e MeV. Para resumir os procedimentos, a
sequir, esta representado na Figura 10, um fluxograma desta parte experimental.

FIBRAS

pH=4,8 |t H,PO,
+ Ca(NO

Ca/P=1,7 a(No,),
(48 1) + H,PO,

FIBRAS
INTUMECIDAS

Lavagem c/

adgua deionizada FIBRAS — PORTA

AMOSTRAS M E V

Y

b )

" Permeacao de
FIBRAS - LAMINA Vapor de NH,
MICROSCOPIO
OTICO
Permeacao de FIBRAS C /
Vapor de NH, FOSFATO DE
CALCIO
FIBRAS C /
FOSFATO DE
CALCIO

Figura 10 - Fluxograma representativo da sequiéncia de precipitacdo de fosfato de
calcio em fibras de colageno.
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4.4 - Eliminacao da matriz protéica para determinacao das
caracteristicas das particulas de fosfato de calcio

4.4.1 - Tratamento dos materiais com papaina.

Os compositos de fosfato/colageno obtidos a partir da exposi¢cdo dos géis de
colageno dialisado ao vapor de amoénia, foram tratados com 20mg de papaina em
po, na presenca de um tampéao de fosfato pH 7,5, a 20°C , por duas horas.

4.4.2 - Tratamento com Hidrazina.

Os compositos de fosfato/colageno obtidos a partir da exposi¢cdo dos géis de
colageno dialisado ao vapor de aménia, também foram tratados com Hidrazina.
Inicialmente o compdsito fosfato/colageno foi tratado com 1mL de hidrato de
hidrazina (60%), pelo periodo de 12 horas a 20°C. Apos a retirada do liquido
restante, a amostra foi tratada sucessivamente com 1mL de hidrazina por mais
seis dias consecutivos e com trocas didrias da hidrazina, sob aquecimento a 60°C.
Apoés tratamento com hidrazina, as amostras foram lavadas com etanol 96% em
meio basico (NH4OH), centrifugadas durante vinte minutos a 3500rpm (8929),
descartando-se o sobrenadante.

A amostra foi ressuspendida em etanol e centrifugada. Ao final do processo, a
amostra foi lavada mais duas vezes com etanol 96% para eliminar a hidrazina.
Para preparagdo de amostras para o MeV, o material resultante do tratamento
com hidrazina e lavagem com etanol 96% foi suspenso em isopropanol com
adicao de NH4,OH e gotas dessa suspensao foram depositadas sobre os suportes
para microscopia eletrdnica. Para algumas amostras foram usadas pequenas
variagbes neste procedimento.

Este procedimento de desproteinagdo também foi usado em outro trabalho do

grupo para isolar matriz 6ssea inorgénica a partir de fémures e cranios de ratos
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Wistar 1°®. Estas fases inorganicas serdo usadas para efeito de comparacdo com

os fosfatos preparados nesse trabalho.

Para avaliar a extensdao da desproteinizacdo causada pelo tratamento com
hidrazina, o procedimento foi realizado também com periodos de 30 minutos e 12
horas a 20°C.

Para resumir os procedimentos, a seguir, estd representado na Figura 11, um

fluxograma desta parte experimental.

COLAGENO -
FOSFATO DE
CALCIO
DIALISADO
Papaina (2h, pH=7,5)
T=25°C gt
/ Tratamento c/
SUSPENSAO DE Hidrazina
FOSFATO DE
CALCIO 2,0 g DE
MATERIAL
Hidrazina Hidrazina
(1 mL a 60 %, (1 mLa60%, 12 h)
30 min )
MATERIAL Hidrazina
OBTIDO (1 mL a 60 % / dia, s RB LT
60 °C, por 6 dias)

MATERIAL
MEV OBTIDO MEV

MEV

Figura 11 - Fluxograma representativo da sequiéncia de procedimentos para

tratamento e eliminagao da matriz protéica.
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4.5 - Composicao e determinacdao da razao Ca/P para
amostras de fosfatos de calcio precipitados na matriz de
colageno.

Para determinar a razdo Ca/P dos materiais precipitados e da fase Ossea
inorganica de ratos Wistar, algumas amostras foram analisadas e a razdo Ca/P
determinadas por ICP/OES. Para a preparagdo da amostra dos precipitados de
fosfato de calcio, o material resultante da acdo da aménia foi imerso em agua por
24h, depois dissolvido em HNO3; e aquecido. Dessa maneira o material organico
foi oxidado, restando apenas uma solugdo aquosa de Ca®* PO,> originados da
fase mineral de interesse. A solucao foi evaporada até secar resultando em um
solido de fosfato de célcio.

Foram realizadas medidas de razdo Ca/P para cinco grupos de amostras: amostra
1 (fosfato de calcio precipitado em meio & matriz de colageno ndo dialisado e com
concentracado de 0,05g/mL), amostra 2 (fosfato de calcio precipitado em meio a
matriz de colageno dialisado e com concentracdo de 0,05g/mL), amostra 3 (fosfato
de calcio precipitado em meio a matriz de colageno dialisado com concentragéo
de 0,15g/mL apds tratamento com hidrazina), amostras 4 e 5 (fosfato de célcio
precipitado em meio a matriz de colageno dialisado, com concentragéo de 0,05 e

0,10 g/mL, apds sedimentacéo).

4.6 - Técnicas e métodos de caracterizacao dos materiais.

Os materiais obtidos, tanto na forma de géis como na forma de particulas isoladas
da matriz protéica, foram analisados pelas técnicas de DRX, MEV, MO, FTIR,
DSC e ICP-OES; utilizando os equipamentos citados no item 3.1.

4.6.1 - Difragao de Raios-X (DRX).

Os difratogramas foram obtidos a 40 kV e 30 mA, usando um filtro de niquel para
a radiacdo o (A = 1,5418 A) de CuK.
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Os difratogramas para a caracterizagcdo dos fosfatos de calcio sintéticos foram
obtidos com velocidade de varredura de 2°/min. O tamanho médio dos cristais de
alguns fosfatos de caélcio foi determinado pela equagdo de Debye-Scherrer
diretamente dos picos 25.8° 26 (plano 002).

Os difratogramas foram obtidos diretamente do gel de colageno nas varias
condicdes de precipitacao, dispostos diretamente no porta-amostra. Quando este
gel apresentava alta viscosidade, usava-se um bisturi para cortar uma fatia
paralelamente ao plano superior do gel estruturado.

Para os materiais apo6s tratamento e em forma de pd, usava-se o procedimento
padrao de disposicao das amostras.

A equacao de Debye-Scherrer utilizada para a determinagdo dos tamanhos de

cristais da fase mineral pode ser esctrita na forma; 137 38 39: 401

57,3.K.A
B,,,.cos @

sendo o tamanho (D) do cristalito determinado em um plano cristalografico, 57,3 é

Dy, =

o fator de conversao de graus para radianos, (K) € uma constante dependente do
cristal (com valor de 0,9), A é o comprimento de onda da radiagédo raios-X com o
valor de 1,5418 A proveniente do equipamento utilizado, (B1,2) é a diferenca entre
a largura a meia altura do pico da amostra e do pico de um padrao (hidroxiapatita
cristalina foi utilizada como padréo) e (cos 6) é o cosseno do angulo do pico do

difratograma da amostra escolhido para determinar o tamanho do cristal

4.6.2 - Espectroscopia de emissdo atdbmica por plasma indutivamente
acoplado (ICP/OES).

Para a obtencao da razao Ca/P, os fosfatos de célcio secos foram dissolvidos em
aproximadamente 100 mL de agua com adicdo de HCI (36%) até a dissolugao
completa.

As curvas de calibragdo necessarias para a determinacao da razdo Ca/P foram

feitas a partir de solucdes que continham simultaneamente os ions Ca™? e PO,
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4.6.3 - Microscopia eletronica de varredura (MEV).

As micrografias mostradas neste trabalho foram obtidas por Microscopio

Eletrénico de Varredura com voltagem de aceleracao do feixe de elétrons a 20kV.

As amostras foram recobertas com carbono e metalizadas com ouro. Antes da

metalizacdo as amostras solidas foram presas no porta-amostra empregando-se

fita de carbono. As amostras na forma de gel foram preparadas por pequenos

esfregacos diretamente no porta-amostra. Ja as amostras aquosas e

sedimentadas foram depositadas no porta-amostra usando micropipetas e as

sélidas (em po) por deposicao direta ou dispersdo em isopropanol.

Tabela 1 - Amostras de materiais em diversas situagbes de precipitacao,

analisadas por microscopia eletronica de varredura.

Amostra [Colageno] Caracteristica
Colageno 0,05 g/mL Gel estruturado com didlise
Composito 0,05 g/mL Particulas precipitadas sem dialise
Composito 0,15 g/mL Particulas precipitadas sem dialise
Fosfato de Calcio - Particulas precipitadas sem colageno
Compésito 0,10 g/mL Particulas precipitadas com dialise
Compésito 0,15 g/mL Particulas precipitadas com dialise
Compoésito 0,15 g/mL Particulas ap6s tratamento com papaina
Composito 0,15 g/mL Particulas apés tratamento com hidrazina
Composito 0,025 g/mL Particulas precipitadas e sedimentadas
Composito 0,05 g/mL Particulas precipitadas e sedimentadas
Composito 0,10 g/mL Particulas precipitadas e sedimentadas
Compésito 0,15 g/mL Particulas precipitadas dentro do saco de

dialise

Compésito 0,15 g/mL Particulas precipitadas - fibrilogenese
Composito - Precipitacao sobre os feixes de colageno
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4.6.4 - Microscopia Otica utilizando polarizadores de luz e maquina
fotografica Nikon FDX-35.

4.6.5 - Espectroscopia na regidao do infravermelho (1V) utilizando a técnica de ATR
para os géis de colageno e pastilha de KBr para os soélidos (proporcdo KBr e

1

material de 100:1), na regido de 4000 a 400 cm "' : Espectrofotdmetro FTIR Nicolet

520 e Bomen série MB-100, respectivamente.

4.6.6 — Calorimetria de Varredura Diferencial - DSC.
As analises dos DSC foram realizadas na faixa de 252 a 1202 C, atmosfera inerte e
taxa de aquecimento padrdo de 10°C/min. As amostras de géis de colageno

estruturado e géis de colageno estruturado com fosfato de calcio foram pesadas e
dispostas diretamente no aparelho.
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5 - Resultados e Discussoes.

5.1 - Colageno estruturado, fibrilogénese e precipitacao de
fosfato de caicio.

Os feixes contendo fibras de colageno extraidos das caudas de rato Wistar
sao soluveis em solugcbes acidas com pH proximo de 2, pois ndo apresentam
muitas ligacbes cruzadas e podem ser reconstituidos em fibras por
neutralizagéo."% 2"

Em condicbes de neutralizacdo, as fibras de colageno se formam a partir da
auto-organizacao das moléculas de colageno, pois perdem os hidrogénios de
protonacdo ou cargas positivas, e ocorre aumento na viscosidade que esta
associada em alguns casos a formacédo de uma rede tridimensional de fibras de
colageno com caracteristicas de gel. [ 2%

A formacéao das fibras e estruturacéo do sistema, assim como observado por

10.41. 421 osta vinculada ao aspecto turvo do

Bradt et al, Fan et al e Gobeaux et al !
gel, uma vez que a solugdo de colageno é transparente ou ligeiramente
transltcida, dependendo da concentracgdo proteica.[*?! E possivel notar visualmente
o aumento gradual na opacidade durante a fibrilogenese ou estruturacdo em
glébulos do colageno. A fibrilogénese e a estruturagéo aleatéria competem e
parecem depender da concentragcdo do colageno, das condi¢cdes e da velocidade
de neutralizagao, como observado por Fan et al e Gobeaux et al.*! 2!

Como, neste trabalho, solugdes de colageno foram preparadas inicialmente
em pH proximo de 2, cujo solvente era formado por uma solugéo contendo os ions
Ca®* e H,POy4, a neutralizagdo através da permeacdo de amdnia gasosa, como
descrito no item 4.2 do capitulo experimental, resultou em um processo no qual a
estruturacao da solucdo de colageno e a formacao de particulas de fosfato de
célcio ocorriam simultaneamente. Assim, para melhor compreensdo destes
fendbmenos simultdneos e da influéncia de um sobre o outro, iremos inicialmente
mostrar o efeito da neutralizacdo de solugdes de coldgeno na auséncia de ions
Ca®* e H,PO,".
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5.2 - Estruturacao de solucoes de colageno simultaneamente
com a precipitacao de fosfato de calcio. A Influéncia na
morfologia das particulas.

5.2.1 - Estruturacao do colageno pela permeacao de vapor de
amonia.

Para avaliarmos o efeito da neutralizacdo das solugcdes de colageno no
processo de estruturacao, solu¢cdes deste material com concentracao igual a 0,05
g/mL, foram preparadas por didlise, conforme descrito no experimental, item 4.2.2,
e submetidas a permeacao de amonia.

As Figuras 12A e 12B mostram micrografias dos géis formados apés a
permeacdo do vapor de amdnia. As micrografias mostram que a permeacado da
amobnia e consequente aumento do pH estruturam o colageno, que contrai de
volume, e provavelmente desnatura, formando glébulos de cerca de 3um.

A formacdo de glébulos como mostrados na Figura 12, indica a
neutralizacao da solugao de colageno ocorreu rapidamente nao permitindo que as
moléculas de colageno se organizassem a partir da solugédo viscosa do material,
resultando na organizacéo aleatéria das moléculas. 2% 411

No item 5.4.2 deste trabalho mostraremos que a neutralizagdo lenta da
solucao de colageno leva a formacao de fibras.

\ SR N
‘a;'f P R ", e

€L I =l R { .
Figura 12 - (A) micrografia de colageno estruturado (0,05g/mL) obtido pela
permeacao de vapor de aménia. (B) representa ampliacao de outra regiao de (A).
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5.2.2 - Formacao de particulas de fosfato de calcio em géis
de colageno estruturado. O efeito da concentracao de colageno.

Para avaliar o efeito da estruturacdo de solugcdes de colageno sobre as
propriedades de particulas de fosfato de calcio formadas simultaneamente com a
estruturacdo, assim como avaliar o efeito da concentracdo de colageno sobre
essas propriedades, foram feitas precipitacoes pela permeacdo de aménia em
solucdes de colageno contendo diferentes concentragdes deste material.

A Figura 13A mostra a micrografia do gel de colageno, no qual particulas de
fosfato de célcio foram formadas simultaneamente pelo processo de neutralizagao
através da permeacdo com amoénia. A solugdo de colageno foi preparada com
concentracdo de 0,05 g/mL pela dissolucédo de colageno em solucédo de fons Ca?*
e H.POy’, conforme descrito no item 4.2.1. A Figura 13B representa o mapeamento
de célcio obtido por EDS da mesma regidao da amostra mostrada na da Figura 13A.

As Figuras 13C e 13D mostram as micrografias do material obtido da
mesma forma como descrito para o material mostrado na Figura 13A, porém neste
caso a concentragdo de colageno na solugéo inicial era igual a 0,15g/mL.

Na Figura 13A as particulas de fosfato de calcio obtidas no interior da matriz
estdo parcialmente expostas e formam aglomerados com tamanho médio
aproximado de 3um, ou seja, mesmo tamanho dos aglomerados de colageno
estruturado mostrado na Figura 12. E possivel perceber que na Figura 13A ha
pequenas fibras junto aos aglomerados de particulas de fosfato de calcio, ou seja,
os glébulos de colageno nesta situacdo mais diluida permitiram a formacao de
fibras. O mapeamento de célcio mostrado na Figura 13B mostra que este elemento
esta disperso nos glébulos mostrando que as particulas de fosfato de calcio séo
contidas pelos glébulos de colageno.

A precipitacdo de fosfato de calcio na presenca de um gel contendo maior
concentracao de colageno resultou em particulas com estruturas bastante distintas
das particulas mostradas na Figura 13A.
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Na Figura 13 (C e D) as estruturas globulares de colageno apresentam
tamanhos médios de 1 a 2um, formas bem arredondadas, contendo fosfato no seu
interior. A micrografia da Figura 13D representa uma regido mais exposta do gel,
que demonstra a estrutura globular do coldgeno e, conseqientemente, do fosfato
no seu interior. As regides mais claras sao tipicamente representacées do fosfato
de célcio.

As Figuras 13C e 13D mostram que a maior concentragcdo do colageno
dificulta a visualizacdo das particulas de fosfato de calcio incluidas no gel de
colageno. Ao compararmos as Figuras 13C e 13D percebemos que a permeagéo
da amédnia estrutura o colageno de maneira semelhante a estruturacado mostrada
na Figura 12, indicando que a elevacao do pH atua sobre a matriz de colageno. A
comparagdo com a Figura 13A, mostra a diferenga causada pela variacdo da
concentragdo do colageno na morfologia e tamanho dos glébulos, assim como na
inclusdo das particulas de fosfato de calcio no gel de colageno.

As particulas obtidas para a Figura 13A sdo semelhantes as particulas

obtidas por Rhee et al [*!]

, para precipitacdes em fibras de colageno.
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Figura 13 - Micrografias de particulas de fosfato de calcio precipitadas em
colageno sem dialise. (A) com concentracao 0,05g/mL de colageno, (B) micrografia
de mapeamento de célcio de (A). (C) e (D) micrografias das particulas precipitadas
na concentracao de 0,15g/mL de colageno.

Com objetivo de mostrar a influéncia do colageno no processo de formagao
das particulas de fosfato de célcio, foram obtidas micrografias de fosfatos de célcio
precipitados pela permeacéo de aménia a partir da mesma solugéo de ions Ca** e
H.PO,, usada para dissolver o colageno, porém, sem o colageno, conforme
descrito no item 4.2.1.

A Figura 14A mostra a micrografia de particulas de fosfato de célcio
precipitado e a Figura 14B mostra a micrografia resultante do mapeamento de
célcio obtido por EDS da mesma regido da Figura 14A. A micrografia (Figura 14A)
mostra que as particulas apresentam formato de placas com tamanho médio de
aproximadamente 20um. A micrografia mostrando o mapeamento de calcio (Figura
14B) reproduz a mesma morfologia da micrografia mostrada na Figura 14A,
confirmando a composicao e morfologia das particulas.

As particulas precipitadas em solucdo aquosa apresentam dimensdes que
dependem das condicbes de precipitacdo, mas sao normalmente maiores e
morfologicamente diferentes do que as formadas em ambientes que controlam sua
formacgao, confirmando que o coldgeno atua na formagao de particulas de fosfato

de célcio.
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Figura 14 - Particulas de fosfato de célcio precipitado por permeagdo de aménia
sobre solugdo idnica de Ca** e H.PO,, na auséncia de coldgeno (A) e

mapeamento de célcio das particulas (B).

5.2.3 - Formacao de particulas em géis com diferentes
concentracoes de colageno dialisado.

A precipitacdo das particulas de fosfato de calcio mostradas no item 5.2.2
podia sofrer a influéncia da presenca de pequena quantidade de NaCl retida no
colageno apéds sua preparagao. Para eliminar esta possibilidade do processo de
preparacdo das amostras para posterior permeacdo por aménia gasosa, foi
modificada como descrito no item 4.2.2, dialisando o colageno contra uma solug¢ao
acida de HzPO, e posterior dialise contra solugdo de fons Ca* e H,PO,". A didlise
contra a solugdo de fons Ca*? e H,PO4 se constituiu em uma forma elegante,
criativa e inovadora de preparar os géis de colageno, pois ao mesmo tempo que o
purificava, permitia  melhor controle do volume do gel de colageno e
consequentemente de sua concentracao, através do volume do saco de didlise.

A Figura 15A mostra a micrografia do gel obtido a partir da solugao de
colageno de concentracao de 0,10 g/mL, obtida por didlise e apés a permeacgao
com amoénia. A micrografia mostra a formacao das particulas de fosfato de calcio
contidas pelo gel de colageno e a Figura 15B representa uma ampliacao da Figura
15A e mostram em detalhe os cristais de fosfato de calcio parcialmente recobertos
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pelo gel de colageno. As particulas parecem placas aglomeradas aleatoriamente,
no entanto, respeitam os limites da matriz protéica. A presenca de fosfato de calcio
na amostra € comprovada pela microandlise de raio-X e emissao de Ca e P no
espectro de EDS da Figura 16A.

[
i

Figura 15 — Micrografias das particulas de fosfato de célcio em meio ao colageno
apds precipitacdo pela permeacao de aménia. (A) 0,10g/mL de colageno e (B)
ampliacao de (A). (C) 0,15g/mL de colageno e (D) ampliacdo de outra regiao da
(C) com particulas (pontos mais claros) de fosfato de céalcio em meio

a matriz de colageno.

A Figura 15C mostra a micrografia do gel obtido pela permeag¢do da amoénia
da mesma forma como a descrita para a amostra mostrada na Figura 15A, mas a
partir de solucdo de colageno com concentracdo 0,15 g/mL. A Figura 15D
representa ampliacdo de regido mais exposta da Figura 15C. As micrografias
apresentam o material com colageno em estrutura globular, desta vez, um pouco

mais compactado em funcao da maior concentracao de colageno, contendo fosfato
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de célcio distribuido por toda matriz. Os glébulos tém dimensdes aproximadas de
3um e apresentam estruturas semelhantes as observadas anteriormente nos
experimentos realizados sem dialise.

A Microanalise de raios-X do espectro de EDS mostrada na Figura 16B,
garante a presenca de Ca e P nas amostras das micrografias. A preparacao da
amostra a partir de uma solucao de colageno com concentracao alta resulta no
quase completo encobrimento das particulas de fosfato de calcio pelo gel de
colageno formado a partir delas, como ocorreu para as amostras das Figuras 13C
e 13D de mesma concentracéo, no entanto, nas Figuras 15C e 15D foi selecionada
uma regido que mostra de maneira mais evidente as particulas em relagao as
Figuras 13C e 13D

Como pode ser observado, o colageno forma glébulos, com aumento do pH
e organiza a formacao dos fosfatos de célcio no interior das estruturas globulares.

A formacao de glébulos como mostrados nas figuras, indica que o processo
de neutralizagédo da solugéo de colageno ocorreu rapidamente, ndo permitindo que
as moléculas de colageno se organizassem a partir da solugéao viscosa do material,
resultando na organizacio aleatéria das moléculas.2%4?

O uso de aumentos maiores para obter as micrografias como a apresentada
na Figura 15D, mostrou a formagcdo de aglomerados e dentro dele, como se
estivessem atravessando o colageno, pontos mais claros da ordem de 0,1um em
média, que representam a presenga de pequenas particulas de fosfato de célcio
sélido distribuidas pela matriz, confinada e morfologicamente modificada pela
presencga do colageno.

O resultado mostrado na Figura 15B e 15D, apesar da visualizagao parcial,
ainda apresenta a observacao de particulas incluidas e recobertas em meio a
matriz de colageno.

Na tentativa de isolar as particulas do gel de colageno que as envolve e
melhor caracterizar sua morfologia, foram realizados experimentos procurando
remover o gel de coldgeno sem, contudo, modificar a morfologia, a aglomeragao e
a composicao das particulas de fosfato de calcio, como exposto no item 4.4 do

experimental.
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Figura 16 — (A) EDS kcEiVa regidao da Figura 152 e (B) EDS da regido da Figura 15C,

respectivamente.

5.3 - Tratamento do gel de colageno.

Para remover o gel de colageno e permitir melhor observacéao da morfologia
e aglomeracgéao das particulas formadas nos géis de colageno, foram testadas duas
abordagens experimentais: o tratamento do gel de coldgeno com papaina e com
hidrazina.

A papaina degrada enzimaticamente o colageno e a hidrazina hidrolisa a
proteina sem modificar a morfologia e composigdo de particulas de fosfato de
célcio disseminadas nesta matriz, como o mostrado por Bertazzo et al e Termine et

al %l em processos de desproteinizagdo dssea.

5.3.1 - Particulas formadas no gel de colageno apéds

tratamento com papaina.

A Figura 17 mostra a micrografia do gel obtido pela permeacéo da ambnia a
partir de solugéo de colageno com concentragdo 0,15g/mL, apés tratamento com
papaina conforme descrito no item 4.4.1. Na Figura ha uma distribuicdo de

particulas que se aglomeram como se estivessem contidas no interior das
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estruturas globulares de colageno observadas anteriormente, mantendo
semelhanca com a distribuicao dos glébulos no material apds acao da amoénia.

O tamanho das estruturas é reduzido, apresentando em média 1um,
condizente com as estruturas globulares de colageno e com as estruturas
observadas na Figura 13D e 15A. As agulhas formando os aglomerados sdo com
certeza bem menores que 1um e podem ser comparadas as estruturas que estao
parcialmente mostradas nas Figuras 15 (A e B).

Optou-se pela papaina para uma destruicdo mais controlada da matriz em
oposicao a outros métodos mais oxidantes (Calcinacao), o que conserva melhor a
morfologia das particulas e nao elimina totalmente as estruturas globulares.

A papaina ndo apresentou uma performance excelente, pois € uma enzima
e necessita de condi¢cdes especificas para atuacdo méaxima dos seus sitios
cataliticos.

Figura 17 - Micrografia das particulas de fosfato de calcio do material globular de

colageno apos tratamento com papaina.
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5.3.2 - Particulas formadas no gel de colageno apéds
tratamento com hidrazina.

A Figura 18 mostra a micrografia do gel obtido pela permeacéo da ambnia a
partir de solucdo de colageno com concentragdo 0,15g/mL ap6s tratamento
sequencial com hidrazina, conforme descrito no item 4.4.2. A Figura 18A
representa a micrografia obtida para amostras do gel de coldgeno apés ataque
superficial com hidrazina por trinta minutos. A Figura 18B, que representa uma
ampliacdo da micrografia 18A, mostra os glébulos mais claros, contendo fosfato de
célcio em detalhe. A micrografia 18A mostra a presenca de aglomerados de
particulas de fosfato de calcio, com tamanho médio de 0,5-um dos pontos mais
claros, mais evidentes apds o ataque, e que guardam bastante semelhanga com
as dimensdes ja observadas anteriormente. O tratamento sobre a matriz de
colageno ndo expde totalmente o fosfato de calcio, mas mostra claramente a
presenca dos aglomerados de colageno contendo particulas de tamanho reduzido
no seu interior.

As Figuras 18C e 18D sao micrografias que representam o resultado do
tratamento com hidrazina por um periodo de doze horas, e que expde ainda mais o
fosfato de calcio em meio ao colageno. A micrografia da figura 18C guarda
semelhanga com as imagens dos aglomerados de colageno vistos anteriormente e
a imagens da micrografia 18D em aumento maior, ja destacam a presenca de
particulas de fosfato de calcio no seu interior, com dimensdes muito semelhantes
aquelas ja observadas. Na micrografia, fica claro que o tratamento ao colageno foi
insuficiente para retira-lo totalmente, mas apresenta uma desproteinagao gradual
sem que houvesse destruicdo e descaracterizacao do fosfato de calcio, uma vez
que esse & nosso alvo principal. E possivel observar na ampliagéo que o fosfato de
célcio cresce de fato seguindo certa orientagdo ao longo da matriz, obedecendo os
limites do coladgeno, como acontece normalmente com materiais crescidos em

matrizes organizadas em nivel molecular, como proposto por Landis .
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As Figuras 18E a 18H representam o efeito da acado exaustiva do tratamento
com hidrazina sobre a matriz de colageno contendo fosfato de calcio, que resulta
na eliminacao da proteina. A hidrazina atua de maneira eficiente para eliminar o
gel de colageno, sem a mudancga da fase mineral e expde as particulas de fosfato
de célcio, sem alterar a morfologia, assim como proposto por Bertazzo et al e
Termine et al.*é#%

A micrografia da Figura 18E mostra a existéncia de uma distribuicdo de
particulas muito pequenas em forma de placas e agulhas que se aglomeram como
se ainda estivessem contidas no interior das estruturas globulares observadas
anteriormente, mantendo semelhanga com a distribuicdo dos glébulos de colageno
estruturados apds permeacao da amonia.

Finalmente, é possivel observar os aglomerados de fosfato de célcio,
contendo placas e agulhas de dimensdes reduzidas, organizadas sob a matriz que
antes estava presente. O tamanho dessas estruturas é tipicamente o tamanho dos

cristais de hidroxiapatita observados por Walsh et al, Du et al e Combes et al 13 4+

! que é em média entre 20 a 100nm.

A microanadlise por raios-X apresenta espectro de EDS (Figura 19) dessas
amostras com as intensidades dos picos de Ca e P bastante pronunciadas, o que
garante a composi¢cdo da amostra. A Figura 18F mostra a possivel atuagdo da
matriz de colageno proporcionando o crescimento organizado do fosfato de calcio
e dentro dos aglomerados podem-se observar particulas bem menores, na forma
de placas que representam as formagdes em meio protéico. A Figura 18G
representa outra regido da micrografia com particulas também bastante pequenas
em que os aglomerados sdo ainda menores. A Figura 18H é ainda mais marcante,
pois permite observar estruturas em forma de agulha, formadas junto as placas
das outras particulas, que pode representar misturas de fases. O tamanho das
particulas neste caso € em média de 0,3um, tipicamente o tamanho de
aglomerados de cristais formados em colageno."! O habito em forma de agulha
sugere que uma das fases cristalinas € a hidroxiapatita, que é a fase
preferencialmente formada em pH elevado, assim como proposto por Rhee et al e
Zhang et al 132 %6,
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A matriz de colageno nao permite controlar a morfologia de todas as
particulas, uma vez que os géis de colageno, por mais homogéneos que sejam,
podem apresentar dominios com maior concentracdo de proteina e organizacao
aleatéria das estruturas, pois para mineralizacdo organizada, supde-se que as
fibras sirvam como molde de mineralizagdo e precisam se organizar antes da
precipitacao de fosfato de calcio, assim como proposto por Bradt et al e Fan et al.
[10. 411 Apesar das diferentes morfologias e tamanhos, a matriz apresenta-se
modificadora das estruturas, sendo que em nenhuma amostra ha tamanhos e
morfologias semelhantes as precipitagbes em fase aquosa, assim como mostrado
na Figura 14.




Figura 18 - Micrografias do material globular obtido pela acdo de vapor de aménia
sobre a matriz de colageno dialisado, apos tratamento com hidrazina. Aglomerados
de fosfato de calcio em meio a matriz de colageno com sequéncia crescente de
desproteinacao com hidrazina. (A) e (B) sob tratamento com hidrazina por 30mim.
(C) e (D) sob tratamento com hidrazina durante 12 horas. (E), (F), (G) e (H),
apresentam particulas expostas apos tratamento prolongado com hidrazina e
aquecimento.
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Figura 19 - Espectro de EDS referente as micrografias mostradas na Figura 18.
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5.4 - Particulas formadas em diferentes concentracoes de
géis de colageno dialisado e isoladas ap6s sedimentaciao dos
cristais.

A seguir, serdo apresentados os resultados das particulas de fosfato de
célcio que sedimentaram apOs precipitacdo em colageno, em fungdo da
permeacao de amodnia gasosa, conforme também descrito no experimental do item
4.2.2.

Importante salientar que as particulas foram formadas dentro da matriz de
colageno, assim como todos os demais ensaios em meio protéico e, portanto,
sofreram a mesma acdo desse meio. Durante todo o processo, as particulas
formadas estiveram em contato direto com o coladgeno, mas em funcdo da
permeacao, estruturacao do colageno e precipitacao simultanea dos cristais que se
formavam, alguns sedimentaram e se concentraram, facilitando seu isolamento.

Em funcdo da sedimentacdo, as particulas ficam parcialmente agregadas,
ndo havendo necessidade de técnicas de eliminacdo da matriz para sua melhor
visualizagao.

Para avaliarmos o efeito da concentracdo na morfologia das particulas
sedimentadas, serdo apresentadas micrografias obtidas com concentragcédo
crescentes de colageno.

A Figura 20A mostra micrografias das particulas precipitadas e
sedimentadas apds a permeacdo com aménia a partir de solucao de colageno
preparada com concentragcdo de 0,025 g/mL. A solucdo foi preparada pela
dissolugdo de colageno em solugdo de fons Ca?* e H,PO4 conforme descrito em
4.2.2. A Figura 20A mostra micrografia que representa um aglomerado com formas
arredondadas de muitas particulas de fosfato de célcio de tamanho reduzido. A
Figura 20B representa ampliacdo da Figura 20A, mostrando claramente a
presenca de aglomerados de particulas menores.

As formas arredondadas dos aglomerados sempre estdo presentes e
guardam com bastante fidelidade as formas globulares do colageno estruturado

pela permeagdo da aménia, no entanto, as dimensdes nem sempre sao muito
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semelhantes, em funcéo da variagcdo da concentracéo de coldgeno. A microanalise
de raios-X do espectro de EDS da amostra (Figura 20A), garante a composi¢ao
das particulas em funcéo da presenca de emissao intensa de Ca e P.

A Figura 20C mostra a micrografia das particulas precipitadas e
sedimentadas apds a permeagdo com amoénia, da mesma forma como a descrita
para a amostra mostrada na Figura 20A, mas a partir de solucao de coladgeno com
concentracdo 0,05 g/mL. As particulas se mostram muito semelhantes as da
Figura 20A.

A Figura 20D mostra ampliacdo da micrografia 20C e apresenta novamente
aglomerados arredondados de particulas de fosfato de célcio semelhantes as
observadas por Combes et al *°!, s6 que neste caso, ainda mais organizadas,
contendo muitas particulas no interior.

E possivel sugerir que na maior concentragdo da matriz protéica, ha maior
organizacao e as particulas sdo mais organizadas também. A natureza da matriz
de colageno influencia e controla a formacdo mineral. "

A microanadlise de raios-X do espectro de EDS da amostra (Figura 20C) garante a
composicao do precipitado em funcao da presenca de emissao intensa de Ca e P.

A Figura 20E mostra novamente a micrografia das particulas precipitadas e
sedimentadas apds permeagdo com amdnia da mesma forma como a descrita
para as amostras mostradas na Figura 20A e 20C, mas a partir de solugcéo de
colageno com concentracdo 0,100 g/mL. A micrografia representa um aglomerado
com formas arredondadas muito mais definidas e de muitas particulas em cada
aglomerado, de tamanhos muito reduzidos. As Figuras 20F, 20G, 20H representam
ampliagdes, mostrando claramente a presenca de aglomerados de particulas muito
menores.

Neste caso, 0s aglomerados se mostram ainda mais simétricos e
organizados, provavelmente resultado da maior concentracdo de colageno que
organiza a mineralizacdo. Formagbes de aglomerados de particulas como estas,
sdo muito parecidas com as formagdes de aglomerados de particulas produzidas
sobre fibras de colageno mergulhadas em fluido corpéreo simulado (SBF), como
obtidas por Rhee et al. ['*!
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Podemos sugerir que o0s globulos de coldgeno que usualmente
apresentavam 3um estariam agora sem a casca de colageno que os circundava e
as particulas de fosfato estdo expostas. Nao podemos dizer que as amostras
estejam livres de colageno, mesmo porque esta ndo era nossa intengao.

A micrografia 20H mostra na superficie da amostra, regides mais claras, e
sem duvida, mais ricas em fase mineral, que possivelmente estavam em contato
com a superficie de coldgeno e que delinearam sua formagdo. E como se,
finalmente, estivéssemos vendo a Figura 13D, 15A, 15B, 15C e 15D, sem o
colageno recobrindo as particulas e sem tratamento.

Importante salientar a semelhanga em tamanho e morfologia entre as
particulas sedimentadas com as particulas observadas apés tratamento com
hidrazina. Este resultado reforca a manutencéao das morfologias ap6s o tratamento,
como proposto por Bertazzo et al.*”!

Concentracdes de colageno maiores que 0,10g/mL ndo sedimentam suas
particulas uma vez que sdo viscosas demais para segregarem as particulas em
periodos nao muito longos, por isso nao foram realizadas.

A seguir, a Figura 21 mostra os resultados da microandlise de raios-X dos
espectros de EDS das Figuras 20A, 20C e 20E, respectivamente, representando
emissdes de Ca e P bastante intensas, 0 que garante a composicao dos

aglomerados de particulas de fosfato de célcio.
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Figura 20 - Micrografias das particulas de fosfato de célcio obtidas apds
sedimentacdo em meio a matriz de colageno. (A) e (B) com concentracao de 0,025
g/mL, (C) e (D) com concentragdo de 0,05 g/mL e (E) a (H) com concentragdo de
0,10g/mL.
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Figura 21 — Espectros de EDS referentes as micrografias mostradas nas Figuras
20A, 20C e 20E, respectivamente.
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A Figura 22A mostra novamente a micrografia 20F, obtida apds selecionar a
fenda do EDS, que piora muito a qualidade da imagem. No entanto, nossa
intencao é mostrar que as Figuras 22B e 22C sao respectivamente os resultados
dos mapeamentos de Ca e P obtidos por EDS das particulas na mesma regido da
amostra, ou melhor, dos aglomerados delas, representando o fosfato de célcio
precipitado em colageno, apds sedimentacéo.

O mapeamento confirma nao apenas a composi¢cdo, mas também o
posicionamento e disposicdo do material na amostra, reforcando as sugestbes
feitas anteriormente, de que o colageno modifica a morfologia € o tamanho das
particulas de fosfato de calcio precipitadas simultaneamente a estruturacdo da
matriz protéica, que se da pela elevacao do pH promovida pela permeacao de
amonia gasosa.

2 N o p—

AT . B

Figura 22 — Micrografia (A) das particulas

de fosfato de calcio e (B) e (C) sao,
respectivamente, os mapeamentos de Ca
e P das particulas na mesma regido da
Amostra.
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5.5 - Particulas de fosfato de calcio precipitadas em géis de
colageno contidos no saco de dialise.

A permeagado ainda mais lenta de amoénia foi promovida para avaliar a
formacéao de fosfato de calcio em meio ao colageno dialisado. Esta permeacéo foi
realizada através do préprio saco de dialise com intencédo de precipitar fosfato de
célcio dentro dele. Foram testadas duas condigbes de didlise para avaliar os
efeitos da neutralizagdo a partir delas, uma em pH 2 e outra em pH 5, e os

resultados destas didlises serdo mostradas, respectivamente nesta seqiéncia.

5.5.1 - Particulas formadas pela precipitacao de fosfato de calcio
dentro do saco de dialise, em pH préximo de 2.

A Figura 23A mostra a micrografia das particulas de fosfato de caélcio
precipitadas ap6s permeacdo com amodnia a partir de solucdo de colageno
preparada com concentragao de 0,15 g/mL e contida no saco de dialise. A solugéao
foi preparada pela dissolucdo de colageno em solugdo de ions Ca®* e H,PO4 em
pH=2, e dialisada contra a mesma solug&o, conforme descrito no item 4.2.3.

As particulas observadas na Figura 23A apresentam-se com formatos
arredondados, tamanhos muito reduzidos e correspondem as menores particulas
precipitadas neste trabalho. Para tentar explicar a formacdo destas particulas
pode-se considerar que a permeacado da amdnia ocorreu € que ao atravessar a
parede do saco de dialise promoveu a precipitacdo de particulas com tamanhos
muito pequenos.

A Figura 23B mostra as particulas de fosfato de célcio preparadas da
mesma forma como descrita para as amostras mostradas na Figura 23A, mas na
auséncia de colageno. As particulas, formadas sob esta condicdo sdo muito
diferentes das precipitadas na presenca de colageno, mostrando dimensdes e
morfologias muito diferentes, indicando novamente a atuagcdo do colageno,

modificando a morfologia das particulas de fosfato de calcio.
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Figura 23 — Particulas de fosfato de calcio precipitadas pela permeacao de aménia
em solugdes contidas dentro do saco de didlise. (A), solugdo na presenca de
colageno e (B), solucao na auséncia de colageno.

5.5.2 - Particulas formadas pela precipitacdo de fosfato de calcio
dentro do saco de didlise, em pH 5.

A Figura 24A mostra a micrografia das particulas de fosfato de calcio
precipitadas da mesma forma como a descrita para a amostra da Figura 23A, mas
apds didlise contra solucdo de fons Ca*™? e H,PO, em pH 5 conforme desctrito no
item 4.2.3. Normalmente em condicbes mais lentas de neutralizacdo, o colageno
se auto-organiza e formas fibras (fibrilogénese). 2% 41l

Esta micrografia resultou na formacdo de fibras com dezenas de
nandmetros. A formacéao de fibras, neste caso, pode ser explicada pela permeacéao
de aménia provavelmente mais lenta através do saco de dialise e 0 menor intervalo
de pH para neutralizagdo. Elevar o pH da solugcdo foi provavelmente o fator
responsavel pela formacao das fibras, pois mesmo que a permeagdo da amdnia
seja lenta, ela é muito mais rapida que o tempo necessario para a neutralizacao e

auto-organizacao do sistema. Realmente, aproximar a faixa de pH, € como deixar
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o colageno mais proximo do seu ponto isoelétrico e como se estivesse mais pronto
para se organizar em fibras."*"

As fibras sado produzidas quando ha tempo suficiente para as moléculas de
colagenos perderem carga positiva, difundirem no meio viscoso, se aglomeram e
se auto-organizarem, antes que ocorra precipitacdo de fosfato de célcio, causada
pela elevacédo do pH, assim como proposto por Bradt et al e Fan et al. ['%#'!

Neste trabalho, se fizéssemos a dialise apenas contra a agua, também
isolarfamos o coladgeno dos ions Ca** e PO,> e ndo haveria mineralizagdo da
matriz de colageno.

A fibrilogénese ocorre na maioria das vezes durante a dialise de solugées
acidas contra agua, uma vez que ocorre neutralizacdo e o pH nao se eleva
rapidamente. 2% 42!

A Figura 24A mostra micrografia contendo alguns aglomerados de particulas
ligados intimamente com as fibras de colageno. A Figura 24B representa a mesma
regido da Figura 24A, que foi analisada e sua composicdo e distribuicdo de
particulas foi comprovada pela microanalise de raios -X dos espectros de EDS no
modo “point-and-shoot”. Sete regides distintas da micrografia foram analisadas
para verificagdo da presenga de posi¢des ricas em calcio e fosforo prdéximas as
fibras.

Os resultados dos espectros de EDS confirmam a presenca de emissdes de
célcio e fésforo mais intensas nos pontos 1, 5, 6, e 7 da micrografia, que sao as
regides mais claras e, sem duvida, mais ricas na fase mineral. Apenas os
espectros mais significantes estao representados a seguir na Figura 25, sendo que
as regides mais escuras (pontos 3 e 4), com menor formacao de fosfato de célcio,
mostram baixa emissao de calcio e fésforo.
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Figura 24 - (A) representa micrografia de fibras de colageno mineralizadas com
aglomerados de fosfato de calcio. (B) representa micrografia eletrénica das fibras

de colageno junto ao fosfato de célcio no modo “point-and-shoot”.
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Figura 25 — Espectros de EDS no modo “point-and-shoot”. Os trés espectros séo

0s mais representativos; cujos pontos sao 3, 4 e 5, respectivamente.

As Figuras 26A e 26B representam as micrografias com maior ampliacdo da
Figura 24A, e mostram muitas particulas de tamanhos reduzidos (50 a 200 nm),
muito parecidas em morfologia e com padrées de crescimento (ao longo do eixo
longitudinal das fibras) similares as particulas observadas nos minerais dos 0ssos
de ratos. [*7]

As precipitagbes em colageno estruturado na auséncia de fibras, com
certeza formam particulas de tamanhos reduzidos e muito diferentes
morfologicamente das particulas em solucdo aquosa, mas em condi¢cdes de
fibrilogénese. Essas particulas sdo diferentes morfologicamente das demais

condi¢cdes e sdo mais semelhantes as particulas da fase 6ssea inorganica. Como

56



se nao bastasse, estdo associadas as fibras fortalecendo a hip6tese de que o

colageno interage com as particulas de fosfato de calcio para a mineralizagao. [

10, 14, 22, 31, 32, 33]
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Figura 26 — Micrografias de fibras de colageno e fosfato de calcio formado ao longo
das fibras.

5.6 - Precipitacao de fosfato de calcio em feixes de fibras
(tendoes) de colageno.

Os resultados de formagdo das particulas no gel de colageno, sob
condi¢cdes que resultaram na fibrilogénese mostraram possivel orientacdo das
particulas formadas. Para avaliar o efeito de matrizes de colageno, organizadas
como o observado nas fibras, foram realizados experimentos de precipitacdo de
particulas de fosfato de caélcio, conforme descrito no item 4.3, sobre feixes de
colageno in natura, obtidos diretamente dos tenddes das caudas dos ratos.

Os feixes de colageno obtidos diretamente dos tendées apresentam alto
grau de organizagao e apresentam-se birrefringentes ao microscépio ético com luz
polarizada indicando anisotropia de suas propriedades, como mostrado pela Figura
27C. Para comparagdo, a micrografia mostrada na Figura 27A indica a completa
auséncia de anisotropia da solucao de colageno em meio acido, enquanto a Figura
27B mostra a solugédo acida apods dialise contra agua e possivel fibrilogénese e

algum grau de estruturacdo ao microscopio 6tico com luz polarizada.
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Figura 27 - Micrografia 6tica dos materiais de colageno (aumento de 200X).
(A) para a solugao de colageno e (B) solucao apés dialise e fibrilogénese e (C)
para o tendao (feixe) de colageno in natura.

A micrografia mostrada na Figura 28 apresenta o resultado obtido pela
intumescéncia parcial do tenddo pela acdo da solugdo contendo ions Ca®* e PO,*
em pH 4,8, seguida da permeagao de vapor de amdnia. Visivel € a manutencao da
birrefringéncia no interior da fibra, apesar de certa opacidade e a presenca de uma
regiao externa semelhante aos géis de colageno estruturados. Esse resultado
sugere fortemente que apenas a regiao externa da fibra sofreu acdo da solucao e
consequentemente a mesma regido sofreu agdo da aménia, que estruturou a capa
do colageno e precipitou fosfato de célcio no gel e/ou interface entre a fibra
organizada e o gel.

Nesta condicdo de precipitagdo temos praticamente a concentracdo
maxima para o gel de colageno intumescido a pH 4,8.
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Figura 28 — Micrografia 6tica para a fibra de colageno (aumento de 200X)
parcialmente intumescida pela acdo da solugdo contendo ions Ca** e PO4* em pH
4,8, apds permeacao de vapor de aménia.

A Figura 29A mostra a micrografia eletrénica de varredura da fibra mostrada
na Figura 28. Nesta micrografia, verifica-se que as particulas de fosfato de célcio
foram formadas na interface fibra/gel estruturado e as particulas sdo semelhantes
as observadas nos géis estruturados obtidos nos experimentos de didlise e
permeacao de amodnia. A Figura 29B representa o mapeamento de calcio obtido
por EDS para a mesma regiao mostrada na figura 29A, confirmando a composigao
e distribuicdo das particulas na interface fibra/ gel estruturado.

A formacéo das particulas na interface gel estruturado/ fibra mostra que os
fons Ca* e H,PO, difundem exclusivamente no gel intumescido antes da
estruturacao pela amoénia, ndo permeando pela parte estruturada e anisotrdpica da
fibra. Esta observagdo concorda com o observado em micrografias de matriz
0ssea, nas quais as particulas de fosfato de calcio revestem as fibras de colageno
presentes nesta parte do tecido ésseo.
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Figura 29 — Micrografias de fibra de colageno e fosfato de célcio precipitado. (A)

representa a fibra e (B) representa 0 mapeamento de calcio na fibra.

Feita a caracterizacdo do tamanho e morfologia das particulas de fosfato de
célcio e observada a semelhanca destas particulas com as da matriz 6ssea, serao
apresentados nos tdpicos seguintes os resultados de caracterizacao das particulas
formadas nos géis estruturados quanto a sua: composicao, cristalinidade, tamanho
de particulas, razdo Ca/P, assim como as possiveis interacées entre os ions e o
gel de colageno e as interagbes entre a interface inorganica / organica presente

nos géis estruturados contendo as particulas precipitadas.
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5.7 - Cristalinidade e Composicao.

Os géis de colageno com particulas de fosfato de calcio obtidas por
precipitacdo e matriz 6ssea inorganica desproteinada, disponivel no laboratério,
foram caracterizados por difracdo de raios-X, para determinacdao do grau de
cristalinidade, identificacdo de possivel fase cristalina, obtengdo do tamanho médio
de cristalitos e verificagdo da semelhanca da fase mineral obtida com a fase
inorganica dos 0ssos.

Os difratogramas de raios-X (Figura 30), obtidos do gel de colageno
dialisado sem Ca®* e PO,%, gel de colageno dialisado em solucdo de Ca®*" e PO,*
ndo precipitado e gel de colageno dialisado em solugdo de Ca** e PO,* apds a
precipitagdo, mostram em geral que ha apenas um pico largo em 26 entre 20° e
359, provavelmente referente ao colageno, como observado por Rhee et al e Du et
al'**4, Os difratogramas séo tipicos de materiais amorfos.

Em comparacao, o difratograma obtido para o material precipitado ausente
de colageno, apresenta picos discretos, mostrando a existéncia de alguma
organizacao cristalografica. A presenca do pico largo, representativo de material
amorfo, ainda € marcante, sugerindo a presenca de uma fase amorfa, ou sem
grande organizagéo a longas disténcias.

Possivelmente a fase cristalina formada na precipitagdo sem colageno é de
dihidrogeno fosfato dicalcico dihidratado (DCPD), apresentando picos de difragdo
em 20 préximo de 12° (002), 21° (121) e 30°. 8 Pode-se também sugerir a
existéncia de uma mistura de fases, ja que pico em 31° é bastante pronunciado
para o a-fosfato tricalcico. ¥ Entretanto, sabe-se que em pH 10 a precipitagdo de
fosfatos de calcio a partir de solugdes de Ca®* e PO,> forma predominantemente
hidroxiapatita em relacdo as apatitas brushita e monetita, que sdo formadas em pH
mais baixos, como proposto por Walsh et al 3. Contudo, o DCPD e o TCP é um
dos precursores da HAp, o que justifica sua presenca.
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— Gel de Colageno sob acdo do vapor de aménia
——— Gel com fosfato de calcio Precipitado
Precipitacdo sem Colageno

——— Gel de Colageno

i

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50
2 0 (graus)

Figura 30 - Difratogramas de raios-X para os géis de colageno; géis de colageno
sob acao de vapor de amoénia; géis de colageno contendo fosfato de caélcio e
fosfato de calcio sem colageno.

A Figura 31 apresenta os difratogramas obtidos para fase dssea inorganica
de cranio e fémur, disponivel no laboratério; fosfato de célcio dos géis tratados
com papaina e com hidrazina e do material sedimentado nas precipitacoes
relatadas nos item 4.2.2 ap6s precipitacéo.

As posigcbes dos picos de difracdo sdo muito semelhantes entre todas as
amostras, concordando com as primeiras observacdes feitas por De Jong e
Roseberry et al " em relagdo & similaridade de fosfatos de calcio (hidroxiapatita
mais especificamente) e as fases inorganicas dos 0ssos.

Os picos apresentados aproximadamente em 26° (002) e 32° (211),
representam padrées de difracdo de apatitas, provavelmente hidroxiapatita e

possivelmente outras fases #2491,
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Todos os materiais inorganicos obtidos através das precipitacbes e a matriz
Ossea inorganica obtidas dos ossos dos ratos sdo bastante semelhantes quanto a
cristalinidade, uma vez que apresentam os mesmos padrdes de difragdo, picos sao
largos, indicando que o material é formado por cristalitos pequenos ou ainda pouco
cristalinos, como observado por Rhee et al e Bigi et al ['* 3249,

Pela comparacao das Figuras 30 e 31, observa-se que os fosfatos de calcio
obtidos pela precipitacdo em colageno apds o tratamento com papaina e hidrazina
(Figura 31) que revela a fase mineral, apresentam cristalinidade bem mais
acentuada em relagcdo aos materiais recém precipitados (Figura 30) e ainda
incluidos na matriz.

Uma explicag@o possivel para a auséncia de padrées de difragcdo, remete a
presenca do pico largo observado para o colageno, que provavelmente sobrepde
aos picos de baixa intensidade, correspondente aos fosfatos precipitados no
interior do colageno e por isso nao foram observados padrdes de difragcdo de
materiais cristalinos na Figura 30.

Outra explicagdo para a auséncia de picos de difracdo antes dos
tratamentos com hidrazina e papaina, sugere que os fosfatos de calcio sofrem
possivel transicdo para uma fase mais cristalina, assim como proposto por Bradt et
al, Weiner et al e Olszta et al. [10, 24, 29, 30] em relacdo a uma possivel fase
amorfa precursora, que se forma na presenca de sistemas bioldgicos ou na
presenca de macromoléculas.

Observa-se que os padrées de difracao para os fosfatos de célcio que
sedimentaram apds precipitacdo sao muito semelhantes com o0s demais
difratogramas, reforcando a idéia de que foram formados em meio a matriz de
colageno.
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Fase 6ssea inorganica cranio

Fase 6ssea inorganica fémur

Fosfato de célcio - papaina

Fosfato de célcio - hidrazina exautiva
Fosfato de célcio - hidrazina uma noite
Fosfato de célcio - sedimentagéo 0,10g/ml
Fosfato de célcio - sedimentagéo 0,025g/ml
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Figura 31 - Difratogramas de raios-X para os fosfatos de calcio de ossos do cranio
e fémur de rato, fosfato apds tratamento com papaina, fosfato calcio apds

tratamento com hidrazina, fosfato de calcio sedimentado.

5.8 - Determinacao do tamanho médio de particulas.

As particulas de fosfato de calcio precipitadas no gel de colageno
estruturado apods tratamento com hidrazina e a fase 6ssea inorganica dos ratos
Wistar foram analisados por difracdo de raios-X para determinagdo do tamanho
dos cristalitos, usando a equacéo de Debye Scherrer. 7: 38: 39 40]

A Figura 32 apresenta os difratogramas e embora largos, os picos em 26°
(002) e 32° (211), como ja afirmado, representam padrdes tipicos de difragdo de

apatitas, possivelmente hidroxiapatita !'* 3249,

64



Aplicando a equagédo de Debye-Scherrer para a largura de meia altura do
pico em 25.8° (002) obteve-se os tamanhos médios de cristalitos mostrados na
Tabela 2.

Os tamanhos dos cristalitos mostram que as particulas de fosfato de calcio
sao formadas por aglomerados de cristais nanométricos, similares aos observados

para fase 6ssea inorganica.

Tabela 2: Tamanhos aproximados de cristalitos dos fosfatos de célcio
sintéticos e da fase 6ssea inorganica, obtidos por Debye-Scherrer.

Material Tamanho (nm)
Fosfato de calcio =20 nm
Fase 6ssea inorganica =20 nm
fosfato de calcio
100 cps precipitado

fase 6ssea

T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60

20(graus)

Figura 32 - Difratograma de raios-X dos fosfatos de calcio precipitados em

colageno apos tratamento com hidrazina e fase mineral 6ssea.
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5.9 - Composicao.

A razdao Ca/P das particulas de fosfato de calcio formadas nos géis
estruturados foram determinadas por ICP-OES e a Tabela 3 traz os resultados
obtidos.

Os resultados mostram razao Ca/P préximos ou iguais a 1,67 para amostras
preparadas em condigdes e concentragdes diferentes de colageno, valor tipico de
cristais de HAp 8. No entanto, ha resultados em que a razéo Ca/P é superior a da
hidroxiapatita, o que representa um aumento na razdo Ca/P, fato que pode ser
explicado pela substituicao de carbonato no lugar do hidrogenofosfato ou hidroxila
no lugar do hidrogenofosfato.®!

Esses resultados indicam fortemente a presenga majoritaria da fase
cristalina dos precipitados como sendo HAp.*®' Novamente pode-se notar a
semelhanca da razdo Ca/P das particulas precipitadas nos géis estruturados com
a razao Ca/P da fase éssea inorgéanica.

Tabela 3: Valores de concentracao relativos de célcio e fésforo obtidos pela
técnica de ICP/OES para amostras de materiais obtidos pela precipitacdo de
fosfato de calcio em meio a matriz de colageno por permeacdo de vapor de
amonia.

Amostras de fosfato de calcio Razao Ca/P
Amostra 1 1,67
Amostra 2 1,67
Amostra 3 1,66
Amostra 4 1,76
Amostra 5 1,78

Fase dssea inorgéanica de cranio 1,71

Fase Ossea inorganica de fémur 1,70
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510 - Interacao fosfato-colageno: espectros no

infravermelho.

Conforme proposto inicialmente por Rhee et al [, jons calcio interagem
com grupos aniénicos do colageno, principalmente com os grupos carboxilato,
realizando a primeira etapa de precipitacdo dos fosfatos de célcio, constituintes da
matriz éssea inorganica e que é fundamental para as etapas seguintes da
mineralizacdo 6ssea, além de influenciar a morfologia e disposicdo das particulas
de fosfato de calcio, formadas na matriz de colageno. Com intengédo de investigar
as interagdes Ca?* - colageno, foram feitos espectros de IV de colageno dialisado
com solugdées de Ca®* e PO,*, porém sem precipitagdo pela permeagdo com
amonia, pois caso contrario, ndo haveria ions Ca®* livres.

A Figura 33 mostra os espectros de FTIR obtidos segundo a técnica de
ATR, para géis de colageno e géis de colageno na presenca de ions Ca** e PO4>".

Na Figura 34 temos a ampliagdo do espectro da Figura 33 na regidao de interesse.

Gelde colageno com fosfato de célcio
Gelde Colageno

160
140—-
120—-
100—-

80 —

Reflectancia

60 —
40 1

20

T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
- -1
nimero de onda (cm )

Figura 33 - Espectro no infravermelho dos géis de colageno e géis de colageno na
presenca de Ca** e PO, (FT-IR).
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Gelde colageno com fosfato de calcio
Gelde Colageno
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Figura 34 - Ampliagéo do espectro no infravermelho da Figura 33.

A Figura 33 mostra que os géis de colageno, sem e com os fons Ca** e
PO,%, apresentam espectros de infravermelho, muito semelhantes até 1500 cm™,
regido ausente de estiramentos e deformagdes do fosfato.

A Figura 34 mostra que o gel de colageno apresenta a banda de
estiramento em 1349 cm™, correspondente & presenca de carboxilato (RCOO'). O
gel de colageno na presenca de ions Ca** e PO,> apresenta a banda de
estiramento do PO,* em 1084 cm™ e a banda mais intensa atribuida ao RCOO™ um
pouco deslocada em 1343 cm™. O resultado indica que existe interagdo dos COO
do colageno com ions célcio. ['> ' O deslocamento observado é consistente, pois
quando o carboxilato se liga ao célcio, a nova ligagdo promove enfraquecimento da
ordem de ligagdo C=0.

Esta interacao reforca a forte afinidade de adsorcao entre a hidroxiapatita e
a fase orgéanica. Essa adsorcdo reafirma as interagbes eletrostaticas entre sitios

catiénicos do mineral (célcio) e dominios aniénicos da proteina.
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5.11 - Fosfatos de calcio: espectros no infravermelho.

A Figura 35 mostra os espectros usando a técnica de FTIR, com pastilha de
KBr, obtido a partir do fosfato de calcio precipitado em colageno dialisado, segundo
procedimento 4.2.2, apds tratamento com hidrazina e das fases Osseas
inorganicas de fémur e de cranio desproteinizadas e disponiveis no laboratorio. As
atribuicdes das principais bandas presentes nos espectros sdo apresentadas na
Tabela 4 %,

44 3
42
40 -
38 - Py

36 - W)
34 Wwﬁ\ /
32 W
30 -
28 -
26 -
24
22
20 -
18 -
16 -
14
12 4—m
4000 3500

Transmitancia

Fosfato - Hidrazina
—— Cranio
Fémur

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Ndmero de onda (cm™)

Figura 35 - Espectros no IV da fase 6ssea inorgénica de cranio e fémur de ratos e
do fosfato de calcio precipitado apds tratamento com hidrazina.
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Tabela 4: Atribuicdo das bandas dos espectros no Infravermelho.

Banda/cm’ Atribuicao
3580 vs estiramento OH de hidroxila
3400 vs estiramento OH de H,O
1645 deformacao H-O-H de H.O
1470-1420 v1 estiramento simétrico de CO5*
1128 ve estiramento PO3 em HPO,*

v3 estiramento assimétrico de PO,> ou
1100, 1093, 1047 »
vg estiramento PO; em HPO4~

965 v; estiramento simétrico PO,>
918 v3 estiramento P-OH em HPO,*
884 v, estiramento antissimétrico de CO5*
650 vibragcdes OH de hidroxila

v,4 deformacdo O-P-O em PO, ou

616, 581 )

v4 deformacéo O-P-O em HPO,*

535 v- estiramento P-OH em HPO,*

As fases minerais dos materiais precipitados reproduzem de maneira muito
semelhante os espectros das fases Osseas usados comparativamente,
comprovando novamente a presenca de fosfatos de calcio. No entanto, existem no
espectro do material precipitado bandas mais finas e acentuadas que sugerem
particulas de maior cristalinidade, quando comparadas com as particulas 6sseas.

Essa observacao é pertinente, pois as fases ésseas sao sabidamente pouco
cristalinas e os fosfatos apds ataque com hidrazina podem apresentar ligeiro
aumento da cristalinidade. Optou-se por representar os padrées de bandas apenas
para a amostra sem colageno, pois todos os demais nao estavam na forma de pé e
apresentariam muitas bandas de absor¢éo para a fase organica.

As fases O&sseas inorganicas apresentam bandas caracteristicas de
carbonato, que indicam que o carbonato substitui OH e HPO,* na estrutura da

HAp, formando apatitas carbonatadas. Para os materiais obtidos nas sinteses,
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nenhum cuidado com o controle de CO; foi realizado, portanto a presenca de COs*
nas amostras € perfeitamente possivel.

A técnica de FTIR, é reconhecidamente sensivel a compostos organicos, e
por esta razdo também foi escolhida para analisar se 0os compostos organicos
formadores da matriz (principalmente colageno) foram eliminados pelo tratamento
com hidrazina. Os espectros mostram que a composicdo das 3 amostras sao
semelhantes indicando que, dentro do limite de deteccéao do FTIR, ndo se observa
a presenga significativa de compostos organicos constituintes da matriz 6ssea

quanto menos na amostra de fosfato precipitado.

5.12 - Calorimetria Diferencial (DSC)

Amostras de gel de colageno estruturado e gel de colageno estruturado com
particulas de fosfato de calcio foram analisadas por DSC. A Figura 36 mostra o
resultado da calorimetria diferencial de varredura.

A comparagao das curvas calorimétricas do colageno estruturado com a do
colageno estruturado com particulas de fosfato de célcio mostra que para a
amostra contendo fosfato de calcio ocorre transicado endotérmica por volta de 90°C
que nao esta presente na curva correspondente ao colageno estruturado.

Na curva calorimétrica da amostra contendo apenas colageno estruturado,
observa-se uma transicado endotérmica discreta por volta de 65°C, que pode
sugerir a desnaturacao do colageno.

Este resultado permite afirmar que a formacédo das particulas de fosfato de
célcio simultaneamente com o processo de sua estruturacdo, resulta em uma
interagdo entre os dois componentes que estabiliza o coldgeno, mostrando que
existe interacdo de colageno com o fosfato de calcio e ndo apenas com os ions

célcio.*48l
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Colageno estruturado - (A)
Colageno estruturado/fosfato de calcio - (B)

Fluxo de Calor (u.a.)

T T T T
20 40 60 80 100

Temperatura °C

Figura 36 - DSC: (A) Colageno estruturado e (B) Colageno mineralizado com
fosfato de calcio.

5.13 — Consideracoes Finais e Conjecturas.

A perda de qualidade de vida que pode ser causada por enfermidades e
traumas dos o0ssos aumenta a importancia em estudar e compreender este
material fantastico. Entender as enfermidades dos 0ssos, ou seja, conhecé-las
melhor, pode contribuir para a solugao destes problemas.

O crescimento da expectativa de vida da populacdo e o modo de viver a
“vida moderna” tornam mais comuns os problemas com os 0ssos. Neste contexto
as Nagdes Unidas declararam que o periodo entre 2000-2010 € a “Década do

Osso e da Junta”. B!

Com este foco, fosfatos de célcio sdo, alvo de interesse para a preparagao
de biomateriais em associagdo com matrizes, principalmente de colageno, uma

vez que apresentam similaridades com relagcado a composicao da matriz éssea.
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O desenvolvimento de materiais biocompativeis para reparar ou substituir
tecidos duros (0ssos e dentes) tem sido, portanto, uma area de atividade intensa.

Nos ultimos anos tem crescido muito o esfor¢co para produzir biomateriais
nanoparticulados, usando processos biomiméticos inovadores, e ensinamentos da
prépria natureza.

Todas essas informacbes justificam e fortalecem os topicos abordados
neste trabalho e os resultados obtidos podem contribuir para o progresso dos
estudos nesta éarea.

Esta pesquisa nao tinha como propdsito a producao de biomateriais para
enxertos 0sseos, mas inerente as atividades desenvolvidas e o fato da area de
biomateriais estar intimamente ligada a area médica, ndo se pode ignorar as
caracteristicas potencialmente presentes como biocompatibilidade, bioatividade e
a similaridade quimica dos materiais preparados com a HAp, que no futuro, com
aprofundamento e criatividade, podem transforma-los em nanocompdsitos para
substituicdo 6ssea.

O objetivo de muitos pesquisadores nesta area, remete a possibilidade de,
um dia, poder produzir um material que se assemelhe de fato, e tenha as mesmas
caracteristicas dos ossos. O trabalho inter e multidisciplinar parece ser condi¢ao
sine qua non para o sucesso na area de biomateriais, uma vez que a natureza os
faz assim e com extrema competéncia. Para a producdo de novos materiais que
substituam os ossos acredita-se na necessidade de desvendar muitos dos
mistérios da osteogénese.
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6 - Conclusoes.

A permeagdo do vapor de amobnia e consequente elevagcdao do pH
estruturam o colageno e precipita as particulas de fosfato de calcio em processos
que ocorrem simultaneamente.

Os géis de colageno que sofrem estruturagdo, simultaneamente com a
formagéo de particulas de fosfato de calcio, alteram a morfologia destas particulas
nucleadas e crescidas no seu interior.

A concentragado de colageno nos géis altera as morfologias das particulas
de fosfato de célcio nucleadas e crescidas no seu interior.

Quando a estruturagéo resulta em fibrilogenese, além da morfologia, sdo
simultaneamente, produzidas particulas de fosfato de calcio intimamente ligadas
as fibras e observa-se um efeito de orientagdo sobre as particulas formadas,
assim como € observado nas particulas de fosfato de calcio formadas nas
matrizes 6sseas de ratos Wistar.

O colageno interage tanto com os ions calcio dispersos no gel, antes da
estruturacao, assim como as particulas de fosfato de calcio que estabilizam o gel.
A morfologia, cristalinidade e tamanho de cristalitos das particulas formadas nos
géis estruturados, sdo semelhantes as observadas para as particulas de fosfato
de calcio que constituem a matriz inorganica dos 0ssos.

O método proposto para precipitacdo de fosfato de célcio em meio a matriz
de colageno é inovador e tem potencial para producao de biomaterial sintético de
boa qualidade em condi¢gdes de assepsia que apresenta similaridades com
diversas propriedades observadas para a matriz Ossea, além disso, as
similaridades dos materiais sintetizados com a fase 6ssea inorganica podem, no

futuro, formar bons osteintegradores e/ou osteocondutores.
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