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A busca por novos materiais para a regeneragao 6ssea tem possibilitado o
desenvolvimento de dispositivos com 0 mesmo padrao de cristalinidade do osso e com
substituicbes ibnicas, podendo estes serem promissores na substitu¢do, restauracao
ou mesmo na regeneragao das fungoes teciduais perdidas. Magnésio e carbonato séo
ions importantes associados a apatitas bioldégicas e foram escolhidos por serem
incorporados de forma isolada ou conjunta as amostras. O objetivo da presente tese
foi o desenvolvimento de apatitas substituidas por magnésio e de um compésito 3D de
apatita substituida por magnésio e carbonato com colageno aniénico (MCA/col) para
aplicagdo em engenharia 6ssea tecidual. Foram realizadas caracteriza¢des fisico-
qguimicas (DRX, FTIR, TGA, ICP, BET), morfolégicas (micro-CT, MO, MEV, MET) e
ensaios in vitro (degradacgéo, citotoxicidade e cultura de osteoblastos) nos materiais. A
incorporacdo do magnésio na rede da apatita foi confirmada pelo refinamento de
Rietveld. A substituicdo de Mg na estrutura do B-TCP resultou na diminuicdo dos
parametros de rede e do tamanho de cristalito. As pastilhas de B-TCMP calcinadas
apresentaram uma estrutura mais densa quando comparadas as pastilhas de 3-TCP
comercial processadas sob idéntica metodologia. A proliferacdo de células de
osteoblastos humanos, SaOs2, parece ter sido estimulada pelas pastilhas de B-TCMP.
Os compositos MCA/col reticulados com glutaraldeido 0,25% sao citocompativeis, tem
uma estrutura de poros abertos e interconectados, com fases similares ao conteudo
mineral e organico do 0sso, apresentando, assim, potencial para aplicagao na
regeneracao éssea.
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MAGNESIUM SUBSTITUTED TRICALCIUM PHOSPHATE AND MAGNESIUM —
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The search for new materials for bone regeneration has enabled the
development of devices with the same pattern of bone crystallinity and with ionic
substitutions. These materials may be promising for the substitution, restoration or
regeneration of lost tissue functions. Magnesium and carbonate are important ions
associated to biological apatites and were chosen because they are incorporated
separately or jointly to the samples. The objective of this thesis was the development of
apatite substituted by magnesium and a composite 3D apatite substituted by
magnesium and carbonate with anionic collagen (MCA/col) for application in bone
tissue engineering. Physico-chemical (XRD, FTIR, TGA, ICP, BET), morphological
(micro-CT, OM, SEM, TEM) and in vitro characterizations (degradation, cytotoxicity and
culture of osteoblasts) were performed in the materials. The incorporation of
magnesium in the apatite network was confirmed by Rietveld refinement. The
substitution of Mg in the structure of B-TCP resulted in the decrease of lattice
parameters and crystallite size. The calcined B-TCMP tablets showed a denser
structure compared to commercial B-TCP tablets processed under identical
methodology. Cell proliferation of human osteoblasts, SaOs2 seems to have been
stimulated by B-TCMP tablets. The composites crosslinked with glutaraldehyde 0.25%
are compatibles, has an open and interconnected pore structure with similar phases to
the bone mineral and organic contents, thus presenting a potential for application in

bone regeneration.

viii



INDICE GERAL

(03X U] o 2 T 1
INTRODUGAO .....ceeerererereraseaeeeseesesesesssssasssasasasssssssssssssssssssasasasasssassssesenssssessssssanans 1
(031 i U] 0 TS 4
REVISAO DA LITERATURA .......cotemrceteeseseetssssesssssssesssssasssssssassssssssssssnssssasssnssssasaen 4
2.1  MEDICINA REGENERATIVA E ENGENHARIA TECIDUAL ..........ccccveeeeennn. 4
2.1.1 BIOENGENHARIA DO TECIDO OSSEO ......cooiieieeieeeeeeeeeeeeeeeee e 5

2.2 ESTRUTURA DO OSSO ...ttt teeaaa e e e assssseaaaaaaeaassnnns 7
2.3  COMPOSICAO DO OSSO ...t 8
2.3.1 Fase Mineral (APatita) ........oooiouuiiiiiiiee e 9
2.3.1.1  Apatitas DIioIOQICAS ........ueeeeiieiiiiiieie e 9
2.3.1.2  Apatitas SINtELICAS ....coouveeeeeiiieee e 11

2.3.2 Matriz organica (COIAGEN0) .....eeeiiiiiiiii i 15

24 BIOMINERALIZAGAOQ ...t 19
(oY U T P 23
JUSTIFICATIVA E OBJETIVIOS ...ttt 23
(oY 1 U 1 0 P 24
MATERIAIS E METODOS.........coooooeeeeeieeeieieieieeiee e 24
4.1 SINESE AOS POS ...ttt 24
4.2  Produgéo de pastilnas denSas.............uuuueeeeeeeeeeeeeeeiieieeeieieeeeeeeeeeieeieieeaiaannnnns 25
4.3  EXtragdo de COIAQENO0 .........cccoooiieeeeeeeeeee e 25

4.4  Mineralizagdo do colageno aniénico com uma solugao similar ao fluido
corporeo 1,5 (Simulated Body FIuid - SBF) ........coooiuieiieeeeeeeeeeee e 26

4.5  Sinteses dos compdsitos (MCA/colageno anionico) ............cccceeeeeeeecuunennn.. 27

4.6  Caracterizagao fisico-quimica dos pos verdes e das pastilhas calcinadas.... 29
4.6.1 Difragdo de raios-X (DRX)...ccooiiiiiiiiiieieee e 29



4.8.2 BET e 30

4.6.3 Espectroscopia de emissao atdmica por plasma induzido (ICP-OES)....... 30
4.6.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)..... 31
4.6.5 Teste para a deteccao de 6xido de calcio como fase secundaria.............. 31
4.6.6 Analise termogravimetrica (TGA) .....eeeieeii i 31
4.7  Caracterizagdo morfoldgica dos pos verdes e das pastilhas calcinadas....... 32
4.7.1 Microscopia eletronica de transmissao (MET) .....cooeeeviviiiiiiiieenee e, 32
4.7.2 Microscopia eletrdnica de varredura (MEV).........ccoeeiiiiiiiiiieinee e 32
4.8  TESIES IN VIIIO ..ottt tnnnnnnnnes 33
4.8.1 Cultura de CEIUIAS .......uuieiiieee e 33

4.9  Caracterizagao do colageno aniénico mineralizado com uma solugdo similar

F= T8 (V][0 [0 X070 )1 o o (- o NSRRI 33
4.10 Caracterizagao fisico-quimica dos arcabougos cOmpoSsitoS..............cccuve.... 33
4.10.1 Propriedades espectrais do colageno e dos compdsitos ............ccceennee 33
4.10.2 Composigcao quimica da parte mineral dos compdsitos ............cccueeeennee 34
4.10.3 Estimativa da raz&o das fases mineral e organica..........cccccceevrniininnnen. 34
4.10.4  Perfil CriStaliNO ...ccevvviiiiiiiiiiiieeeeee e 35
4.10.5 Avaliagdo da temperatura de desnaturag@o do colageno ...................... 35

4.10.6 Efeito da reticulagdo com glutaraldeiro (GA) na estabilidade dos

compdsitos em Mei0 de CUUIA ......cooiiiiiiiiiiiiie e 35
4.11 Caracterizagdo morfolégica dos arcabougos COmMPOSItOS. .........ccceeeeeeeeeaanans 35
4.11.1  Micrografia doS COMPOSIIOS ......uuvrereiiieiiiiiiiiei e 35
4.11.2 Histologia dos COMPOSITOS .......uuuiiiiiiiiiiiiiieieee e 36
4.11.3 Caracterizagao estrutural.............eeeeiiiiiiiiiiii e 36
4.11.4 Caracterizagao ultra-estrutural.........c.cccooeiiuiiiiiieee e 37
412 TESIES IN VIIIO ..ottt 38
4.12.1 Degradagao dos compdsitos em meio ACIdO........ccoovvveeeiiiiiieeiiiiiieeeene 38
4.12.2 Citocompatibilidade ..........cooouiiiiiiiiie e 39
4.12.3 Adeséo e proliferagao Celular ..o 40
CAPITULO 5 ....oeecerecerecsseesseessesssessstsssstssstsssessstassstss st ssst st ssstnsseansstnsssanens M
RESULTADOS E DISCUSSAQ.........cooiieererieeisesiseeeisesisesseesissa s 41

5.1  Caracterizagao da apatita substituida por magnésio sob forma de pé ou
oz L1117 L= TS 41



5.1.1 Caracterizagao fisico-quimica dos pos de apatita substituida por magnésio

41
5.1.2 Caracterizagao morfolégica dos pés de apatita substituida por magnésio. 49
5.1.3 Pastilhasdensas de B—TCMP ..., 50

5.2  Caracterizagédo do colageno aniénico mineralizado por uma solugdo similar ao
fluido corpdreo (Simulayted Body Fluid — SBF) .......ccoooveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 54

5.3  Caracterizagdo dos compdsitos de magnésio-carbonato apatita/colageno

ANUONICO (MCA/COL) ...ttt e e e e a e e e e e asnnes 60
5.3.1 Propriedades fisico-quimicas dos COMPOSItOS.........cccuvveveeeeeeeriiiciiieeeeeenn. 62
5.3.1.1 Propriedades espectrais (FTIR) ... 62
5.8.1.2 Composi¢do quimica da fase mineral do composito..........cccceveeeernnnes 63
5.3.1.3 Estimativa das fases mineral e organica dos compdésitos................... 66
IR I I o= T g {1 o 13 =1 1 o TP 67
5.3.1.5 Efeito da reticulagdo na temperatura de desnaturagao do colageno ..68
5.3.1.6 Estabilidade dos compdsitos em meio de cultura..........ccccceeveeeeennnes 69
5.3.2 Caracterizagdo morfolégica dos COMPOSItOS ......ccevvuuviiiiiiiieiiiiiiiiieeeeeenn 72
5.3.2.1 Micrografia dos COMPOSITOS. ........uuvriiiiieiiiiiiiiieiee e 72
5.3.2.2 Histologia doS COMPOSITOS......ccccuuuiiiiiiieei e 72
5.3.2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV).........ccccooviiiiiiiiiiniininnns 76
5.3.2.4 Microscopia eletronica de transmissao (MET)........coovviiiiiieiiineninnnnes 78
5.83.3 TeSsteS iN Vitr0...ccceee e 82
5.3.3.1 Teste de diSSOIUGAD ......eeiriiiiiiiiiiieeiee e 82
5.3.3.2. CitocompatiDilidade .........ccoeiiiiiiiiiiiiii e 83
5.3.3.3 Cultura de CEIUIAS .........uueueeiieiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeieeeeeeee e eaeeeeeeeeeeeeeneenenenes 85

54  CONSIDERACOES FINAIS........oeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneeeeeennneeaens 86
(oY U P 88
CONCLUSAOQ ..o 88

Xi



INDICE DE FIGURAS

Figura 2. 1: Composi¢cao dos fosfatos de célcio de acordo com as razdes molares

Figura 2. 2: Sequéncia de residuos aminoacidos de cadeias a do colageno tipo I.....17
Figura 2. 3: Hidrolise alcalina dos grupos carboxiamida do colageno tipo |I................ 22
Figura 4.1: Fluxograma empregado para a producdo de pdés das amostras calcio-
deficientes substituidas por magnésio (MgCaD). ........cccccveeiiiiiiiiiiiiiee e 24
Figura 4.2: Fluxograma empregado para a producao de pastilhas calcinadas a partir
do pé das amostras célcio-deficiente substituidas por magnésio (MgCabD), e do p6
comercial e macrografia das pastilhas calcinadas. ........ccccccevvvviiiiiiiiiiiiiiiiie, 25
Figura 4.3: Fluxograma empregado para a producdao do composito magnésio—
carbonato apatita/colageno anidénico (MCA/col), indicando de forma resumida as
técnicas de caracterizagdo empregadas. ... .. e v eriiiieee e 27
Figura 4.4: Imagem do vaso reacional do compdsito 3C1P0,1Mg ao final da sintese.28
Figura 4.5: Composito 3C1P0,1Mg desmoldado apds a liofilizagao. ..........cccuveeeennnee. 28
Figura 4.6: Fluxograma empregado para observacdo das matrizes de colageno
aniénico e dos compésitos 3C1P0,1Mg reticulados com 0,25% GA por
microscopia de luz polarizada e microscopia de luz de campo claro.................... 37
Figura 4.7: Sistema utilizado no teste de dissolugado dos arcabougos 3C1P0,1Mg e
5C1P0,1Mg reticulados com 0.25% GA. ......cooiiiiiiieee e 38
Figura 5.1: Perfis de DRX do B-TCP comercial e dos poés verdes com razdo Mg/Ca
0,1; 0,15 e 0,2 (a) e calcinados a 1000 °C (b) obtidos a partir dos precursores

Ca(OH)z, MgCla6H20, € HaPO4. weeiiiiiieiee e 42
Figura 5.2: Refinamento pelo método de Rietveld do B-TCMP com razées molares
tedricas Mg/Ca 0,1; 0,15 € 0,2. ..eeeeieiiiiiiiiiieee e e e 44
Figura 5. 3: Parametros de rede e volume de célula das amostras de B-TCP comercial
e de. B-TCMP com razées molares teéricas Mg/Ca 0,1; 0,15e€ 0,2 .....cceeeveenneee 44
Figura 5. 4: Espectros de FTIR dos pds verdes (a) e calcinados a 1000 °C (b) com
razées molares Mg/Ca = 0,1; 0,15 € 0,2. ...eeiiiiiiiiieeee e 46
Figura 5.5: Micrografia de campo claro da amostra MgCaDO0,2. ..........ccccccceeveeeennnnee 49

Figura 5.6: Micrografia da amostra MgCaD0,2 (a) e o respectivo EDS confirmando a
presenca de Mg, Ca € P (D). ..couuii i 50
Figura 5.7: Macrografia das pastilhas 3-TCP (a) e B-TCMP (b) apés calcinagéo. ...... 51

Xii



Figura 5.8: Micrografias das pastilhas de B-TCP comercial (a) e de B-TCMP com
razdo molar Mg/Ca = 0,15 (b) calcinadas a 1000 °C........cccoeeeiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeenn 51
Figura 5.9: Micrografias da cultura de osteoblastos humanos (SaOs2) sobre as
pastilhas de B-TCP comercial (a, c, e) e sobre B-TCMP com razdo molar Mg/Ca =
0,2 (b, d, f) apos 4h, 24h, e sete dias de incubagao respectivamente................... 53
Figura 5.10: Micrografia da cultura de osteoblastos humanos (SaOs2) sobre pastilhas
B-TCMP com razdo molar Mg/Ca = 0,2 apos sete dias de incubagao................... 54
Figura 5.11: Perfil de DRX do colageno aniénico ap6s a imersao em solugcao SBF 1,5
POF 18 QIS ettt a s 55
Figura 5.12: Espectros de FTIR do coldgeno anidnico antes e apds a imersao em SBF
LIRS oo e T o L= TR 56
Figura 5.13: DSC do colageno aniénico antes e apés a imersdo em solucdo SBF 1,5
POF 18 QIS ettt a s 57
Figura 5.14: Micrografias do colageno aniénico apds a imersdo em solugdo SBF 1.5
por 15 dias, superficie (a) € fratura (D). .....coeeeviiiiiiiiieeee e 59
Figura 5.15: EDS do coldgeno anidnico apés a imersao em SBF 1,5 por 15 dias......59
Figura 5.16: Microtomografia computacional 3D do coladgeno mineralizado apés a
imersdo em SBF 1,5 por 15 dias. .......uueiiiiiiiiiiiee e 60
Figura 5.17: Macrografia dos compésitos de MCA / colageno anidnico. .................... 61
Figura 5.18: Espectros de FTIR do colageno anidnico (A) e do arcabougo composito
(3C1P0,1Mg) antes (B) e ap6s a reticulagdo com 0.25% GA (C)..ooeeeeeeeeeeeeeeeennn. 63
Figura 5.19: Espectros de FTIR da parte mineral do compdésito com razao molar C/P =
5 antes (A) e ap6s (B) o tratamento de digestdo da fase organica....................... 65
Figura 5.20: Perfis de DRX dos compdésitos ndo reticulados com diferentes razdes
MOIArES AE C/P .o e e s 68
Figura 5.21: DSC do colageno aniénico (A) e do compdsito 3C1P0,1Mg antes (B) e
apos a reticulag@o com 0,25% GA (C). weerereeeeiiiiieieee e 69
Figura 5.22: Micrografias dos compésitos 3C1P0,1Mg imersos em meio de cultura
DMEM por 14 dias nao reticulados (a - b), reticulados com 0.125% GA (c - d) e
COM 0,25% GIA (€ = f). teeeeei et e e e e e e e 70
Figura 5.23: Micrografias do compésito 3C1P0,1Mg reticulado com 0.125% GA imerso
em meio de cultura DMEM por 14 di@s. ........ooooimmimiiiieiiiiiieeeee e 71
Figura 5.24: Andlise em 3D do compésito 3C1P0,1Mg com 6 mm de diametro por
meio de microtomografia computadorizada. ...........cccceriiiiiiiiiiiie 73
Figura 5.25: Microscopia éptica de amostras de colageno tipo | coradas com azul de
anilina (a, b) ou impregnadas com prata metenamina (c), rede do colageno vista

por microscopia de luz polarizada (d), compdsitos 3C1P0,1Mg reticulados com
Xiii



0,25% GA corados com azul de anilina com partes azuis para o colageno e cinza

claro para a fase mineral (e — h) e corados com von Kossa para a fase mineral

FOSTALO (I = K).oeeeeee e 75
Figura 5.26: Imagens digitais e distribuicdo do tamanho de poros dos compdsitos
3C1P0,1Mg reticulados com 0,25% GA. .....cooo i 76

Figura 5.27: Micrografias do colageno aniénico (a- superficie e b- fratura) e dos
compésitos 3C1P0,1Mg reticulados com 0,25% GA, superficie (c - d) e fratura (e —
L) TSP SPRSPPRRR 77
Figura 5.28: Micrografias de fibrilas de colageno do compdésito 3C1P0,1Mg reticulado
com 0,25% GA (a) mostrando um padrao caracteristico de bandeamento (b).....79
Figura 5.29: Micrografia de corte fino corado do compésito 3C1P0,1Mg reticulado com
0,25% GA mostrando fibrilas de colageno (linhas claras) e cristais de MCA
NANOMELriCOS (liNNAS ESCUIAS). ...ciueeeiiiiiiee e 80
Figura 5.30: Micrografia da parte mineral do compésito 3C1P0,1Mg apéds digestdo do
(o701 F=To [T o [0 AN TP PP PPPSPPPRP 81
Figura 5.31: Analise elementar (EDS) dos componentes da fase mineral do compdsito
3C1P0,1Mg ap06s digestdo do COIAGENO0........coiiuuuiiiiieie et 81
Figura 5.32: Concentragao (ppm) dos ions Ca, Mg e P liberados na solugédo tampéo a
partir dos compésitos 3C1P0,1Mg (a) e 5C1P0,1Mg (b), reticulados com 0.25%
G A . e e e e e e e e e e e e e a— e e e e aaaeeaeaaanres 82
Figura 5. 33: Efeito citotéxico de extratos do compdésito 3C1P0,1Mg reticulado com
0,25% GA sobre fibroblastos de camundongo, medido por: (A) redugéo de XTT,
(B) absorcao de vermelho neutro (C) eluicdo do corante cristal violeta. Fenol a 4%
e extrato de pérolas densas de poliestireno foram usados como controles positivo
e placa de poliestreno sem material controle e negativo para toxicidade,
FESPECHIVAMENTE. .ttt e e e e 84
Figura 5.34: Micrografias de osteoblastos humanos (SaOs2) semeados sobre o
compésito 3C1P0,1Mg reticulado com 0,25% GA apds 48h de cultura (a - b), 7
dias (C-d) €14 dias (€ - f). ceeeiiiiiiiiiiieiiiee 86

Xiv



INDICE DE TABELAS

Tabela 2.1: Composicdo comparativa e parametros estruturais das fases inorganicas
de tecidos humanos adultos calcificados (DOROZHKIN, 2007).......cccccovviiuvnnnnen. 10
Tabela 4.1: Composicao da solugdo SBF e do plasma sanguineo humano................ 26
Tabela 4.2: Testes fisico-quimicos empregados nas caracterizagcoes dos pos verdes e
das pastilhas calCinadas. ........couevveiiiiiiiiiii 29
Tabela 5.1: Fatores de concordancia fiNaiS..............uueueeueuiriiiiiiriiiiiieiieieieeeneeeeeeeeeeeaa. 45
Tabela 5.2: Parametros de rede, volume da célula unitaria e tamanho de cristalito
obtidos pelo refinamento do método de Rietveld para os pés calcinados a 1000°C.

Tabela 5.3: Tamanho de area especifica e razdo molar dos pos verdes..................... 45
Tabela 5.4: Perda de peso da amostra de colageno aniénico apés a imersao em SBF
1,5 por 15 dias, obtida por TGA. .....cooiiiii e 58
Tabela 5.5: Frequéncias vibracionais atribuidas ao colageno aniénico e aos
compésitos 3C1P0,1Mg antes e apods a reticulagdo com 0,25% GA. ................... 64
Tabela 5.6: Composigao quimica (%p/p) da fase mineral dos compdsitos apds o
tratamento de digestao do colageno com NaOCI...........cceeeviiiiiiiiiiiiiee e 65
Tabela 5.7: Composicao das fases mineral e organica presentes nos compadsitos
(G 074 o) o] o] 1T =TT oo g I 7 N 67
Tabela 5.8: Quantidade de Ca, Mg e P (ppm) liberados dos compésitos com diferentes
razbes molares de C/P e reticulados com 0,25% GA ap6s 180 minutos de contato
[olo]0 g =To] [FTor=To R e=Ta g o= Lo - Ter o = NPT 83

XV



CAPITULO 1

INTRODUCAO

Os avancos da medicina tém possibilitado o desenvolvimento de novos
materiais para a engenharia de tecidos, os quais possam ser utilizados como
dispositivos temporarios ou permanentes no organismo humano, uma vez que a

expectativa e a qualidade de vida tém aumentado nos ultimos tempos.

O desafio da engenharia tecidual é desenvolver novos biomateriais que,
associados a células e a fatores de crescimento, drogas ou genes, possam restaurar,
manter ou melhorar as funcbes teciduais perdidas resultantes de acidentes
automobilisticos, trauma ou doencas degenerativas.

A escassez de 6rgaos ou tecidos para transplante tem motivado o estudo de
matrizes tridimensionais biocompativeis e biodegradaveis como suporte celular

temporario, as quais possam induzir a regeneragao de tecidos danificados.

Todos os tecidos do corpo s&o extremamente complexos e combinam suporte
estrutural com fungdes biolégicas. E necessario que os materiais desenvolvidos
tenham propriedades fisico-quimicas similares ao tecido que eles vao substituir
(GELINSKY et al., 2008). O osso é constituido principalmente por uma fase mineral
inorganica, apatita (~65%), por uma fase organica ndo mineralizada, colageno tipo |
(~23%), agua (~10%) e proteinas nao colagénicas (~2%) tais como fatores de
crescimento e proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs). Arcaboucos feitos de apatitas
sintéticas modificadas com o mesmo padréao de cristalinidade e estequiometria similar
ao 0sso e colageno tipo | tém sido desenvolvidos para aplicacdes na regeneracao
Ossea. Tais materiais devem ter requisitos essenciais como permitir o crescimento
interno do tecido, porosidade, interconexao de poros para a vascularizagao e a difusao
de nutrientes e gases, bem como estabilidade mecéanica para suportar e transferir
cargas até que o tecido se regenere (KARGEORGIOUS e KAPLAN, 2005).

O arcabouco deve também servir de suporte para as interacdes celulares
promovendo a adesdo, fixagdo, proliferacdo, diferenciagdo e produgdo de matriz
extracelular, fornecendo um suporte estrutural 3D para o tecido neoformado (SHIN et
al., 2003). Fatores de crescimento podem também ser incorporados dentro da matriz



para promover a osteoinducdo do biomaterial j& que o arcabougo ndo possui essa
propriedade.

A taxa de degradacao do implante deve propiciar as células a secrecao de sua
matriz extracelular para garantir o suporte da sua prépria estrutura. Simultaneamente a
formagdo da nova matriz, o implante deve ser degradado, reabsorvido e seus
subprodutos metabolizados.

Os fosfatos de calcio tém sido amplamente utilizados nas areas médica e
odontoldgica devido a sua grande similaridade com a parte inorganica da maioria dos
tecidos calcificados do corpo humano (LEGEROS, 1991). A habilidade da apatita em
aceitar substituintes e vacancias muda suas caracteristicas minerais, modificando o
tamanho do cristalito e a taxa de dissolugdo. A apatita possui varios sitios
cristalogréficos diferentes onde varias trocas ibnicas podem ocorrer (WOPENKA e
PASTERIS, 2005). Magnésio € um dos elementos-tragos mais abundante presente no
tecido duro. Sua concentragéo € em torno de 0,6% (p/p) no osso e facilmente substitui
o calcio na rede da apatita (LEGEROS et al, 1989, LEGEROS, 1991). Essa
incorporagcao na apatita sintética depende do pH, da temperatura, da razdo molar
Mg/Ca e da presenga de carbonato no meio reacional (LEGEROS, 1991, 1993,
LEGEROS et al., 1996). O conteudo do carbonato no osso mineral € de 4—8% (p/p),
variando com a idade. Substituicbes de carbonato na rede da apatita ocorrem
principalmente nos sitios fosfatos dentro da estrutura do cristal (substituicao do tipo B),
as quais podem aumentar a solubilidade sem mudancas nas propriedades polares da
superficie do material o que influencia a adeséo celular inicial e afeta a deposi¢éo da
matriz de colageno (ELLIES et al., 1988). A influéncia da incorporacao do carbonato
na estabilidade quimica das apatitas substituidas esta relacionada com a reducao do
tamanho do cristalito e consequentemente com o aumento da area de superficie
devido a formacao de uma apatita com baixa cristalinidade.

O colageno tipo | € o maior componente da matriz 6ssea e esta intimamente
associado a cicatrizagao e regeneracao. Este tem sido muito usado como dispositivo
na engenharia tecidual uma vez que é um material natural, com baixa resposta
imunolégica, permite uma boa fixagao celular, biocompativel e faciimente degradado e
reabsorvido pelo corpo (FRIESS, 1998). Entretanto, suas baixas propriedades
mecanicas limitam sua utilizacdo sendo necessaria a sua reticulacdo visando a
melhoria das propriedades biomecéanicas e a estabilidade molecular ou ser suportado
por um material sintético como compoésito para remodelagdo 6ssea (WAHL e
CZERNUSZKA, 2006).



A hidrélise do colageno tipo | objetiva o aumento da densidade de cargas
negativas facilitando a nucleacdo e ancoragem dos cristais de apatita objetivando
mimetizar o processo de formagao 6ssea.

Este trabalho se propde a produzir apatitas substituidas por magnésio e
estudar seu efeito nas propriedades fisico-quimicas e adesao célular, caracterizar o
colageno aniénico mineralizado a partir de solugéo rica em calcio e fosfato, bem como
desenvolver compositos de magnésio-carbonato apatita/colageno anibnico tipo | para

aplicagbes na regeneragao éssea.



CAPITULO 2

REVISAO DA LITERATURA

Este capitulo é dividido em alguns tdpicos visando inserir 0 conceito da medicina
regenerativa e mais propriamente da bioengenharia do tecido ésseo e dos materiais
que vem sendo desenvolvidos como substitutos 6sseos temporarios, de composi¢ao
similar ao osso natural, que € o foco central do trabalho. Primeiramente serda dada uma
visdo abrangente do tecido 6sseo em relagdo a sua composi¢cdo, passando por
substitutos sintéticos, que possam reparar o tecido danificado, abordando suas
propriedades caracteristicas e aplicacdes. Posteriormente sera dado um enfoque de
como ocorre a biomineralizagdo da matriz organica e as alternativas que tem se
buscado para mimetizar esse processo, avaliando como a comunidade cientifica tem

contribuido para o desenvolvimento desses materiais e suas técnicas de obtencao.

2.1 MEDICINA REGENERATIVA E ENGENHARIA TECIDUAL

A expectativa de vida do brasileiro tem crescido muito, projetando-se para os
dias atuais uma média de 73 anos. Estima-se que haverao 30 milhdes de brasileiros
com mais de 60 anos no ano de 2020 (IBGE, 2010).

O aumento do tempo de vida bem como os problemas da vida moderna
decorrentes de violéncias, traumas devido a acidentes automobilisticos aléem das
doencas degenerativas tem demandado a busca de novos conceitos de pesquisa,
desenvolvimento e inovagao na area da saude. A discrepancia entre a disponibilidade
de 6rgaos ou tecidos provenientes de doadores saudaveis e o niumero de pacientes
gue necessitam de um transplante tem sido cada vez maior.

Os avangos da medicina juntamente com o0s principios da engenharia e das
ciéncias da vida tém proporcionado o desenvolvimento de substitutos naturais ou
sintéticos, obtidos por diversas rotas, que possam vir a manter, reparar, regenerar ou
mesmo substituir funcées de érgdos ou tecidos do corpo humano. Essa

interdisciplinaridade permitiu o desenvolvimento de novas tecnologias, tais como as



terapias celulares e os conceitos de medicina regenerativa e de bioengenharia
tecidual.

A medicina regenerativa tem sido uma grande alternativa para um grande
namero de doencas crbnicas ou degenerativas tais como Parkinson, Alzheimer,
osteoporose, lesdo da coluna vertebral ou mesmo cancer. Esta visa a regeneracao
das partes do corpo perdidas ou lesionadas através do desenvolvimento e/ou
combinagdo de moléculas; de células vivas, as quais fornecerdo a funcionalidade
biologica e de materiais naturais, sintéticos ou hibridos nanoestruturados obtidos por
rotas de biotecnologia, que atuem como arcabougos mimetizando o ambiente propicio
para suportar a adesao, mobilidade e diferenciacao celular (ENGEL et al., 2007).

O uso de células tronco, as quais possuem a habilidade de gerar todos os tipos
de tecido e uma capacidade ilimitada de auto-renovacgéao, e de diferentes biomoléculas,
dependendo das células alvo, na funcionalizagdo dos arcabougos porosos ou no
aprisionamento de fatores de crescimento, drogas ou genes fazem parte do desafio na
producédo de materiais que atinjam suas metas (ENGEL et al., 2007).

2141 BIOENGENHARIA DO TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é o constituinte principal do esqueleto humano. E um tecido
vivo mineralizado, altamente organizado, servindo como suporte estrutural do
organismo na protecao de 6rgados vitais, no alojamento da medula éssea formadora de
células sanguineas e na sustentagcdo dos musculos para a locomocao. Além disso,
constitui 0 maior reservatorio de ions calcio e fosfatos (CUI, et al., 2007).

O osso é uma estrutura hierarquica cujas propriedades mudam de acordo com
a mudanca de escala. Este deve ser estudado a cada nivel, nano, micro e macro-
estrutural para poder entender seu comportamento intrinseco bem como determinar as
consideracbes apropriadas para a utilizacdo de materiais compdsitos na substituicao
Ossea (KATZ et al., 2007).

A bioengenharia do tecido ésseo faz uso da associacdo de materiais naturais,
sintéticos ou hibridos (arcaboucgos), com células e moléculas sinalizadoras
apropriadas, (proteinas morfogenéticas do osso, fatores de crescimento e moléculas
de adeséo), que sirvam como suporte fisico temporario e como substrato para adesao
celular durante a cultura in vitro e subsequente implantagdo. As células séo



dependentes de ancoragem e, portanto requerem estruturas 3D para direcionar seu
crescimento (LANGER e VACANTI, 1993).

A selecdo, isolamento e a cultura primaria de células induzindo sua
diferenciacdo em fendtipos especificos; o cultivo dessas células em condicdes
estaticas ou em bioreatores; a escolha do material adequado e suas rotas de obtencao
e 0 uso de modelos animais adequados que permitam avaliar a eficacia do material a
ser implantado s@o etapas importantes no desenvolvimento de substitutos 6sseos
(GOMES e REIS, 2004).

Células primarias vindas do préprio paciente (autégenas) seriam a melhor
alternativa. Entretanto a disponibilidade de quantidades suficientes para uso imediato
€ inviavel levando-se semanas para obté-las. Uma alternativa seria o uso de células
primarias vindas de outros doadores (alélogas) ou de diferentes espécies (xendlogas)
cujas quantidades seriam suficientes devido a um grande nimero de doadores € a
criopreservagdo. Problemas morais, religiosos e de etnia, bem como o risco de
infecgéo, rejeicdo e a possibilidade de transmissao de doencgas resultaram no uso de
linhagens celulares pré-estabelecidas como alternativa para essas limitagoes.
Entretanto essas células imortalizadas podem ser capazes de desenvolver tumores
(FUCHS et al., 2001; GOMES e REIS, 2004). O uso de células tronco embrionarias
seria uma excelente alternativa como fonte celular, porém vai de encontro a problemas
éticos e de legislacdo. O isolamento de células progenitoras do tecido do préprio
paciente abre um leque de opcbes na obtencdo de um numero maior de células
necessarias para popular o material a ser implantado, as quais poderiam dar origem a
varios tipos celulares diferentes, tais como as células da medula 6ssea ou adiposas
qgue poderiam se diferenciar em osteoblastos para formar osso.

Os materiais utilizados como suporte temporario na bioengenharia de tecido
6sseo devem ser biocompativeis, bioreabsorviveis, com baixa citotoxicidade e alta
porosidade interconectada que permita a neovascularizagéo e a difusdao de nutrientes
e gases, permitindo a remocéao de residuos metabdlicos, o que aumenta a viabilidade
das células no centro da estrutura (CHEN et al.,, 2001). A fungdo da matriz porosa é
guiar o desenvolvimento de um novo tecido e fornecer estabilidade mecanica e uma
organizacao tridimensional para as células aderirem, proliferarem, diferenciarem e
secretarem a matriz extracelular (MEC), viabilizando a reconstrucdo do tecido. Boa
resisténcia mecanica, osteocondutividade para permitir a integragéo rapida com o 0sso
hospedeiro e a possibilidade de serem produzidos na forma do defeito a ser
substituido também s&o fatores decisivos na escolha do material. Além disso, devem
exibir caracteristicas osteoindutoras para estimular a rapida formagéo 6ssea embora

para materiais sintéticos a incorporacao de fatores bioldgicos é requerida (BARRERE
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et al., 2008; PILLIAR et al., 2001). Osteogenese, osteocondugéo e osteoindugdo sao
trés caracteristicas fundamentais para a regeneracao éssea.

Portanto, um biomaterial ideal para a neoformacédo 6ssea deve ser constituido de
matrizes ou arcabougos osteocondutivos com uma populacao de células osteogénicas
e fatores de crescimento osteoindutores para que possa estimular o reparo e ser
substituido progressivamente pelo novo tecido ao longo do tempo.

A degradacao e a cinética de reabsorcao do arcabouco devem permitir que as
células semeadas proliferem e secretem sua prépria matriz extracelular (1 a 12
semanas). O suporte fisico de estrutura tridimensional (3D) deve ser mantido até que o
tecido "engenheirado” tenha suficiente integridade mecanica para suportar a si mesmo
(TABATA, 2001). O material deve degradar dentro do defeito ésseo simultaneamente
com a neoformagdo Ossea. O uso de materiais temporarios evita uma segunda
intervencao cirdrgica para a retirada do implante evitando-se riscos de infecgéo para o
paciente e a redugao de gastos na rede de saude.

A avaliacdo do material em um modelo animal é determinante para reduzir
possibilidades de resposta inflamatéria ou mesmo rejeicdo antes das aplicagoes
clinicas.

O desenvolvimento de materiais bioativos com composicdo, nanoestrutura e
resposta bioldgica similares ao osso tem sido o alvo de muitos pesquisadores na
busca de um biomaterial para a regeneracdo 0Ossea nas areas de ortopedia e
odontologia.

Diversos grupos de pesquisa tém desenvolvido compdsitos que possam mimetizar
a nanoestrutura da matriz éssea, viabilizando assim seu uso como material promissor
na bioengenharia 6ssea (AL-MUNAJJED et al., 2009; BATISTA et al., 2009; FICAI et
al., 2010; GELINSKY et al., 2008; KIKUCHI et al., 2004b; LIU, 2008; PILLIAR, 2001;
SANTOS et al., 2008; TAMPIERI et al., 2005 e ZOU et al., 2005).

2.2 ESTRUTURA DO OSSO

O osso existe sob duas formas: osso imaturo (woven bone) e osso lamelar. O
0sso imaturo é um osso primitivo formado durante o desenvolvimento ésseo, no reparo
de fraturas e em certas patologias com uma organizagado irregular das fibras de
colageno. As células se arranjam desordenadamente e a calcificacdo se da de forma
irregular sendo gradualmente substituido pelo osso lamelar organizado.

O osso lamelar é a forma que constitui a maior parte do esqueleto maduro. E
composto por sucessivas camadas de fibras de colageno orientadas numa direcao
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preferencial que alternadas dao uma estrutura tipica lamelar. A calcificacdo se da de
forma ordenada. O osso lamelar pode ser formado como o0sso cortical (ou compacto)
ou trabecular (ou esponjoso).

O osso cortical tem 80-90% do seu volume calcificado. O espaco interno dos
0ss0s € preenchido por uma rede de trabéculas finas no qual 15-25% do volume é
calcificado. Ele constitui 85% da massa 6ssea e um terco do volume do esqueleto.
Localiza-se na regidao externa de 0ssos longos, apresentando espessura variada. Ele é
revestido externamente por um tecido conectivo, periésteo, cuja camada mais externa
€ rica em fibras colagénicas, fibras de Sharpey, que penetram na matriz mineralizada
e a camada mais interna rica em células osteoprogenitoras e colageno. O osso cortical
apresenta fibras de colageno densamente compactadas (osteons), formando lamelas
concéntricas em torno dos canais de Haverst. Estes canais interconectam-se entre si
com a cavidade medular e com a superficie externa do osso através dos canais de
Volkmann (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2006).

O osso trabecular constitui cerca de 15% da massa 6ssea e dois tercos do
volume total do esqueleto. E revestido por uma camada unicelular, o endésteo, que é
um tecido conjuntivo frouxo com células 6sseas revestindo cavidades (canal medular e
canais de Volkman e de Haverst). O osso trabecular possui uma matriz colagénica
pouco organizada e porosa, que delimita as cavidades interconectadas as quais sao
preenchidas pela medula 6ssea, que possui muitos precursores de células ésseas
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2006).

O osso cortical desempenha as fungées mecanicas e protetoras enquanto que
o0 osso trabecular desempenha as fungdes metabdlicas. Este dltimo possui uma
grande area de superficie possuindo baixa resisténcia mecanica (SIMOES et al.,
1995).

2.3 COMPOSICAO DO 0SSO

O osso tem como principais componentes uma fase mineral inorganica (apatita)
e uma fase organica (colageno). Muitas das fungdes fisiol6gicas e mecanicas do 0sso
dependem do tamanho do cristal de apatita e da sua relacdo espacial com as
moléculas de coldgeno na matriz extracelular. Esses cristais sdo depositados dentro
das fibrilas de colageno e essa relacdo estrutural vai depender da quantidade e
distribuicdo dessa fase mineral o que afeta a conformacao das moléculas de colageno.
Essa interacdo entre a fase mineral e organica é determinante nas suas propriedades
biomecanicas e biolégicas o que dara suporte as fungbes atribuidas aos varios tipos
de ossos (KATZ et al., 2007).



2.3.1 Fase Mineral (Apatita)

As apatitas pertencem a classe dos fosfatos de calcio com um amplo espectro
de composig¢des quimicas. A razao Ca/P pode variar de 0,5 a 2,0 e essas diversidades
conduzem seu emprego a aplicagbes biomédicas principalmente em tecidos
mineralizados devido a sua similaridade quimica com o tecido duro dos vertebrados
(ossos, dentina e esmalte).

A apatita é considerada célcio deficiente quando a razdo Ca/P € menor que
1,67, sendo este o valor estequiométrico para a hidroxiapatita pura Caio(PO4)e(OH),
HA. Em geral as apatitas precipitadas obtidas por sintese aquosa consistem
inicialmente de uma camada estrutural hidratada contendo espécies idnicas facilmente
substituidas, com baixa cristalinidade e nao estequiometria (KANNAN et al., 2008).

As apatitas tém varios sitios cristalograficos diferentes onde trocas atémicas
podem ocorrer e muitos elementos com cargas ibnicas diferentes podem ser
acomodados nessas posicdes (WOPENKA e PASTERIS, 2005).

Os fosfatos de caélcio apresentam excelente biocompatibilidade e sdo bem
aceitos e bem integrados pelo corpo humano quando implantados. Podem ser usados
nas formas de granulos, blocos densos e porosos, cimentos, revestindo metais e como
compositos.

A taxa de solubilidade dos fosfatos de célcio € um parametro importante para
seu comportamento in vivo. A composi¢do, tamanho do cristal e cristalinidade afetam a
taxa de dissolugao do material. Mudancas nos parametros de rede estdo diretamente
relacionadas ao tamanho e quantidade do substituinte na rede da apatita. A diminui¢ao
desses parametros leva a uma taxa de dissolugdo maior uma vez que com a
diminuicao do tamanho do cristalito a area superficial do material aumenta e com isso
um maior contato com os fluidos corpéreos. A cristalinidade esta diretamente
relacionada ao tamanho do cristalito, morfologia e a distor¢do do cristal. Uma baixa
cristalinidade aumenta a solubilidade do material devido a redugdo do tamanho dos
cristalitos e/ou aumento na distor¢éo do cristal (LEGEROS, 1981).

2.3.1.1 Apatitas bioldgicas

As apatitas biolégicas correspondem a parte inorganica do tecido ésseo. Elas
sao caracterizadas por tamanho de cristais nanométricos, baixa cristalinidade, nao-
estequiometria e varias substituicdes ibnicas (LEGEROS, 1991; REY et al., 2006).

Essas substituicbes causam mudangas nas suas propriedades fisico-quimicas.
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Ocorrem distorgbes na rede da apatita levando a mudangas na sua morfologia,

cristalinidade e consequentemente na sua taxa de dissolucao.

A composicdo tipica e os parémetros estruturais das fases inorganicas de

tecidos humanos adultos calcificados sdo apresentados na Tabela 2.1. Os valores

dessas varidaveis dependem da idade, do estado nutricional e metabdlico e da

localizag&o anatémica (osso cortical ou trabecular) (DOROZHKIN, 2007).

Tabela 2.1: Composigdo comparativa e parametros estruturais das fases inorganicas
de tecidos humanos adultos calcificados (DOROZHKIN, 2007).

compresséao (MPa)

Composicao (% p/p) Esmalte Dentina Osso
Calcio (Ca) 36,5 35,1 34,8
Fosforo (P) 17,7 16,9 15,2
Ca/P (razao molar) 1,63 1,61 1,71
Sédio (Na) 0,5 0,6 0,9
Magnésio (Mg) 0,44 1,23 0,72
Potassio (K) 0,08 0,05 0,03
Carbonato (CO3°) 35 5,6 7.4
Fluoreto (F) 0,01 0,06 0,03
Cloreto (CI) 0,3 0,01 0,13
Pirofosfato (P,O;") 0,022 0,10 0,07
Inorgénicos totais 97 70 65
Organicos totais 1,5 20 25
Agua 1,5 10 10
Parametro rede a [A] 9,441 9,421 9,41
Parametro rede c [A] 6,880 6,887 6,89
Indice Cristalinidade (HA=100) 70-75 33-37 33-37
Tamanho tipico de cristal (nm) | 100 pum X 50 X 50 | 35 X25X 4 | 50 X 25 X 4
Produtos de ignicao (800 °C) B-TCP + HA B-TCP + HA | HA + CaO
Médulo de elasticidade (GPa) 80 15 0,34 -13,8
Resisténcia a 10 100 150

As calcificagbes normais e patolégicas nos mamiferos consistem em um

fosfato de calcio ion — substituido. As impurezas presentes nos 0ssos e dentes

introduzem estresse na estrutura do cristal, tornando-o menos estavel e mais reativo

(LEGEROS, 1991).
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2.3.1.2 Apatitas sintéticas

O desenvolvimento de apatitas sintéticas modificadas similares ao osso natural no que
diz respeito ao grau de cristalinidade, estequiometria e arquitetura tem sido objeto de
grande interesse na obtengado de materiais para reparo e substituicdo éssea, devido a
sua similaridade com a parte inorganica da maioria dos tecidos calcificados normais
(ossos e dentes) presentes no corpo humano (LEGEROS, 1991).

Propriedades como biocompatibilidade, bioatividade, biodegradabilidade e
osteocondutividade tornam-nas certamente uma das ceramicas mais empregadas na
area ortopédica e odontolégica.

Dentre os fosfatos de célcio, a hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH),, HA] e o beta
fosfato tricalcico [Caz(PO,), B-TCP] sé@o reconhecidos como bioceramicas em
potencial para substituicao 6ssea.

A reconstituicAo 6ssea é favorecida por esses dois materiais devido a
propriedade de resorbabilidade do B—TCP e a excelente osteocondutividade da HA
além da grande similaridade com a fase inorganica do osso. A hidroxiapatita é mais
estavel que o B-TCP sob condigdes fisiologicas devido a menor solubilidade e a
cinética de reabsorgao mais lenta. A hidroxiapatita € conhecida pela sua baixa taxa de
dissolugao quando utilizada como dispositivo para remodelagao éssea (1um/ano para
HA sinterizada) e o beta- fosfato tricalcico (B-TCP) leva mais de um ano para ser
degradado completamente (KIKUCHI et al., 2001).

A mistura de ceramicas bifasicas tem sido muito utilizada em enxertos ésseos,
pois a presencga das duas fases permite o balango entre a fase mais estavel (HA) e a
mais soltvel (B-TCP).

Os fosfatos de célcio podem ser sintetizados por precipitacao, hidrolise a partir
de outros fosfatos de calcio, sintese hidrotérmica ou reagéo de fase sélida.

A sintese dos fosfatos de calcio depara-se na dificuldade da obtencdo de um
produto final estequiométrico sem residuos de segunda fase. Reagbes no estado
sélido a altas temperaturas ou métodos de precipitagdo aquosa a baixas temperaturas
sao alternativas para obtencédo dos fosfatos de calcio. O B-TCP nao pode ser obtido
por precipitagdo em meio aquoso, necessitando-se da calcinagdo da apatita calcio
deficiente obtida [Cag(HPO)4(PO4)s(OH)] na reacdao com razao Ca/P = 1,5. Obtem-se
trés estruturas polimorficas: B-TCP quando a calcinagdo ocorre acima de 800 °C, &-
TCP entre 1180 e 1430 °C e o’-TCP acima de 1430 °C (KANNAN et al., 2008). Os
parametros mais importantes a serem controlados nessas sinteses sdo o pH, a

temperatura de reagéo, o tempo de envelhecimento, a estequiometria dos precursores
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pois qualquer variagdo de composic¢ao leva a formacdo de mais de uma fase como a
formacao de pirofosfato de célcio (Ca,P,O; CPP) para - Ca/P < 1,5), de hidroxiapatita
[(Cayp(PO4)s(OH)2, HA] e beta-fosfato tricalcico [Cas(PQO,4). B-TCP] para 1,5 <Ca/P <
1,67 e de hidroxiapatita [(Caio(PO4)s(OH),, HA] e 6xido de calcio (CaO) para Ca/P >
1,67 (DESTANVILLE et al., 2003). A Figura 2.1 mostra a composi¢do dos fosfatos de
calcio de acordo com as razées molares Ca/P.

SSO MINERAL = APATITA SUBSTITUID
1,67
B-TCP+ HA HA+ Ca0

~———————<—>CaF

Fosfato tricalcico Hidroxiapatita - HA
(formaspoua)—-TCP Cap(POgOH);
Eﬂgi: PD_]}z

1,5

Pirofosfato de calcio
CayP,0;

Figura 2. 1- Composicao dos fosfatos de calcio de acordo com as razées molares
Ca/P

SUBSTITUICOES IONICAS NA ESTRUTURA DAS APATITAS

A habilidade da rede da apatita em aceitar substituintes € enorme. Dentre os
substituintes reportados em ossos e dentes estdo: F, CI, Na*, K*, Fe**, Zn*, Sr¥,
Mg?®, citratos e carbonatos (DOROZHKIN, 2007; WOPENKA e PASTERIS, 2005).

A estrutura da apatita permite substituicbes catibnicas (para o Ca) e anidnicas
(para os grupos PO,* e/ou OH'). Essas substituicbes afetam a cristalografia (tamanho
do cristal e os parametros de rede), as propriedades fisico-quimicas (solubilidade) e a
resposta celular e do tecido ao material (INOUE et al., 2004; LEGEROS, 1991; SAKAE
et al., 2003; WOPENKA e PASTERIS, 2005; YAO et al., 2009; ZYMAN et al., 2009).

A) Substituicao de Magnésio na rede da apatita

Magnésio, Mg®*, é um dos ions-trago mais importante presente nos tecidos
duros. O osso contém diferentes concentracdes desse ion, adsorvido ou substituido na
rede da apatita. Sua concentragao é de aproximadamente 0,1 a 0,4% (p/p) no esmalte
do dente, maior na dentina [acima de 1,1% (p/p)] e em torno de 0,6% (p/p) NO 0SSO
(LEGEROS, 1991). O contetido de Mg®* nos o0ssos representa 50-60% do seu valor
total no corpo humano. O Mg é um importante ion no controle do metabolismo do 0sso

in vivo, uma vez que atua na sua formagao e reabsorgao.
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O magnésio substitui facilmente o célcio (Ca**) na rede da apatita, uma vez que
seu raio idnico (0,66A) é bem menor que o do Ca (0,99A) e a niveis fisiolégicos pode
promover a mineralizagdo do 0sso ou controlar a taxa de nucleagéo dos cristais de
apatita, inibindo sua cristalizacdo quando usadas em concentragcbes maiores que a
razdo Mg/Ca = 0,05 através de reacbes enzimaticas especificas (CUI et al., 2007;
DRIESSENS e VERBEECK, 1990; LEGEROS, 1981, 1991). Ele causa redugcédo nos
parametros de célula dando origem a uma apatita com baixa cristalinidade e maior
solubilidade devido a reducao do tamanho dos cristalitos e/ou aumento na distor¢do do
cristal aumentando consequentemente a taxa de dissolugdo (LEGEROS et al., 1989;
LEGEROS et al., 1995).

O fosfato tricalcico substituido por magnésio, também conhecido como
whitlockita magnesiana, (B-TCMP), pode ser obtido pelo método de precipitacao
aquosa através da sintese de uma apatita calcio deficiente, a partir de varios
precursores, pH, temperatura e diferentes razbées molares Mg/Ca e subsequente
sinterizacdo na faixa 700-800°C resultando na B-TCMP com perda de agua (LANDI et
al., 2005; LEGEROS, 1991; SADER et al., 2009). Outra rota de obtencado é por
hidrélise do hidrogeno fosfato de calcio dihidratado (DCPD), CaHPO,.2H,O, ou do
hidrogeno fosfato de calcio anidro, DCPA, CaHPO,, em solugbes com variagoes
molares da razdao Mg/Ca (LEGEROS, 1991). Um produto final com tamanho de
particulas uniforme e sem segundas fases residuais € obtido quando o método de
precipitacdo a umido é empregado, tornando esse processo eficiente para a fabricacao
de pos, granulos, corpos densos e porosos € para revestimento de implantes
metalicos ou compositos (KANNAN et al., 2007).

ARAUJO et al. (2009) determinaram que a quantidade maxima de Mg que
substitui o Ca na rede da apatita calcio deficiente € 15% mol através de refinamento
pelo método de Rietveld, obtendo-se uma estrutura de whitlockita magnesiana apés a
calcinacao do pé verde a 1000 °C.

A incorporacéo do Mg?* nas apatitas sintéticas tem sido associada ao processo
de biomineralizagédo e a terapia de osteoporose em seres humanos e em animais. A
osteoporose, um problema de saude relevante nos idosos, é caracterizada pelo
afinamento do osso cortical e por uma arquitetura trabecular desorganizada causando
a deterioragao da qualidade do osso e com isso a fragilidade éssea levando a fratura.
Isso ocorre quando a rapida taxa de reabsorcdo éssea excede a taxa de formagao
ossea (LEGERQOS, et al., 2008).

A deficiéncia do magnésio afeta todos os estagios do metabolismo do
esqueleto. Ele é essencial para muitas reagbes enzimaticas causando arritmias

cardiacas, hipocalemia e hipocalcimia, interrup¢do no crescimento 6sseo, diminuigcao
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das atividades osteoblasticas e osteclasticas, osteopenia e fragilidade éssea, levando
a fratura (LANDI et al., 2005; RUDE e GRUBER, 2004).

B) Substituicao de Carbonato na rede da apatita

O carbonato € o terceiro ion mais abundante no osso e no esmalte. O contetdo
do carbonato no osso mineral € em torno de 4-8% (p/p) dependendo da idade do
individuo, ja no esmalte do dente o teor € em torno de 3,5%(p/p) e na dentina de 5,8%
(p/p) (LEGEROS, 1991).

A presenca do grupo carbonato na rede da apatita causa distorcao na rede,
tensdo residual e defeito no cristal tendo um grande efeito na cristalinidade, no
aumento da area superficial e consequentemente um aumento da taxa de dissolugao
(LEGERQOS, 1991). O conteudo de carbonato € a cristalinidade sao pontos criticos no
comportamento in vivo. Fosfatos amorfos s&o rapidamente reabsorvidos e a presenca
de carbonato na rede da apatita mostrou causar um aumento da solubilidade em
testes in vitro e in vivo (LEGEROS, 1991).

O tipo e as propriedades das carbonato apatitas sintéticas dependem da rota
utilizada para a sua obteng@o, como a fonte de ions carbonato, a razdo molar dos
precursores iniciais, o pH e a temperatura de sintese. A substituigio do grupo
carbonato na estrutura da apatita pode ocorrer sob duas formas distintas: nos sitios
trivalentes fosfatos (PO,*) formando uma carbonato apatita do tipo B e nos sitios
monovalentes da hidroxila (OH"), formando uma carbonato apatita do tipo A. Podem
ocorrer substituicbes na estrutura do cristal em ambos os sitios, formando-se a
carbonato apatita do tipo AB.

As sinteses de carbonato apatita tipo A sdo realizadas a altas temperaturas
(~1000 °C), dando origem a apatitas homogéneas, com alto grau de pureza. Ja as
carbonato apatitas do tipo B sdo obtidas por precipitagdo aquosa ou por hidrélise a
baixas temperaturas (37—-100 °C) sendo de baixa cristalinidade e com propriedades
semelhantes a parte mineral de ossos e dentes (LEGEROS, 1991).

Na substituicdo do tipo B é requerida uma substituichio de um cation
monovalente pelo Ca para manter o balango de cargas. A substituicao de ions fosfatos
trivalentes por ions carbonatos bivalentes é compensada pela criagcdo de uma
vacancia catiénica (REY et al., 2006). Ocorre uma co-substituicdo simultanea de um
ion sédio ou aménio monovalente por um ion célcio divalente. O sédio aparece como
uma impureza de segunda fase ndo influenciando o mecanismo de substituicdo do
carbonato. Ja a incorporagao do ion amdnio parece diminuir a estabilidade da apatita
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devido & diferenca do tamanho do raio idnico, 0,99A para o Na* e 1,63 A para o NH,*
(BARINOV et al., 2006).

A substituicdo no sitio A causa expansao do parametro de rede a e contragao
do parametro ¢ devido ao tamanho do ion carbonato ser maior que a hidroxila. Ja a
substituicdo no sitio B causa uma contracdo do parametro a e uma expansao do
parametro ¢, diminuicdo do tamanho do cristal causando o alargamento dos picos de
difracdo e um aumento na tensédo do cristal mostrado pela perda de resolugdo das
bandas de absorcao do grupo fosfato no espectro de infravermelho (LEGERQOS, 1991).

Os niveis de carbonato no osso tém demonstrado que esse ion desempenha
um papel importante na bioquimica dos tecidos duros (LEGEROS, 1993). O efeito da
substituicido do CO3* nos parametros de rede da apatita esta diretamente relacionada
ao constante mecanismo de dissolugdo com os ciclos de cristalizagao (LIAO et al.,
2005).

Segundo LANDI et al. (2005), as apatitas substituidas por magnésio e por
magnésio e carbonato beneficiaram o comportamento de células tipo osteoblasto e de
células precursoras de osteoblastos em termos de adeséao, proliferacdo e atividade
metabdlica quando comparadas com hidroxiapatita estequiométrica.

2.3.2 Matriz organica (Colageno)

Os colagenos sao proteinas fibrosas encontradas em todos os animais
multicelulares. Sdo secretados por diferentes tipos celulares e representam a principal
proteina estrutural encontrada na matriz extracelular e nos tecidos conectivos sendo
responsavel pela sua integridade e propriedades mecanicas, constituindo 25% da
massa protéica total do corpo de vertebrados. Existem mais de 28 tipos de colageno,
sendo os mais abundantes do tecido conjuntivo os tipos I, Il, Ill, V e XI (CUI et al.,
2007). O colageno esta presente em quase todos os tecidos como 0ssos, cartilagem,
tenddes, ligamentos e em todos os tecidos moles (pele, masculos e outros 6rgaos)
(ALBERTS et al., 2006).

A fase organica do tecido ésseo ndo mineralizada € constituida por 95% de
colageno e 5% de proteinas nao colagénicas, componentes celulares, lipideos e
proteoglicanas (ROSSERT e CROMBRUGGHE, 1996).

O tecido 6sseo é formado basicamente por colageno tipo I, a proteina mais
abundante no ser humano, responsavel pela funcdo mecéanica, por manter a
integridade de muitos tecidos através da interagdo com a superficie das células, com
as moléculas da matriz extracelular e com fatores de crescimento e diferenciagao
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(GOISSIS et al., 2008). E o principal produto de secrecdo de osteoblastos, célula
responsavel pela sintese da matriz 6ssea organica. Cerca de 90% da matriz
extracelular éssea (MEC) é formada por colageno tipo | e os 10% restantes por
proteinas nao colagénicas, tais como as proteoglicanas (decorina e biglicana),
osteopontina (proteina mais importante depois do colageno), osteocalcina, (proteina
mais abundante do tecido d&sseo), osteonectina, sialoproteinas e proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs) (VARGAS et al., 1997). Essas proteinas sdo acidas na
sua grande maioria e estdo diretamente relacionadas aos processos de mineralizacao
e remodelagem do tecido ésseo.

O colageno tipo | é sintetizado sob a forma de pro-colageno e apéds ser
secretado para o0 meio extracelular perde parte de sua estrutura protéica dando origem
a estruturas fibrilares. A unidade béasica do colageno fibrilar possui uma configuragéo
formada pelo entrelagamento de trés cadeias peptidicas, duas cadeias alfas 1, (a1) e
uma cadeia alfa 2 (a2), [a1(l).-a2(l)], cada uma contendo 1056 e 1029 residuos de
amino&cidos respectivamente, na conformacgao de tripla hélice, constituindo a unidade
macromolecular denominada tropocolageno (ALBERTS et al, 2006). Ocorre uma
periodicidade na auto-organizagdo das moléculas da tripla hélice, as quais estao
separadas por 40 nm e possuem distanciamento de 67 nm entre as moléculas de
colageno sucessoras (FRATZ e WEINKAMER, 2008).

A sequéncia de residuos aminodcidos das cadeias alfa do colageno tipo | é
regular e caracterizada por unidades repetitivas, os tripletes, com um contetdo de
33% de glicina (Gly), 12% de prolina (Pro) e 11% de hidroxiprolina (Hyp). Nessas
unidades de repeticao, (glicina — X — Y), a posi¢cao X é ocupada pela prolina e a Y
pela hidroxiprolina, Figura 2.2. A prolina, devido a sua estrutura em anel, estabiliza a
conformagdo da hélice em cada cadeia a, enquanto que a glicina é espacada
regularmente a cada dois residuos por toda a regiao central da cadeia a. Os residuos
de glicina estdo localizados no centro da tripla hélice conferindo estabilidade e os
residuos X e Y na superficie da tripla hélice. A repeticao da glicina a cada terceira
posicdo na sequéncia é um fator determinante na estrutura da tripla hélice, pois
permite um empacotamento das cadeias. Ligacdes inter e intramoleculares de ligagoes
de hidrogénio limitam a rotagao das cadeias a conferindo a estabilidade da tripla hélice
(ALBERTS et al., 2006; FRIESS, 1998; VARGAS et al., 1997).
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Glicina Pralina ¥ Glicina X Hidroxiprolina

Figura 2. 2: Sequéncia de residuos aminoacidos de cadeias a do colageno tipo I.

O empacotamento ordenado de varias macromoléculas de tropocolagenos da
origem a microfibrilas, as quais agregam-se longitudinalmente e lateralmente por um
processo denominado de fibrilogénese. As microfibrilas se auto-arranjam em fibrilas
por meio de interagdes de grupos hidrofébicos de moléculas adjacentes e de ligagbes
cruzadas covalentes intra e intermoleculares. Essas estao deslocadas um quarto em
relacdo a molécula adjacente, dando origem a uma regido de vazio entre as duas
moléculas alinhadas longitudinalmente, chamada de gap, seguida de uma regido de
sobreposicdo dessas moléculas denominada de overlap, as quais estao unidas por
ligacdes cruzadas intermoleculares e intramoleculares e por interacdes eletrostaticas
(ALVES, 2006). As fibrilas se organizam em fibras.

As cadeias alfa possuem em suas extremidades uma regido nao helicoidal com
terminacdes amina (-NH.) e carboxila (-COOH), denominadas telopeptideos N-terminal
e C-terminal respectivamente, que possuem 16 e 25 residuos de aminodcidos,
respectivamente, os quais ndo estdo incorporados dentro da estrutura da tripla hélice
(FRIESS, 1998; ROSSERT e CROMBRUGGHE, 1996). A remoc¢ao dos telopeptideos
N e C-terminais pode reduzir as reagdes adversas como antigenicidade.

O empacotamento sistematico das triplas hélices proporciona resiliéncia e
resisténcia as fibras de colageno. A grande resisténcia das fibras de colageno vem
dessas ligagbes covalentes intermoleculares estaveis entre as moléculas de
tropocolageno adjacentes, as quais também contribuem para a diminui¢cdo da taxa de
degradagao da molécula de colageno in vivo (ALBERTS et al.,, 2006; FRIESS, 1998;
ROSSERT e CROMBRUGGHE, 1996). As estabilidades quimica e mecanica
adicionais provém de reticulagdes inter e intra-moleculares. A extensao e o tipo da
ligacdo cruzada variam com a idade e fungao do tecido (FRIESS, 1998).

2.3.2.1. Reticulacao do colageno

O colageno pode ser estabilizado através da sua reticulagéo visando reduzir
sua imunogenicidade bem como controlar sua biodegradacao. KIKUCHI et al. (2004a),
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mostraram que compositos de colageno sem reticulagdo degradam rapidamente in
vivo, resultando em um decréscimo de resisténcia mecanica. FRIESS, (1998), também
observou o0 mesmo comportamento para filmes de coldgeno que n&o sofreram
ligacdes cruzadas e degradaram entre 2—7 semanas. A reticulagdo do colageno visa
aumentar suas propriedades mecéanicas bem como a sua estabilidade molecular
através de ligacdes intermoleculares covalentes e estaveis entre suas fibrilas.
Reticulacdes fisicas e quimicas influenciam as propriedades mecénicas, a taxa de
degradacao bem como a biocompatibilidade dos biomateriais.

Alguns pesquisadores sugerem que o tempo ideal de degradacgéao do implante
seria de seis meses permitindo, assim, a simultdnea neoformagéo 6ssea.

As reticulagbes fisicas tém sido propostas, pois oferecem um menor risco de
citotoxicidade apesar da desvantagem de causar uma parcial degradacao do colageno
(WAHL e CZERNUSZKA, 2006).

As reticulagcdes quimicas apresentam o risco de citotoxicidade em potencial
devido a moléculas ou composto residuais liberados no organismo apds a
implantagado. Dentre os compostos quimicos, o glutaraldeido (GA) tem sido o reagente
mais empregado desde a década de 60, para formar ligagcdes cruzadas via base de
Schiff entre os grupos e-amino das cadeias laterais dos residuos aminoécidos lisina e
hidroxiprolina presentes na estrutura primaria das fibras de colageno. Os mecanismos
da formagéao de ligagdes covalentes com os grupos funcionais disponiveis na proteina
sao dependentes do pH, solvente, concentracéo e pureza do reagente.

A fixacdo inicial do GA nas fibras de colageno ocorre primeiramente na
superficie da fibra principalmente quando grandes concentragées sdo usadas. E um
processo muito rapido onde ocorre a polmerizagdo do mondédmero do GA. Este reage
rapida e irreversivelmente principalmente com os grupos amina, sendo dificil a
acessibilidade do reagente nas regides centrais das fibras de colageno empacotadas
densamente, muitas vezes apresentando problemas quanto a uma reticulagdo
uniforme (RUIJGROK et al., 1994).

A penetracdo do GA a temperatura ambiente é mais rapida que a baixas
temperaturas. GA (4%) penetra no tecido mole 0,7mm em 3h a temperatura ambiente.
Apés 24h a profundidade de penetragao € de 1,5mm. A maxima penetra¢do ocorrida
em tecido de figado humano com GA (4%) em 24h a temperatura ambiente e a frio foi
de 4,5mm e 2,5mm respectivamente (CHEUNG et al., 1985).

Apesar de largamente empregado, sua citotoxicidade in vitro e in vivo € muito
qguestionada, devido a presenca de grupos funcionais nao reagidos ou pela liberacao
desses grupos durante a degradacao enzimatica do biomaterial reticulado.
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Varios estudos reportaram resultados adversos em resposta a implantagéo do
colageno reticulado com GA em modelos animais e cultura de células, devido a
diferentes concentracdes aplicadas. Porém alguns trabalhos mostraram a reducao da
imunogenicidade do colageno implantado bem como o aumento da resisténcia a
degradacao enzimatica, (FRIES, 1998).

KIKUCHI et al. (2004a), demonstraram uma diminuicdo do grau de
intumescimento com o aumento da concentracdo de GA quando compdsitos de HA /
colageno foram imersos em solucdo tampao fosfato (PBS) por 21 dias. Ja
CHARULATHA e RAJARAM (2003), testaram as propriedades de intumescimento de
membranas de colageno reticuladas com diferentes reagentes quimicos e constataram
uma maxima redugdo do grau de intumescimento quando GA foi empregado. Na
degradagdo por meio de colagenase in vitro as membranas ndo reticuladas foram
solubilizadas apés 5h.

Na tentativa de diminuir a toxicidade alguns autores propdéem o uso de
reagentes tais como carbodiimida, genipina entre outros. Esses reagentes agem
somente como catalisadores e sdao removidos do tecido, ndo permanecendo residuos
toxicos (CHANG e TANAKA, 2002; FRIESS, 1998; HABERMEHL, 2005).

2.4 BIOMINERALIZACAO

O uso do colageno como biomaterial tem como vantagem a sua
biocompatibilidade baixa resposta imunolégica além da biodegradagdo e
bioreabsorcao. Suas propriedades ndo alergénicas e a baixa antigenicidade, ou seja,
estimula a produg&o de anticorpos para disparar o sistema imune, fazem com que seu
uso seja potencializado. Sua biodegradabilidade pode ser regulada por ligagbes
cruzadas por meio de reticulante.

Uma das razdes de seu grande uso em aplicagdes biomédicas € a sua capacidade
de formar fibras com alta resisténcia e estabilidade através da auto-agregacdo e
reticulacao (LEE et al., 2001).

Suas principais aplicagdes na area de biomateriais sdo como membranas para
revestimento de queimaduras ou ferimentos, membranas para regeneracao tecidual
guiada no caso de doencas periodontais, nanoparticulas para liberacdo de genes,
mini-pelets ou pastilhas para liberacdo de drogas, sutura cirargica, agente
homeostatico, promovendo a coagulacdo sanguinea e suporte para crescimento de
nervos periféricos. Ele pode também ser usado como matrizes basicas 3D com poros
adequados para crescimento de células e vascularizacdo como implantes ou material
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de preenchimento ou serem pré-semeados com células aut6logas e retornarem para o
paciente em aplicagées na engenharia tecidual (LEE et al.,, 2001). O colageno pode
ser obtido das mais diversas formas além de modular a adeséo celular, a cascata de
coagulacao e a deposicao mineral durante a formacao 6ssea (GOISSIS et al., 2008;
LEE, et al., 2001).

Nos ultimos anos tem havido um crescente interesse no desenvolvimento de
ceramicas sintéticas que mimetizem o sitio a ser implantado, no caso de biopréteses
para a engenharia tecidual 6ssea, no que diz respeito a composi¢do e nanoestrutura,
de uma variedade de ceramicas biolégicas tais como as encontradas em dentes,
0ssos e conchas. O resultado dessas pesquisas é a formagdo de um compdsito
nanoestruturado com uma complexa microestrutura. A questdo mais relevante nesse
processo de biomineralizagdo € a nucleagéo e crescimento da fase mineral regulada
por um complexo espectro da matriz orgénica. Nesse processo, diversos fatores
envolvendo a matriz organica, onde ocorrera a deposigcdo de uma fase mineral
orientada, devem ser levados em consideracao tais como topografia, geometria da
rede, efeitos polares, potenciais eletrostaticos, estereoquimica dentre outros
(MARTINS e GOISSIS, 1996). A biomineralizagdo ocorre dentro de microambientes
especificos os quais devem inibir que o processo ocorra em outros sitios. Um mineral
com caracteristicas especificas tais como tamanho de cristal, geralmente a niveis
nanométricos, formato e orientacéo € produzido.

O colageno tipo | secretado por células ésseas, osteoblastos, se auto-organiza
em microfibrilas com uma estrutura terciaria especifica, com zonas de periodicidade
(periodo D) com 67nm de largura as quais compreendem zonas distintas chamadas
gap (40nm) e overlap (28nm). A nucleacdo de cristais de apatita tipo placa ocorre
dentro desses espacgos que por sua vez estdo dentro das fibrilas do colageno. Esses
cristais crescem numa orientacdo especifica, ou seja, o eixo ¢ dos cristais cresce
paralelo ao eixo longitudinal das fibrilas de colageno dentro dos quais estes séo
depositados. Outros componentes organicos adicionais estariam envolvidos nesse
processo tais como as fosfoproteinas e as proteoglicanas. Essas ultimas se ligam ao
calcio via grupos de cadeia lateral carbonila e sulfonato, podendo iniciar a formacao
dos cristais minerais e ao mesmo tempo inibir a cristalizacdo impedindo que a
concentracdo de ions célcio dentro do fluido extracelular alcance niveis suficientes
para a nucleagédo (KUHN, et al., 1996).

CUI et al. (2007) sugeriram que o estagio inicial da precipitacao dos cristais de
apatita nas fibras de colageno ocorrem através da ligagao dos ions Ca com as cargas
negativas do grupamento carboxila do colageno. Outros grupos funcionais carregados

negativamente também devem ser levados em consideragdo. Entretanto o grupo
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carboxila (-COOH) seria realmente o principal sitio de nucleacdo os quais estao
presentes em 11% nos residuos de aminoacidos das moléculas de coladgeno. Numa
solucdo a pH neutro, mais de 99% desses grupos carboxila de aspartil e glutamil

ionizam a COO ,0 que favorece a quelagdo dos ions célcio.

KIKUSHI et al. (2001) e RHEE et al. (2000) sugeriram que a ligacao do ion Ca
ao grupo carboxilico carregado negativamente presente na molécula de colageno é o
principal fator para dar inicio ao processo de nucleacdo. Segundo GOISSIS et al.
(2003), as cargas negativas resultantes da hidrolise do colageno controlariam a
mineralizacao das moléculas de colageno.

A fabricacdo de novos materiais biomiméticos engenheirados aplicaveis a
engenharia tecidual 6ssea tem sido objeto de inUmeras publicacées. Diversos estudos
tem sido reportados no que diz respeito a mineralizacao do colageno tais como o uso
de solugdes simuladoras de fluido corpéreo, SBF, desenvolvida por KOKUBO E
TANAKA, (2006), na mineralizagdo de matrizes de colageno, (AL-MUNAJJED et al.,
2009; COSTA et al., 2010; RHEE et al., 2000; ZHANG et al., 2004), a simultanea
mineralizacao e auto-organizacao do colageno tipo |, (BRADT et al., 1999; FICAI, et
al., 2010; KIKUCHI et al., 2004b; TAMPIERI et al., 2003), métodos de imersao
alternada de matrizes de coldgeno em solugdes individuais de calcio e fosfato,
(BATISTA et al.,, 2009; GOES et al., 2007; YAMAGUSHI, et al., 2003), compdsitos de
blendas ou misturas heterogéneas de nano-HA com colageno, (CUI et al., 2007)
dentre outros.

KIKUCHI et al. (2001) constataram um processo de remolelagdo 6ssea quando
compésitos de nanoHA/colageno (80:20) nao reticulados foram implantados em
defeitos criticos na tibia de beagles por 12 semanas. Quando KIKUCHI et al. (2004a)
implantaram compésitos HA/colageno (80:20) reticulados com GA em tibia de ratos
verificaram uma diminuicdo da taxa de reabsorgcdo/degradacdo in vivo a qual foi
reduzida com o aumento da concentragdo de GA, ndo ocorrendo qualquer resposta
citotoxica, incluindo inflamagéo.

LIAO et al. (2005) produziram um compédsito de nano hidroxiapatita
carbonatada/colageno com razdo molar carbonato/fosfato variando de 1 a 10, a
temperatura ambiente pelo método biomimético de auto—organizacdo, obtendo um
material que mimetizou exatamente os componentes e a microestrutura encontrados
no 0sso natural.

YAMASAKI et al. (2003) sugeriram que a presenca de magnésio em um
composito magnésio carbonato apatita/colageno contribuiu para promover a formagao

Ossea através do reconhecimento da familia de integrinas presentes na membrana
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celular com a superficie do biomaterial, uma vez que a integrina pode ligar-se ao
magnésio presente. A degradacdo do material também foi acelerada em 8 semanas
devido a presenca de ambas as substituicoes ibnicas na rede da apatita.

MARTINS e GOISSIS (1996) submeteram o colageno nativo proveniente de
pericardio bovino a um processo de hidrélise seletiva dos grupos carboxiamida das
cadeias laterais dos residuos de aminoacidos de aspargina e glutamina, localizados
dentro do periodo D presentes na cadeia alfa do tropocolageno. Produziu-se uma
matriz carregada negativamente a pH 7,4, com um aumento da densidade de cargas
negativas (+ 120 cargas negativas), obtendo-se uma matriz de colageno polianidnico,
onde ocorreriam os primeiros depositos dos sais de fosfato de calcio nas zonas gap e
overlap.

O processo de hidrolise alcalina seletiva, desenvolvido por MARTINS e
GOISSIS (1996) em tendao bovino, teve como resultado a formacao de matrizes com
um aumento de 46 * 12 cargas negativas de grupos carboxila (COO’) dos
aminoacidos, superpostas em regides de carga negativa pré-existentes na molécula
nativa (Lacerda et al. 1998) (Figura 2.2). O processo de hidrolise remove as células
interticiais da matriz de colageno, introduzindo cargas negativas que irdo promover
uma mineralizacdo controlada e o aumento das propriedades piezoelétricas (BET et
al., 1997; LACERDA et al., 1998).

O uso de colageno tipo | extraido de tendao bovino é vantajoso, pois elimina o
processo de descalcificagdo da parte mineral do osso (WAHL e CZERNUSZKA, 2006).
Ao mesmo tempo tem como vantagem uma melhor disperséo fibrilar o que facilita a
sua biomineralizagdo quando usado como arcabougo para engenharia de tecido 6sseo
(HABERMEHL et al., 2005). O colageno tem se mostrado uma excelente opgéo para a
fabricacdo de arcabougos devido a sua alta porosidade e permeabilidade (AL-
MUNAJJED et al., 2009).

hidrolise alcalina v -
8= C-NH2 - > {8§—CO0" + NH3
grupo OH grupo

& carboxiamida carboxila

molécula de colageno molécula de colageno

Figura 2. 3: Hidrélise alcalina dos grupos carboxiamida do colageno tipo I.
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CAPITULO 3

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Compositos 3D obtidos a partir de colageno anibnico tipo | e apatitas
modificadas com o mesmo padrdo de cristalinidade do osso e com substituicdes
ibnicas mimetizando alguns ions encontrados nas apatitas biol6gicas podem ser
promissores para restaurar a funcdo de tecidos conectivos traumatizados ou
degenerados.

Magnésio (Mg®*) e carbonato (COs*) sdo ions importantes associados a
apatitas bioldgicas e foram escolhidas por serem incorporadas de forma isolada ou
conjunta a pés e a fase mineral de composito com colageno.

Dessa forma, o objetivo da presente tese foi o desenvolvimento de apatitas
substituidas por magnésio e de um compdsito bioativo magnésio carbonato
apatita/colageno aniénico para aplicacao em engenharia tecidual.

Objetivos especificos:

+ Obtencao de apatitas substituidas por magnésio na forma de p6s ou pastilhas;

+ Caracterizagao fisico-quimica e morfoldgica das apatitas substituidas por magnésio
verdes e calcinadas a 1000 °C;

¢Avaliacdo do comportamento inicial de adesao e a proliferacdo de células 6sseas
(osteoblastos) sobre as superficies das pastilhas calcinadas;

+Obtencdo de arcabougos 3D com composicdo similar ao o0sso, constituidos de
apatita substituida por magnésio e carbonato como fase mineral e colageno anibénico
como fase organica;

¢ Caracterizagao fisico-quimica e morfolégica dos arcabougos 3D constituidos por
magnésio-carbonato apatita e colageno aniénico tipo I;

#Selecdo da concentragdo de reticulante capaz de manter a estabilidade dos
compositos em meio de cultura;

¢ Avaliacdo da citotoxicidade dos compositos;

¢Avaliacdo do comportamento inicial de adesédo e a proliferacdo de células 6sseas

(osteoblastos) sobre os arcaboucos.
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

4.1 Sintese dos pos

Os po6s verdes das amostras calcio-deficientes substituidas por magnésio
(MgCabD) foram obtidos pelo método de precipitagdo a partir do gotejamento de uma
suspensao de hidréxido de calcio [Ca(OH), Merck, Brasil] e cloreto de magnésio
[MgCl,.6H,O, Merck, Brasil] e de uma solugdo de &cido fosfoérico, [Hz3PO,, Merck,
Brasil], por meio de bomba peristéltica em um becher contendo previamente 50mL de
agua deionizada a pH 9 constante ajustado com uma solugéo de hidréxido de aménio
(1:1) (NH4,OH, Merck) As amostras calcio deficientes obtidas, denominadas de
MgCaD0,1; MgCaD0,15 e MgCaD0,2 para razdes teéricas de Mg/Ca = 0,1; 0,15 e 0,2
respectivamente nas solugdes dos precursores das sinteses, foram envelhecidas por
24h a temperatura ambiente, lavadas até pH neutro, secas e peneiradas(< 125 um).

A Figura 4.1 mostra o fluxograma das etapas empregadas na producao dos
pbs de MgCabD.

[1,25IV| Ca(OH), +0,24M MgC!Q] [ 2,8M Hs;PO, ]

pHY, 38 °C, 3 h, 240 rpm

g

Magnésio — apatita [Ca; Mg, (PO,);]

Mg/Ca=0,1;0,15e0,2

4

+Pos envelhecidospor 24h a 25 °C,
*lavadosefiltradosa pH 7,

*secos a 40 °C,

*peneirados (< 125um).

A

Figura 4.1: Fluxograma empregado para a produgéo de p6s das amostras calcio-

deficientes substituidas por magnésio (MgCabD).
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4.2 Produgao de pastilhas densas

Pastilhas cilindricas com 6 mm de didametro e 4 mm de altura foram obtidas a
partir do p6é verde com razbées molares teéricas Mg/Ca =0,1; 0,15 e 0,2 e de um po6
comercial de B-TCP [Merck, Brasil]. A Figura 4.2 mostra o fluxograma das etapas
empregadas na produgdo das pastilhas prensadas uniaxialmente a 216MPa e
calcinadas a 1000 °C por 4 h ao ar, com taxa de aquecimento de 2,8 °C/min.

B-TCP comercial (a) MgCaD (Mg/Ca=0,1;0,15;0,2) (b)

Prensadas uniaxialmente
(216 Mpa)

Calcinacao
1000 °C / 4h

Figura 4.2: Fluxograma empregado para a produgéo de pastilhas calcinadas a partir

do p6 das amostras calcio-deficiente substituidas por magnésio (MgCabD), e do p6
comercial e macrografia das pastilhas calcinadas.

As técnicas empregadas na caracterizacdo dos poés e pastilhas de apatita
substituida por magnésio sdo apresentadas no item 4.6 a 4.8.

4.3 Extracao de colageno

O colageno utilizado nessa dissertagdo foi doado pelo Departamento de
Quimica e Fisica Molecular do Instituto de Quimica de Sdo Carlos, USP, SP

A hidrélise alcalina de tendao bovino foi preparada como descrito por GOISSIS
et al. (2003) para pericardio bovino. Brevemente, o tendao bovino € imerso em uma
solucgo alcalina (3mL g de tecido) contendo dimetilsulfoxido (6% v/v) e cloretos e
sulfatos de sddio, potassio e calcio a pH ~ 13, 20 °C por 24 h . O excesso de sais foi
removido por sucessivas lavagens com solucdo de acido boérico (3% p/p) e EDTA
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(0,3% p/p) e agua deionizada. O colageno foi extraido com solugéo de acido acético
(0,5M) a pH 3,5. (BET et al., 2001).

4.4 Mineralizacao do colageno aniénico com uma solucao similar ao fluido
corporeo 1,5 (Simulated Body Fluid - SBF)

Com o intuito de obter a mineralizagdo de amostras de colageno anidnico para
avaliar a biocompatibilidade das mesmas, matrizes de colageno liofilizadas com
dimensdes de aproximadamente 0,55 cm?®, foram imersas em 10 mL de solugédo
simuladora de fluido corpéreo 1,5X mais concentrada (SBF 1,5) em pH 7,4 durante 15
dias a 37 °C, com troca de solucdo a cada trés dias. O aumento da concentracao da
solugao similar ao fluido corpéreo em 1,5X foi com o objetivo de acelerar o processo
de mineralizacao devido ao periodo curto de tempo do ensaio. Apds este periodo, as
amostras foram lavadas com agua deionizada, novamente liofilizadas e analisadas por
diversas técnicas.

A solucgéao utilizada foi similar a simuladora de fluido corpéreo estabelecida por
KOKUBO e TAKADAMA (2006), (Tabela 4.1), numa concentracao de 1,5.

Tabela 4.1: Composi¢cao da solugdo SBF e do plasma sanguineo humano.
(KOKUBO e TAKADAMA, 2006)

Concentraciao (mmol dm?)
fons Plasma
sangiiineo SBF 1,5 SBF
humano
Na* 142,0 142,0 213,0
K" 5.0 5,0 7,5
Mgz+ 15 1,5 2,3
Ca* 2,5 2,5 3,8
Cl 103,0 147.8 223,2
HCOs 27,0 4,2 6,3
HPOZ 1,0 1,0 15
SO7 0.5 0,5 0,8
pH 7,38 7,4 7,25
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As técnicas empregadas na caracterizacdo do colageno mineralizado séo
apresentadas no item 4.9.

4.5 Sinteses dos compositos (MCA/colageno anidnico)

Para determinar a concentragao da solucao de colageno utilizada na sintese um
volume conhecido do gel de colageno foi diluido em uma solugdo de acido acétio
0,5M. foi seco em estufa a 100 °C e a diferenca de peso determinou a concentracao
da solugéo de colageno (mg/mL).

Os compdsitos de magnésio-carbonato apatita/colageno aniénico na propor¢ao
65:35 e com razdes molares tedricas Mg/Ca =0,1 e C/P = 3 e 5 foram preparados
através do método de precipitacdo aquosa usando como reagentes precursores uma
solugdo de acetato de calcio (C4,HsCaO,), acetato de magnésio (C,HsMgQO,),
bicarbonato de sddio [NaHCO;], uma solucéo de fosfato de sddio [Na,HPO4/NaH.PO,]
e uma solugao de colageno tipo | em &cido acético.

As solucdes de acetato de célcio e magnésio juntamente com o gel de
colageno foram gradualmente adicionadas através de bombas peristélticas a um vaso
reacional contendo as solucdes de fosfato de calcio e bicarbonato de sédio. A sintese
foi feita sob agitagdo em um banho térmico a 37 °C por 3 horas e o precipitado foi
envelhecido overnight a 40 °C. A Figura 4.3 mostra o fluxograma das etapas
empregadas na producdo dos compdsitos magnésio—carbonato apatita/colageno
aniénico (MCA/col).

[o,ozm C,HCa0,+0,002M C4H5Mgo4] colageno (3mg/mL em
0,5M CH,COOH)

\ pH 8; 37°C; 3h /

0,1M (Na,HPO,/ NaH,PO,)
0,M NaHCO,

1

[Compésito: magnésio—carbonato apatita/ colégeno]

razbes molares teéricas: Mg/Ca=01 C/P=3;5

x k

FTIR;ICP; TGA; DRX; DSC; p-CT;
M.O.; MEV; MET; testes “in vitro”

Figura 4.3: Fluxograma empregado para a produ¢ao do compadsito magnésio—
carbonato apatita/colageno aniénico (MCA/col), indicando de forma resumida as
técnicas de caracterizagdo empregadas.
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Ao final da sintese, antes da reticulagdo, a solugdo apresentou-se limpida,
como se pode observar na Figura 4.4, ndo sendo observada nenhuma precipitacao no
fundo do vaso reacional. O compésito foi lavado trés vezes com solugcao tampao PBS
para ajustar o pH préximo ao fisiolégico (pH=7,4) e trés vezes com agua deionizada.

Os compositos magnésio-carbonato  apatita/colageno  anibnico  foram
denominados 3C1P0,1Mg e 5C1P0,1Mg com a mesma razao molar teérica Mg/Ca=0,1
e diferentes razées molares tedricas C/P=3 e 5 respectivamente.

Figura 4.4: Imagem do vaso reacional do compésito 3C1P0,1Mg ao final da sintese.

Os compdsitos foram reticulados com solugdo de glutaraldeido, tendo sido
empregadas duas diferentes concentragdes: 0,125 e 0,25% (v/v). As solugdes de GA
foram borbulhadas dentro da solugcdo ap6és a sintese a 37 °C uma vez que CHEUNG
et al. 1985A relataram que a penetragdo do GA a temperatura ambiente é mais rapida
gue a baixas temperaturas.

As amostras foram colocadas em moldes de teflon, congeladas por 24 horas e
liofilizadas em um equipamento Liotop L101, apresentando o aspecto mostrado na
Figura 4.5. A caracterizacao dos arcaboucos esta descrita nos itens 4.10 a 4.12.

Figura 4.5: Compdésito 3C1P0,1Mg desmoldado apo6s a liofilizagéo.
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4.6 Caracterizacao fisico-quimica dos pds verdes e das pastilhas calcinadas

A Tabela 4.2 sumariza os testes fisico-quimicos empregados nas
caracterizagdes dos pos verdes e das pastilhas calcinadas a 1000 °C.

Tabela 4.2: Testes fisico-quimicos empregados nas caracteriza¢des dos pds verdes e
das pastilhas calcinadas.

Pastilhas
TESTES Poés verdes | calcinadas a
1000 °C

DRX X X

REFINAMENTO POR RIETVELD X
BET X
ICP X

FTIR X X
DETECGCAO OXIDO DE CALCIO X
TGA X
MET X

MEV X X

CULTURA DE CELULAS X

4.6.1 Difracao de raios-X (DRX)

As fases cristalinas presentes nos pds secos foram identificadas por difracdo
de raios-X (DRX, Philips modelo X’Pert). Por meio de espalhamento e da consequente
difragdo de raios-X, que ocorre devido as nuvens eletrbnicas dos atomos presentes
nas amostras, pode-se identificar as linhas de difracdo correspondentes aos
espacamentos interplanares dos materiais cristalinos. Se os atomos estiverem
arranjados regularmente no espaco de rede, o angulo de espalhamento 260 esta
diretamente relacionado a distancia interplanar através da equagéo de Bragg (equagéao
2).

nA = 2dsen6 (2)

Esta técnica permite determinar a cristalinidade da amostra bem como estimar
as mudancas dos parametros de rede causadas pela incorporacdo de Mg na estrutura
da apatita. Através de refinamentos dos espectros pelo método de Rietveld utilizando-
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se o programa FULLPROF (DRX - XPERT PRO - Panalytical) Bragg-Brentano
geometry, CuKa (40 kV, 40 mA); 26: 5 - 65° pode-se determinar o tamanho do
cristalito dos pés calcinados.

Este refinamento consiste em um processo de ajuste por estagios sucessivos
da melhoria dos parametros estruturais. O perfil de difracao é calculado usando-se as
dimensbes da célula unitaria para determinar as posi¢cdes do pico, as posicoes
atbmicas e parametros de deslocamento térmico como um modelo para as
intensidades dos picos. Este método permite, através do refinamento, calcular os
parametros da célula unitaria, a analise quantitativa das fases presentes, a
determinagao de orientagao preferencial e a estrutura cristalina.

Foram obtidos perfis de DRX para os p6s verdes e para os pés calcinados a
1000 °C com razao teodrica de Mg/Ca = 0,1; 0,15 € 0,2.

4.6.2 BET

As areas especificas dos pds verdes foram calculadas a partir da quantidade
de nitrogénio necessdaria para adsorver fisicamente a superficie da amostra em
diferentes pressdes, BET (Micrometrics modelo ASAP 2010). A adsorgao fisica é
causada por forgas de van der Waals entre as moléculas do gas e os atomos ou ions
presentes na amostra. O método consiste em obter o volume da monocamada de
nitrogénio adsorvida na superficie completamente seca da amostra desgaseificada,
através das isotermas de adsorc¢éo fisica determinadas experimentalmente. A isoterma
representa a relacdo entre a quantidade molar de gas adsorvida ou dessorvida por um
solido a temperatura constante em fungéo da pressao do gas.

4.6.3 Espectroscopia de emissao atémica por plasma induzido (ICP-OES)

As concentragdes de calcio, magnésio e fésforo dos pos verdes secos foram
determinadas através da espectroscopia de emissdo atdbmica por plasma induzido
(ICP-OES, Perkin-Elmer modelo OPTIMA 3000). Foram pesadas 10 mg das amostras,
dissolvidos em 17,5% (v/v) de &cido cloridrico (HCI) e avolumado a 100mL com agua
deionizada. As solugdes foram bombeadas através de gas argbnio e o plasma
excitado por uma radiofreqiiéncia de 2 kW / 27,12MHz. As concentragbes de cada

elemento foram determinadas utilizando-se seus comprimentos de onda
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caracteristicos (Ca, 317,9 A; P, 213,6 A e Mg, 279,6 A), permitindo o célculo das
raz6es molares de Mg/Ca e (Ca+Mg)/P. Todos os testes foram realizados em triplicata.

4.6.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

As andlises de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR, Perkin Elmer modelo Spectrum 100) permitiram a identificacdo dos
grupamentos caracteristicos da apatita. A radiacdo quando absorvida pela molécula
converte-se em energia de vibragdo molecular dando origem a bandas de vibragéo —
rotacdo geralmente na mesma frequéncia. A frequéncia ou comprimentro de onda
dessa absorgcado vai depender da geometria dos atomos, das suas massas relativas
bem como das constantes da forca de ligacao. As amostras foram analisadas numa
faixa de espectro de 4000 — 550 cm™', com reflectancia total atenuada (RTA), nimero
de varreduras 16 e resolucdo 4 cm™ para obter-se os espectros dos pds verdes e
calcinados a 1000 °C com razdes teédricas de Mg/Ca = 0,1; 0,15 e 0,2.

4.6.5 Teste para a deteccao de 6xido de calcio como fase secundaria

A presenca de 6xido de célcio (CaO) nos pds verdes foi verificada de acordo
com a norma francesa NF-S 94-066 (1998). Esse teste € importante pois detecta a
presenca de éxido de calcio que é citotoxico para as células. O p6 sintetizado foi
submetido a um tratamento térmico a 1000 °C por 15 horas. O p6, ainda quente (400
°C), foi vertido em agua contendo uma pequena quantidade de fenoftaleina. Como o
oxido de célcio é soluvel em agua, este se dissocia (equacéo 1) dando origem a ions
hidroxila (OH") que sao detectados pela coloracao rosa da solugéo devido a presenca
da fenoftaleina como indicador acido-base.

CaO(S) + HQO(L) g Ca(OH)g(aq) (1)
Ca(OH)g(aq) « Ca 2+(aq) + 2OH-(aq)

4.6.6 Analise termogravimétrica (TGA)

A andlise termogravimétrica (TGA/DTA, TA Instruments modelo SDT 2960)

avalia as variac6es de massa de uma amostra em funcao da temperatura ou do tempo
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sob atmosfera controlada. Com o aumento da temperatura, o material sofre
degradacédo, perdendo massa sob a forma de produtos volateis. O inicio e o fim do
processo de perda de massa sédo obtidos através da derivada da curva fornecida.
E uma técnica muito utilizada para determinar o teor de umidade, a pureza do material
e a estabilidade térmica dos componentes de fosfato de célcio tais como COz%, HPO,*
e H,0.

As analises de TGA dos po6s verdes foram feitas nas seguintes condi¢coes
operacionais: massa da amostra: 10mg; taxa de aquecimento: 10 °C/min e amplitude:
30 a 1200 °G;

4.7 Caracterizacao morfolégica dos pos verdes e das pastilhas calcinadas

4.7.1 Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletrbnica de transmissdao (MET — JEOL modelo 2000FX),
mostrou as caracteristicas ultra-estruturais dos cristais de apatita substituidos por
magnésio. Uma pequena quantidade de p6 verde MgCaDO0,2 foi dispersa em élcool
iso-propilico em cuba ultrasom por 10 minutos e pingou-se duas gotas dessa
disperséao em uma grade de cobre com 3 mm de didmetro coberta por um filme de
carbono e de formvar. O equipamento foi operado em 200 KV.

4.7.2 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV — JEOL modelo JSM6460LV)
acoplada a espectroscopia de energia dispersiva (EDS — Thermo/System Six modelo
200) avaliou a morfologia dos cristais (forma e tamanho) da amostra verde MgCaDO0,2
e sua composicao elementar, respectivamente. As amostras foram montadas sobre
fita condutora de carbono em um suporte de aluminio, recobertas com uma fina
camada de ouro para evitar carregamento elétrico e as micrografias foram obtidas a
uma voltagem de 15KV.

A microscopia eletrbnica de varredura também foi empregada para a
caracterizagao da superficie das pastilhas densas. Assim, a microporosidade de uma
pastilha produzida com MgCaDO0,2 foi comparada a de uma amostra de B-TCP

comercial (Merck, Brasil).
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4.8 Testes In Vitro

4.8.1 Cultura de células

Para avaliar a adeséao e a proliferagdo de osteoblastos humanos (SaOs2) sobre
as superficies das pastilhas de MgCaD0,2 calcinadas a 1000 °C, 4X10* células/poco
foram plaqueadas sobre suas superficies nos periodos de 4h, 24h e 7 dias. Foram
utilizadas quatro amostras para cada tempo. Apés o periodo de incubacdo as
amostras foram fixadas para manter a integridade das células até serem examinadas
por MEV. Apés fixagédo as pastilhas recobertas pelos osteoblastos foram desidratadas
numa sequéncia de alcodis seguido de secagem em aparelho de ponto critico. Esses
testes foram comparados com amostras de B-TCP comercial puro extra seco (Merck,
Brasil) calcinadas a 1000 °C

4.9 Caracterizacao do colageno ani6nico mineralizado com uma solucao

similar ao fluido corpéreo

As matrizes de colageno mineralizadas através da solugdo 1,5 SBF foram
caracterizadas por DRX para verificar as fases cristalinas presentes apds a
mineralizagao, por FTIR para identificar os grupamentos especificos do colageno puro
e mineralizado, por DSC para determinar a estabilidade térmica verificando-se a
temperatura de desnaturacdo do colageno antes e apds o processo de mineralizagao,
por TGA para determinar a quantidade de fase organica e de fase inorganica presente
nos compositos, por MEV para analisar a morfologia do precipitado sobre as fibrilas de
colageno e por micro-CT para avaliar a homogeneidade da mineralizagdo sobre o
colageno.

4.10 Caracterizacao fisico-quimica dos arcaboucos compdsitos

4.10.1 Propriedades espectrais do colageno e dos compdésitos

As bandas de absorcao caracteristicas do colageno anidénico e dos compositos
(MCA/col) com razdo molares tetricas de Mg/Ca 0,1 e C/P 3 e 5, antes e apos
reticulacado com GA 0,25% (v/v) foram avaliadas por espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR, Perkin Elmer, modelo Spectrum 100). Uma
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pastilha do compdsito foi preparada misturando-se 1 mg da amostra com 250 mg de
brometo de potassio (KBr, Merck, Brasil) e prensando-se com 10.000 psi numa prensa
hidraulica (Carver laboratory press, modelo C, Fred S. Carver Inc.). A varredura foi
obtida com 4 cm™ de resolugéo e com 32 tempos de interagdo na faixa de 4000 a 400
cm’™'. O ruido de fundo do aparelho foi corrigido com uma pastilha pura de KBr.

4.10.2 Composicao quimica da parte mineral dos compdésitos

As concentragbes de calcio, magnésio, fosforo e sbédio dos compoésitos
3C1P0,1Mg e 5C1P0,1Mg foram determinadas por espectroscopia de emissao
atdbmica por plasma induzido (ICP-OES, Perkin Elmer modelo OPTIMA 3000) e as
raz6es molares Mg/Ca e (Ca+Mg)/P calculadas.

Para determinacdo da composicdo da parte mineral, a parte organica dos
compositos foi previamente digerida por uma solucao de hipoclorito de sodio a 3%
(v/v), NaOCI por 48 horas. Depois o0 p6 foi lavado com agua destilada, seco e 10 mg
das amostras foram dissolvidas em 17,5% (v/v) de &cido cloridrico (HCI) e avolumado
a 100mL com agua destilada. As solucdes foram bombeadas através de gas argdnio e
o plasma excitado por uma radiofreqiiéncia de 2 kW / 27,12. As concentragbes de
cada elemento foram determinadas utilizando-se seus comprimentos de onda
caracteristicos (Ca, 317,9 A; P, 213,6 A; Mg, 279,6 A e Na, 588,9 A). Todos os testes

foram realizados em triplicata.

4.10.3 Estimativa da razao das fases mineral e organica

A andlise termogravimétrica (TGA, TA Instruments SDT modelo Q600) permitiu
estimar a relagéao entre a fase inorganica e a organica presentes nos compaésitos bem
como a quantidade de 4gua adsorvida e o carbonato (CO5*) liberado como CO, no
tratamento térmico. As analises foram realizadas utilizando-se 10mg de amostra
aquecida de 20 a 950 °C com uma taxa de aquecimento de 10 °C min" e vazédo de
nitrogénio de 100 mL min” permitindo a estimativa da parte mineral como o residuo
obtido a 950 °C.

O residuo das analises termogravimétricas sdo um indicativo das fases obtidas.
O tecido mineralizado, o0 0sso, calcinado a 400 °C tem uma coloragao preta, calcinado
a 600 °C apresenta coloragéo cinza indicando algum carbono residual ndo queimado e

calcinado a 800 °C a cor € branca, indicando a total remog¢&o da parte organica.
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4.10.3.1 Perfil cristalino

As fases cristalinas presentes nos compositos 3C1P0,1Mg e 5C1P0,1Mg foram
identificadas por difracdo de raios-X (DRX, Philips modelo X'Pert) com um
monocromador com cristal curvo e radiagdo Cu Kda, operando a 45 kV e 45 mA, numa
faixa de 20—60°.

4.10.4 Avaliacao da temperatura de desnaturacao do colageno

A calorimetria diferencial de varredura (DSC, Shimadzu, modelo DSC-50)
permitiu determinar a estabilidade térmica das estruturas helicoidais das moléculas de
colageno aniénico e dos compdésitos antes e apds a reticulagdo com 0,125 e 0,25%
GA, através da quantidade de energia (calor) absorvida ou liberada pelas amostras
antes e apo6s o processo de desnaturacao. As matrizes cilindricas de colageno e de
colageno mineralizado foram imersas em solugéo tampao fosfato 0.13mol L™, pH 7,4
por 24 horas para manter as fibras de colageno numa condi¢do hidratada. O excesso
de liquido foi removido com papel de filtro. A temperatura de desnaturagéo foi
determinada com cerca de 10 mg da amostra em cadinho de alumina e a rampa de
aquecimento foi de 10 °C min™ numa faixa de temperatura de 20-150 ‘C em atmosfera

de nitrogénio.

4.10.5 Efeito da reticulacado com glutaraldeiro (GA) na estabilidade dos
compositos em meio de cultura

O efeito do grau de reticulagdo com GA na estabilidade dos compésitos foi
determinado em um experimento in vitro estatico onde os compdsitos antes e apos
reticulagdo com 0,125% e 0,25% GA permaneceram em contato direto com o meio de
cultura DMEM suplementado com 10% SFB por um periodo de 15 dias. Apos o teste,
a morfologia das amostras foi observada por MEV.

4.11 Caracterizacao morfolégica dos arcabougcos compdositos
4.11.1 Micrografia dos compdsitos

A micro-tomografia computadorizada (micro-CT) é uma técnica ndo—destrutiva

que permite reconstruir e modelar o interior das amostras em escala micrométrica.
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A estrutura 3D dos compésitos foi observada por micro-tomografia
computadorizada de alta resolugao (MCT - Scanco Medical 40, Switzerland) operando
com uma voltagem de 55 kV, uma corrente de 145 mA e uma resolugcédo de 6 um.

4.11.2 Histologia dos compdsitos

Matrizes de colageno anibnico liofilizado e compésitos 3C1P0,1Mg reticulados
com 0,25% GA e liofilizados foram embutidos com poli (metacrilato de metila) (PMMA,
Aldrich) e sec¢des de 80 um foram cortadas (Isomet 1000, Buehler), lixadas e polidas
(Economet3, Buehler). As se¢bes ndo coradas foram observadas por microscopia de
luz polarizada com microscopio universal (Leica DMRX/E) acoplado com sistema
digital Syncroscopy Montage Explorer (Frederick, MD). As sec¢des coradas com azul
de anilina ou impregnadas com prata metenamina para o colageno tipo | ou com Von
Kossa para fase mineral de fosfato foram analisadas por microscopia de luz de campo
claro (Nikon Optiphot2) equipado com uma cémera digital (Nikon, DMX 1200F). O
fluxograma empregado para a observacdao das amostraspor microscopia 6ptica pode
ser visto na Figura 4.6.

As imagens coradas com Von Kossa foram convertidas em niveis de escala de
cinza, sendo a parte preta considerada os poros € a parte branca o compdésito mineral-
colageno, e analisadas para o célculo da porosidade usando o programa Image J
(NIH, USA).

4.11.3 Caracterizacao estrutural

A microscopia eletrébnica de varredura (MEV, JEOL modelo JSM6460LV)
permitiu observar a estrutura do colageno aniénico bem como a precipitacao da apatita
substituida por magnésio e carbonato na parte externa das fibras de colageno e na
parte interna fraturada com nitrogénio liquido. Imagens do compésito também foram
obtidas com o microscépio da FEI (FIB/Nova-600 D134) que combina ultra-alta-
resolucdo de emissdo de campo e precisdo. As amostras foram montadas nos
suportes de aluminio com cola prata e receberam uma fina camada de ouro (Emitech,
K550, USA) uma vez que s&o nao-condutoras, evitando assim carregamento.
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COMPOSITOS MCA / COLAGENO

3C1P0,1Mg reticulado com 0,25% GA
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l Polarizada Circular
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Poli (metacrilato de metila) com sistema Syncroscopy A‘
A
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Lixados — polidos (Ecomet, Buhler) /
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para fase mineral fosfato
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Figura 4.6: Fluxograma empregado para observacao das matrizes de colageno
aniénico e dos compdsitos 3C1P0,1Mg reticulados com 0,25% GA por microscopia de

luz polarizada e microscopia de luz de campo claro.

4.11.4 Caracterizacao ultra-estrutural

A microscopia eletrénica de transmissdo (MET - JEOL, 2000FX), com
aceleracao de voltagem de 120kV, foi empregada para observar a precipitagdo de
apatita (MCA) sobre as fibrilas do colageno. A preparagao das segdes finas teve inicio
com a fixagdo dos compésitos com solugao de glutaraldeido 2,5% por 1 hora, seguido
de lavagem por trés vezes com solucao de cacodilato de sédio 0,1 M e corados com
tetréxido de ésmio 1% OsO, (Ted Pella, USA) por 30 minutos. Apds esse
procedimento as amostras foram embebidas em resina Spurr (SPI Supplies Division of
Structure Probe, Inc., USA), desidratadas em uma série de solugdes de alcool com
concentracdes ascendentes. Sec¢des ultrafinas, em torno de 60-80nm foram cortadas
em ultramicrétomo (RMC, Power TomeX) e transferidas para uma grade de cobre
coberta com formvar, coradas com citrato de chumbo por 15 minutos e acetato de
uranila por 30 minutos para serem observadas por MET (FEI , Tecnai G20). As
amostras foram analisadas em campo claro e pode-se caracterizar a distribuicdo dos

precipitados nas fibrilas do colageno.
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O pé da parte mineral obtido através da digestdo do colageno ja descrito
anteriormente na sessdo 4.10.2 foi analisado no MET com uma aceleragdo de
voltagem de 200KV. O pé seco foi disperso em alcool isopropilico e duas gotas dessa
suspensao foram adicionadas sobre uma grade de cobre recoberta com filme de
formvar. A analise elementar do pé foi adquirida através de espectroscopia por energia
dispersiva (EDS —Oxford, INCA X-sight)

4.12 Testes in vitro

4.12.1 Degradac¢ao dos compdsitos em meio acido

A degradacdo dos compésitos 3C1P0,1Mg e 5C1P0,1Mg reticulados com
0,25% GA quando imersos em uma solu¢cdo tampao de acetato de potassio 0.1 M
(KC,H30,, Merck, Brasil) foi avaliada por ICP. Uma amostra de 25 mg foi imersa na
solugédo a 37 °C, pH 5, sob atmosfera de ar em um sistema aberto sob constante
agitacdo a 500 rpm. O sistema utilizado no teste de degradagao pode ser visto na
Figura 4.7. A liberacao de Ca, P e Mg foi continuamente monitorada por 180 minutos.

As anélises foram feitas em triplicata. Os teores foram expressos mg L' em fungéo do
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Figura 4.7: Sistema utilizado no teste de degradacao dos arcabougos 3C1P0,1Mg e
5C1P0,1Mg reticulados com 0.25% GA.
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4.12.2 Citocompatibilidade

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados na Unidade de Pesquisas
Clinicas do Hospital Universitario Anténio Pedro, da Universidade Federal Fluminense
(UFF).

Um possivel efeito citotoxico dos arcabougos 3C1P0,1Mg e 5C1P0,1Mg
reticulados com 0,25% GA e expostos a 25 KGy de irradiagdo gama por Cobalto-60
[MPS Nordion, model GC 220E, serie 98R ASSY, Type B(U), com 434,83 TBq (11.750
Cl) foram avaliados por um método multiparamétrico em uma mesma amostra para
testar a viabilidade celular através da atividade mitocondrial (XTT), integridade
membranar (vermelho neutro) e a densidade celular (cristal violeta). O experimento,
realizado em quintuplicata, seguiu a norma I1ISO 2010993, partes 5 e 12, referentes a
avaliacao de materiais médicos e foram empregados kits comerciais (In Cytotox —.
KXRCV 96.300, Xenometrix, Allschwil, Suica).

Extratos totais dos arcaboucgos foram obtidos segundo a norma ISO 2010993-
12, na qual o material permaneceu incubado por 24h a 37 °C, em uma proporcao de
1mL de meio de cultura (DMEM) ndo suplementado com soro fetal bovino para cada
100 mg de material sob a forma de pd. Placas de poliestireno sem material foram
usadas como controle negativo de citotoxicidade e como controle positivo, solu¢des de
fenol a 4% (v/v).

A cultura de fibroblastos de camundongo de linhagem Balbc / ¢c-3T3 clone A31
foi realizada em presenca de DMEM contendo bicarbonato de sédio, NaHCO;, (1.2 g
L™), ampicilina (0.025 g L™), estreptomicina (0.1 g L), a 37 °C em estufa com 5 % CO,
em placas de 96 pocos na densidade de 1X10*células por poco.

ApGs 24 horas as células foram lavadas com solugédo tampao salina (PBS) e o
meio de cultura foi trocado pelos extratos e os testes de viabilidade foram realizados.

O teste de atividade mitocondrial (XTT) baseia-se na habilidade das enzimas
desidrogenases mitocondriais converterem o sal de tetrazélio hidrosoluvel XTT (cor
amarela) em compostos de formazan (cor laranja). Apds incubacao com esse reagente
por 2 horas, a absorvancia a 480 nm foi lida em um leitor de microplacas PowerWave
MS2 (BioTek Instruments, Winooski, VT, EUA).

O teste de integridade lisossomal (Vermelho Neutro) é conhecido como um
teste de sobrevivéncia/viabilidade baseado na habilidade de células viaveis
incorporarem o corante vermelho neutro pelos lisossomos, o qual se acumula na sua
membrana integra. A quantidade de corante incorporada pode ser medida através da
absorvancia a 540 nm. As células expostas ao XTT foram lavadas com solu¢do NRI
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(Xenometrix Allschwil, Suica) e expostas por 2 horas ao corante vermelho neutro.
Ap6s esse periodo as células foram fixadas por 1 minuto com solucdo NRIl e o
vermelho neutro diluido em uma solugdo NRIIl. A absorvancia foi lida no leitor de

microplacas.

O teste de densidade celular (Cristal Violeta) avalia a densidade celular por
coloracdo do DNA das células apés a eliminagdo do excesso do corante. As células
fixadas no teste de vermelho neutro foram lavadas e tratadas com o corante cristal
violeta por 10 minutos, lavadas exaustivamente com agua destilada e em seguida
expostas a uma solucdo de metanol e acido acético, provenientes do kit Citotox. Esta
solugao alcodlica &cida solubiliza o corante e apds agitacao permite medir a densidade
celular através da absorvancia 540 nm em leitor de microplacas.

4.12.3 Adesao e proliferacao celular

Os compositos foram imersos em meio de cultura Dulbecco’s (DMEM — Sigma)
suplementado com 10% SFB por 24 horas. Ap6s esse tempo o0 meio de cultura foi
removido e 5x10° células/pogo de osteoblastos humanos SaOs2 foram plaqueadas
sobre os compdsitos nos periodos de 48h, 7 e 14 dias. Foram utilizadas 3 amostras
para cada tempo. As células aderidas ao material foram lavadas com solugéao tampéao
fosfato (PBS), fixadas usando solugao de glutaraldeido 2,5% em tampao cacodilato de
s6dio 0,1mol L™ por 1h e pés-fixadas com uma solugéo de tetréxido de 6smio 1,0% em
tampao cacodilato de sédio 0,1mol L™ por 15 min. Apés fixacdo, os materiais foram
desidratados por imersdo em solugées aquosas de etanol com concentragdes
crescentes (30%, 50%, 70%,80%, 90% e 100%). Cada imersao durou cerca de 10min
tomando-se o cuidado de nunca deixar a amostra secar, principalmente para evitar
danos a estrutura da membrana celular. As amostras foram secas usando aparelho de
ponto critico de CO, (Baltec, CPD 030, Sweden) e recobertas com uma fina camada
de ouro (EMITECH, K550) para observagao por MEV a 15 KV.
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

Esse capitulo estd subdividido em trés partes: caracterizacdo dos pos e
pastilhas de apatita substituida por magnésio; mineralizagdo do colageno anidnico a
partir de uma solugdo de SBF e caracterizagdo do compdsito magnésio-carbonato
apatita/colageno anidnico.

5.1 Caracterizacao da apatita substituida por magnésio sob forma de pé ou
pastilhas

5.1.1 Caracterizacao fisico-quimica dos po6s de apatita substituida por
magnésio

Parte dos pés foi calcinada a 1000 °C com o objetivo de caracterizar a
substituicdo do magnésio pelo célcio e seus efeitos na estrutura da apatita célcio
deficiente.

Os perfis de DRX das amostras com razao teérica de Mg/Ca = 0,1; 0,15 e 0,2
denominadas MgCaD0,1; MgCaD0,15 e MgCaD0,2 respectivamente tanto para o p6
verde como para os poés sinterizados a 1000 °C, encontram-se na Figura 5.1.

Os perfis de DRX das amostras verdes (Figura 5.1a) apresentaram uma apatita
(JCPDS: 09-0432) com baixa cristalinidade. A apatita é considerada nao -
estequiométrica ou célcio deficiente quando a razao Ca/P esta abaixo de 1,67 sendo
esta razao o valor estequiométrico para a hidroxiapatita pura, Cao(PO,)e(OH)..

Geralmente as apatitas precipitadas obtidas por sinteses aquosas inicialmente
consistem de uma camada hidratada estrutural contendo espécies idnicas facilmente
substituidas, com baixa cristalinidade. A apatita Ca deficiente pode ser representada
pela formula CaioxM«(PQO4)e.,(HPO,),(OH)., onde M representa os ions substitutos do
calcio, no caso o magnésio. O tratamento térmico a 1000 °C resultou em um aumento
de cristalinidade e na transformacao em B-TCMP [(Ca, Mg)3(PQO,).] (JCPDS: 13-0404)
para as amostras calcio deficientes substituidas por magnésio. Foi encontrada
hidroxiapatita (HA) como fase secundaria.
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Figura 5.1: Perfis de DRX do TCP comercial e dos p6s verdes com razdo Mg/Ca 0,1;
0,15 e 0,2 (a) e calcinados a 1000 °C (b) obtidos a partir dos precursores Ca(OH),,
MgC|26HQO, e H3PO4.

O alargamento dos picos de difragdo das amostras verdes sugere uma reducao
de cristalinidade refletindo na diminui¢do do tamanho de cristalito devido a contracdo
nas dimensdes da célula unitaria causada pela parcial substituicdo do Mg na rede da
apatita, gerando uma desordem do cristal uma vez que o magnésio tem um raio idnico
(0.66 A) menor que o calcio (0.99 A) (KLUG e ALEXANDER, 1974; MAYER et al.,
1997; LEGEROS, 1991; LEGEROS et al., 1995).

A Figura 5.2 apresenta o resultado do refinamento pelo método de Rietveld das
amostras de fosfato tricalcico substituidas por magnésio com razées molares Mg/Ca =
0,1; 0,15 e 0,2, comparadas com uma amostra de B-TCP comercial pura extra seca
(Merck, Brasil), sendo que na Tabela 5.1 os baixos valores obtidos para todos os
fatores de concordéancia finais, R, denotam que o modelo estrutural empregado foi
adequado para descrever os cristais das amostras de apatita.

A Figura 5.3 mostra a variacdo dos parametros de rede e do volume da célula
das amostras de B-TCP comercial e de. B-TCMP com razées molares teéricas Mg/Ca
0,1;0,15e 0,2.

A insercdo do Mg?* no sitio Ca (5) foi de 90% para a amostra MgCaDO0,1 com

conteddo molar de 9,0% e férmula molecular igual a Ca, ,, (Mg, ,,)(PO,),. A férmula

estrutural obtida pelo refinamento para a amostra MgCaDO0,15 foi

Ca, 5 (Mg ,,,)(PO,),, com 96% de inser¢do do Mg®" no sitio Ca (5) e contetido molar

42



de 9,7%. A insercdo do Mg?* no B-TCMP ocupou 24% das posicdes do sitio Ca (4) e

87% no sitio Ca (5) com um contetudo molar de 10,0% para a amostra MgCaDO0,2 com

uma provavel composicao estequiométrica igual a Ca, ., (Mg, ;Mg )(PO,), .

ARAUJO et al. 2009, relataram uma substituicdo maxima de 15% mol de

magnésio na rede do beta-fosfato tricalcico (B -TCP) através do método de Rietveld. A

incorporacao do Mg na rede da apatita € muito limitada e é diretamente dependente da

razao molar Mg/Ca na solugdo, da temperatura, do pH e da presenca de carbonato
(LEGEROS, 1981; 1991; 1993; LEGEROS et al., 1995; LEGEROS et al., 1996).
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Figura 5.2: Refinamento pelo método de Rietveld do B-TCMP com razbes molares tedricas
Mg/Ca 0,1; 0,15 e 0,2.
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Figura 5. 3: Parametros de rede e volume de célula das amostras de B-TCP comercial e de. B-TCMP com
razbes molares teéricas Mg/Ca 0,1; 0,15 e 0,2.

Os valores dos parametros de rede, o volume da célula unitaria e o tamanho
dos cristalitos, parametros obtidos pelo refinamento do método de Rietveld para os
pds calcinados a 1000 °C estao apresentados na Tabela 5.2. Como esperado, com o
aumento da quantidade de Mg incorporado ocorre a diminuicdo do tamanho de
cristalito e do volume da célula unitéria.
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Tabela 5.1: Fatores de concordancia finais.

(%) | MgCaDo0,1 | MgCaD0,15 | MgCaDO0,2 | B-TCP (Merck)

Rup 18,7 15,9 16,4 11.1
Reragg 4,43 2.90 3,52 3.84

Re 2,88 2.35 2,31 3.11

Tabela 5.2: Parametros de rede, volume da célula unitaria e tamanho de cristalito
obtidos pelo refinamento do método de Rietveld para os p6s calcinados a 1000 °C.

Volume Tamanho
Amostras | a=b(A) c(A) | célula unitaria (A%) | cristalito
MgCaD0,1 | 10,3415(1) | 37,1543(2) 3441 256
MgCaD0,15 | 10,3153(7) | 37,2117(2) 3429 183
MgCaD0,2 | 10,3229(0) | 37,2066(0) 3433 152
B-TCP* | 10,43520 | 37,40290 3527
B-TCP** |10,4208(2) | 37,3711(7) 3514

*MERCK, Brasil
*YASHIMA et al. (2003)

Os resultados das andlises de BET e ICP para as amostras com razao teérica de
Mg/Ca = 0,1; 0,15 e 0,2 encontram-se na Tabela 5.3. Com a incorporagdo do Mg
observou-se uma grande diferenga na area superficial especifica (BET) das amostras
verdes, quando comparadas ao B-TCP comercial, 57 m%g. . As razbes Mg/Ca e
(Ca+Mg)/P encontradas para os pos verdes, obtidas por ICP, estdo muito proximas
dos célculos tedricos (0,1<Mg/Ca<0,2).

A grande area de superficie especifica encontrada para a apatitas calcio
deficientes substituidas por magnésio com razdo molar Mg/Ca=0,2, MgCaDO0,2, é
compativel com o tamanho de particula encontrada pelo MET (item 5.1.2).

Tabela 5.3: Tamanho de area especifica e razdo molar dos pos verdes.
AMOSTRAS | BET Razao Razao
(m%*g)| Mg/Ca |(Ca +Mg)/P
MgCaDO0,1 | 193 |0,11£0,002| 1,54+0,02

MgCaD0,15 | 199 |0,16+0,008| 1,51+0,02
MgCaD0,2 | 181 |0,20+0,001| 1,58+0,03
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A diferenca dos modos de vibragao e rotagdo dos grupos funcionais dos poés
verdes e calcinados a 1000 °C podem ser observados nos espectros de infravermelho
(Figura 5.4).
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Figura 5. 4: Espectros de FTIR dos p6s verdes (a) e calcinados a 1000 °C (b) com
razdes molares Mg/Ca = 0,1; 0,15 e 0,2.

Os espectros das amostras verdes mostraram bandas alargadas
caracteristicas da agua a 3440 e 1639 cm™ atribuidas ao processo de precipitacdo

aquosa. A fraca banda de absorcdo a 874 cm’ é atribuida & vibracdo P-O-H do
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grupamento HPO,*, confirmando a obtencdo de uma apatita célcio deficiente. A
vibragdo C-O do grupo COs* pode contribuir para essa banda de absor¢éo. Com o
processo de calcinacao esta banda desapareceu e houve a diminuigdo da intensidade
da banda de agua.

Apatitas célcio deficiente, [Caio_,(HPO4),{PO4)s_x(OH)._,] com 0 < x < 1, podem
ser obtidas através de uma precipitacdo aquosa classica onde o valor de x vai
depender de parametros tais como pH e temperatura principalmente. O primeiro deve
ser mantido perto da neutralidade, levemente &acido e geralmente utilizam-se baixas
temperaturas de sintese. A cinética de formacao dos precipitados esta diretamente
vinculada ao tempo de envelhecimento da sintese. Essa sintese geralmente apresenta
duas ou mais fases devido a dificuldade em manter esses parametros bem
controlados (DESTANVILLE et al., 2003).

As bandas de fosfato (PO4> vs) a 1033 cm™ e 1092 cm™ foram observadas para
os po6s verdes. Apds o tratamento térmico pode-se observar o desdobramento destes
dois picos em trés picos alargados de PO,> a 1125, 1020 e 986 cm™'. As bandas do
modo de estiramento P-(OH) nas whitlockitas magnesianas ficam mais alargadas a
medida que a razdo Mg/Ca aumenta. A diminui¢cdo da resolugéo dessas bandas indica
uma diminuicao de cristalinidade (LEGEROS, 1991).

As bandas de fosfato (PO,* v4) a 603 e 564 cm™ estdo presentes em todos os
espectros. A banda caracteristica do grupamento OH a 3570 cm™ diminuiu de
intensidade apds a calcinagdo dos pés. Isso pode ser atribuido a diminuicdo do
tamanho de cristalito e a grande desordem atémica da célula unitaria do cristal com a
incorporacdo do Mg®* na rede da apatita, o que favorece um baixo grau de
hidroxilagdo, ou seja, dificulta a apatita a incorporar OH dentro dos seus sitios
(PASTERIS et al., 2004).

A presenca da banda de carbonato (CO3? v3) a 1626 cm™, caracteristica da
substituicdo do tipo B na apatita calcio deficiente (COs-for-PO,) é notada somente para
os pos verdes. Isto pode ser atribuido ao processo de sintese, o qual nao foi realizado
sob atmosfera inerte. A medida que o teor de Mg aumenta a incorporacdo de
carbonato também aumenta verificado pelo aumento da banda. Apds a sinterizagéao a
1000 °C essa banda desaparece uma vez que todo o COs* é liberado sob forma de
CO..

Podem-se observar mudancas nos grupamentos OH, HPO,> e PO,” nos
espectros das amostras calcinadas, o que indica uma transformagdo de fase da
apatita Ca deficiente em 3-TCMP.
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A presenca de uma segunda fase no produto das sinteses pode ser avaliada
por varias técnicas. Se o p6 apresenta uma razao Ca/P menor 1,5, provavelmente
estara presente uma fase de pirofosfato de calcio (Ca,P.0O;) que pode ser confirmada
tanto por DRX quanto pela banda de P,O;* que fica a 726 cm™' nfo identificada nos
espectros da Figura 5.3. O residuo apés o tratamento térmico também apresentara a
presenca de pirofosfato. Quando o produto da sintese apresenta relagédo Ca/P entre
1,5 e 1,67, é considerada uma apatita deficiente em calcio e apresenta como segunda
fase a hidroxiapatita (Ca/P 1,67) cuja presenca pode ser confirmada através do pico
da hidroxila a 3570 e 650 cm™ no FTIR e seu perfil na DRX (DESTANVILLE et al.,
2003). Na Figura 5.3a foram observadas bandas muito pequenas do estiramento OH’,
atribuida a presenga de uma segunda fase, hidroxiapatita, confirmada pela DRX
somente para as amostras MgCaD0,1 e MgCaDO0,2.

No caso de sinteses com produtos com razdo Ca/P maior que 1,67, o produto
de decomposicao térmica é a fase de 6xido de calcio (CaO), que pode ser detectado
durante um tratamento térmico por 15h a 1000 °C.

Apds o tratamento dos pds verdes de apatitas substituidas por Mg néo se
verificou a presenca de CaO (NF-S 94-066), o que confirma que o valor das razdes de
Ca/P das amostras obtidas nesse estudo estdo abaixo de 1,67 e acima de 1,5 uma
vez que as bandas de pirofosfato tanto pelo DRX quanto pelo FTIR também nao foram
encontradas.

HING et al. (2003) testaram dois implantes cilindricos de HA in vivo com razdes
molares Ca/P diferentes. A HA nao estequiométrica com razdo Ca/P = 1.70 quando
implantada apresentou um 0sso menos denso ao seu redor sem uma aposic¢ao direta
do osso sobre o implante. A fase CaO em presenca de fluidos fisiol6gicos pode
resultar em um aumento de pH devido a formagdo e subsequente dissolucdo de
Ca(OH),.

A influéncia da substituicido do Mg?* na transformacéo de fase da apatita calcio
deficiente foi determinada pelas andlises térmicas diferenciais, TGA — DTA. Foram
observados picos exotérmicos a 716.85 °C, 712,78 °C e 711.19 °C para as amostras
verdes MgCaDO0,1, MgCaD0,15 e MgCaDO0,2 respectivamente, os quais correspondem
a transformagao da apatita calcio deficiente em B-TCMP a temperaturas mais baixas.
Este processo foi acompanhado por perda de massa. A adicdo crescente de Mg
abaixou a temperatura de transformacdo apatita calcio deficiente — B-TCMP,

geralmente segundo DOROZHKIN, (2007), acima de 800 °C, similarmente aos
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resultados encontrados por MARCHI et al. (2007). Isso possibilitaria a obtengao de B-
TCMP em temperaturas mais baixas de sinterizagdo que resultariam em menores
tamanhos de grao. Entretanto a alta reatividade de superficie pode explicar o rapido
aumento do crescimento do grdo encontrado a baixas temperaturas de sinterizacao
(LANDI et al., 2000), o que foi observado em nosso estudo quando se produziu

pastilhas calcinadas a partir do p6 MgCaD0,15 (item 5.1.3).

5.1.2 Caracterizacao morfolégica dos pos de apatita substituida por

magnésio

A Figura 5.5 apresenta a micrografia de campo claro da amostra verde
MgCaD0,2 obtida por microscopia eletrénica de transmissao (MET), onde se podem

observar cristais tipo agulhas com comprimento entre 50 e 200nm.
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Figura 5.5: Micrografia de campo claro da amostra MgCaD0,2.
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A avaliacdo morfolégica dos pos verdes foi feita também através da
microscopia eletrénica de varredura (MEV). Pode-se notar a presenca de muitos
aglomerados devido ao tamanho nanométrico das particulas, verificado por MET, as
quais tém uma superficie mais ativa o que facilita a aglomeracédo (Figura 5.6a). A
analise elementar obtida por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) identificou a
presenca dos picos caracteristicos de magnésio, calcio, fésforo, oxigénio e carbono
(Figura 5.6b). Este ultimo elemento é proveniente da incorporagéo de carbonato na
apatita devido as condigdes nao inertes da sintese.

MgCaD0,2
2000 P

1500 Ca
1000

500 - My

(b)

Figura 5.6: Micrografia da amostra MgCaD0,2 (a) e o respectivo EDS confirmando a

presenca de Mg, Ca e P (b).

5.1.3 Pastilhas densas de 8 - TCMP

Pastilhas cilindricas, obtidas do pd verde a partir dos precursores (CaOH)s,,
MgCl,.6H.O e H3;PO, com razdo Mg/Ca = 0,15 foram prensadas, calcinadas a 1000°C
e comparadas com pastilhas obtidas a partir de um p6 comercial de B-TCP.

A resposta a compactacdo das pastilhas obtidas com os pds da amostra
comercial e da amostra MgCaDO0,15 foi muito diferente. De acordo com LANDI et al.
2000, a sinterabilidade e as propriedades mecanicas de pastilhas densas de HA estao
estritamente ligadas as caracteristicas do pd de partida tais como tamanho de
particula, cristalinidade e substituicdes quimicas. A pastilha de B-TCMP exibiu uma
maior contragdo volumétrica apds a calcinagdo e uma maior densificagdo quando

comparada com a pastilha de B-TCP comercial (Figura 5.7). A incorporacdo de
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magnésio na rede da apatita diminui os parametros de rede e consequentemente o
tamanho do cristalito o que pode explicar o efeito de contracdo das pastilhas de B-
TCMP.

De acordo com LIN et al. (2007), uma baixa temperatura de calcinagcdo é um
modo efetivo de se obter corpos com alta densidade e com tamanho de grdo mais fino.
A amostra com p6 mais fino € mais reativa e apés a calcinacado torna-se mais
densificada (LANDI et al., 2000), implicando na contragéo das pastilhas de B-TCMP.

As densidades geométricas das pastilhas apdés a calcinacdo foram 1.83%
0.04g/cm® e 2.45+0.04 g/cm® para as amostras B-TCP comercial e B-TCMP,
respectivamente.

Figura 5.7: Macrografia das pastilhas B-TCP (a) e B-TCMP (b) ap6s calcinagao.

Devido a diferenga do nivel de densificagao observou-se, através do MEV, uma
variagao da microporosidade na superficie das pastilhas calcinadas. Pode-se observar
uma maior porosidade para a pastilha de B-TCP quando comparada com a pastilha de
B-TCMP com razao molar Mg/Ca=0,15 (Figura 5.8).

razao molar Mg/Ca = 0,15 (b) calcinadas a 1000 °C.
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DESCAMPS et al. (2007) constataram que para temperaturas de calcinagao de
850 °C e de sinterizacdo de 1100 °C a presenca de pequena quantidade de HA
permite alcancar densidades maiores que 99%, uma vez que inibe o aumento da
particula permitindo a densificagdo do material, sendo uma fase néo inibitéria para
aplicagdo como biomaterial. Além disso, o0 minimo dessa fase, HA, estabelecido pela
ASTM F 1088-87, é de 5% na composicao do beta fosfato tricalcico.

Testes in vitro:

Foram realizadas caracterizagdes in vitro de uma linhagem de osteoblastos
humanos, SaOs2, cultivada sobre as de pastilhas de B-TCP e B-TCMP prensadas e
calcinadas a 1000 °C com razdo Mg/Ca = 0,2. O estagio inicial de adesédo e a
proliferagéo foram avaliados por MEV (Figura 5.9).

Apés 4 horas de incubagcdo um pequeno numero de células esféricas nao
espraiadas foi observado em ambas as pastilhas, com um nimero menor de células
observado para a amostra B-TCMP. Ap6s 24 horas de cultura, a densidade celular foi
maior para a amostra B-TCMP. As células aderiram e espraiaram amplamente no
substrato B-TCMP exibindo longos filopddios estendidos em todas as diregbes. A
proliferagdo celular foi mais estimulada pelas amostras de B-TCMP, quando
comparada com uma amostra de B-TCP comercial, observando-se uma monocamada
sobre a superficie das pastilhas apds sete dias de incubacéao (Figura 5.10).

Uma hipétese para um menor numero de células observadas nas pastilhas de
B-TCMP com razdo Mg/Ca=0,2 nos primeiros tempos de cultura, 4 horas, seria a
liberacdo de magnésio adsorvido na superficie da pastilha para o meio de cultura uma
vez que o teor molar de magnésio encontrado na amostra MgCaDO0,2 foi de 10%.
RYAN et al. (1999) reportou que a whitlockita magnesiana estimula a proliferagcao
celular e a sintese de colageno.

Esses dados preliminares demonstraram que a amostra 3-TCMP com razéo
molar Mg/Ca = 0,2 pode suportar a adesao e proliferacao de osteoblastos humanos
indicando sua biocompatibilidade e a ndo citotoxicidade.

A superficie do material em termos de topografia e / ou quimica vai afetar
diretamente a adesao celular, podendo modificar o fenotipo de células osteogénicas
nos testes in vitro e in vivo. Isso pode influenciar o processo de adesao de proteinas
afetando, assim, a adesao e proliferagao celular. A interagao celular com o material é
mediada por receptores de membrana que integram a superfamilia das integrinas
pelas quais as células irdao se ligar a superficie do implante. A expressdo das

integrinas pode ser modulada pela modificacdo quimica da superficie. No caso do
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magnésio, este pode sinalizar para os receptores de integrina intracelular aumentando
a adesao celular (Rude e Gruber, 2004). Zreigat et al. (2002) sugeriram que a
presenca de Mg resultou em um aumento da adesao de osteoblastos a superficie da
bioceramica via altos niveis de expressao de receptores de integrina.

Apesar da diferenca de porosidade entre as pastilhas de B-TCP e B-TCMP a
melhor resposta celular pode ter sido estimulada pelo magnésio.
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Figura 5.9: Micrografias da cultura de osteoblastos humanos (SaOs2) sobre as
pastilhas de B-TCP comercial (a, c, e) e sobre B-TCMP com razdo molar Mg/Ca = 0,2
(b, d, f) ap6s 4h, 24h, e sete dias de incubagao respectivamente.
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Figura 5.10: Micrografia da cultura de osteoblastos humanos (SaOs2) sobre pastilhas
B-TCMP com razdo molar Mg/Ca = 0,2 apos sete dias de incubagao.

5.2 Caracterizacao do colageno aniénico mineralizado por uma solucao similar ao

fluido corpéreo (Simulayted Body Fluid — SBF)

As caracterizagdes fisico-quimicas do colageno mineralizado apds imersao em
SBF por 15 dias foram realizadas através das técnicas de DRX, FTIR, DSC, TGA,
MEV/EDS e micro-CT. A mineralizagdo in vitro do colageno é uma opg¢ao para o
desenvolvimento de biomateriais para preenchimento e restauracdo de tecidos
danificados (BATISTA et al., 2009).

O perfil de DRX do colageno aniénico mineralizado por 15 dias apresentou
picos caracteristicos de uma apatita pouco cristalina e provavelmente calcio-deficiente
(Figura 5.11). O perfil encontrado no revestimento biomimético é compativel com as
apatitas bioldégicas que também apresentam picos com baixa resolugcdo os quais
podem ser atribuidos a uma baixa cristalinidade ou a uma apatita nanométrica.

Os espectros de FTIR das amostras de colageno anibnico antes e apoés o
processo de mineralizagdo podem ser visualizados na Figura 5.12.
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Foram identificadas bandas tipicas de estiramento N-H caracteristicas do
grupamento amida A (3309 cm™) e bandas de estiramento C-H do grupamento amida
B (3076 e 2930 cm™') do colageno.

1400

Intensidade

Figura 5.11: Perfil de DRX do colageno aniénico apos a imersao em solu¢do SBF 1,5
por 15 dias.

As bandas principais do colageno tipo |, as quais estdo relacionadas com a
deformacéo da ligacdo C=0O do grupamento amida | (1631 cm™), com a deformacéo
angular da ligacdo N-H, amida Il (1545 cm™) e com a banda de absorcao relatada para
a vibragdo da ligagdo C-N, amida Il (1232 cm™) também foram identificadas. O
colageno tipo | tem uma conformagao de tripla-hélice e uma estrutura helicoidal
secundaria composta por cadeias 241 e 42 as quais sdao formadas por uma forte
ligacédo de hidrogénio e um alto conteido de amida A da matriz de colageno. As
ligacdes de hidrogénio nas proteinas de colageno ocorrem entre os grupos hidroxila e
carboxila presentes nas trés cadeias peptidicas e sao responsaveis pela manutencao
da estabilidade da tripla-hélice. Os grupos amida (I, Il e Ill) das cadeias peptidicas tém
alguns modos de vibracdo caracteristicos, os quais estao diretamente correlacionados
a conformacao polipeptidica (CHANG e TANAKA, 2002). A banda relacionada com a
vibracdo do estiramento do grupo carbonila (C=0) (amida 1) corresponde a um
sensivel marcador da estrutura secundaria peptidica. As bandas correspondentes aos

grupamentos amida Il e amida Ill também s&o sensiveis a alteracdes na estrutura
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secundaria da proteina. Geralmente a banda da amida | é mais intensa que a da
amida Il e Il (CHANG e TANAKA, 2002). Verificou-se também as bandas
correspondentes a vibragdo de estiramento C-N dos anéis pirrolidicos da prolina e
hidroxiprolina, a qual tem intensidade independente de variagbes estruturais das
moléculas do colageno (BET et al., 2001; LACERDA et al., 1998).

anionico + SBF
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Figura 5.12: Espectros de FTIR do coldgeno anidnico antes e apos a imersao em SBF
1,5 por 15 dias.

Ap6s a mineralizagdo pode-se observar a diminuicdo de intensidade das
bandas de colageno e o surgimento da banda principal de fosfato (vs PO,%*), 1019cm™,
proveniente da apatita depositada sobre as fibras de colageno, e carbonato (COs*) a
1560cm™ (v C-O) e 873 cm” (v, C-O). A presenca dessas bandas indica a
incorporagdo de carbonato na rede da apatita substituindo o grupamento fosfato,
sendo o carbonato proveniente da atmosfera uma vez que a sintese nao foi realizada
sob condigdes inertes.

Para verificar se a integridade da tripla hélice do colageno foi preservada apés
0 processo de extracao e hidrélise, a razao entre as bandas de amida Ill e a ligacao C-
H dos anéis pirrolidicos da prolina e hidroxiprolina (A1235/A1450cm™) devem variar de
1,0 a 1,1. Quando a estrutura do colageno é desnaturada esse valor é proximo a 0,6
(BET et al, 1997). O valor encontrado para o colageno foi de 1,02 indicando a

preservacao da estrutura da tripla hélice do tropocolageno apdés o processo de
hidrélise alcalina.
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Através da andlise por DSC do colageno aniénico imerso em solugao SBF 1,5
por 15 dias, Figura 5.13, pode-se avaliar o efeito da mineralizagao do coldgeno na sua
temperatura de desnaturagéo (Tg).

Altas temperaturas podem levar a quebra da reticulagcao intramolecular e as
proteinas vao de uma estrutura cristalina altamente organizada, a tripla hélice, para
uma forma espiral aleatéria (BATISTA et al.,, 2009). O primeiro estagio da transicao
envolve o rompimento das ligacoes de ligagdes de hidrogénio entre as trés cadeias
polipeptidicas das moléculas do tropocolageno. O segundo estagio é atribuido ao
rompimento das liga¢des de hidrogénio entre as cadeias alfa (GELINSKY et al., 2008).
Um aumento da T4 significa um aumento da estabilidade das moléculas do colageno
ou da resisténcia da molécula da proteina em se desdobrar devido ao tratamento
térmico. Um pico de forma alargada e/ou a presenca de “ombros” na curva representa
um aumento da dispersdo da estabilidade das fibras (GELINSKY et al., 2008;
USKOKOVIC et al., 2003).

Ocorreu um aumento da T4 do colageno aniénico de 61,4 °C para 67,8 °C apo6s
o processo de mineralizacdo. Este resultado confirma a efetiva mineralizagdo das
matrizes, onde a deposi¢do da apatita nas fibras de colageno aumentou a temperatura

de desnaturacao em 6 °C.
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Figura 5.13: DSC do colageno anidnico antes e apds a imersdo em solugao SBF 1,5

por 15 dias.

A andlise termogravimétrica (TGA) determinou a relagdo entre a fase

inorganica e a fase organica presentes na matriz de coladgeno ap6s imersdo em
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solugdo SBF 1,5 durante 15 dias. O comportamento térmico do colageno anibnico
mineralizado foi caracterizado por trés estagios de perda de peso sendo o primeiro
referente a perda de agua adsorvida, 0 segundo correspondente a degradacao do
colageno e o terceiro relacionado a decomposicao do ion carbonato. A parte mineral
inorganica corresponde ao residuo encontrado a 950 °C (BATISTA et al., 2009). Dessa
forma, os resultados mostrados na Tabela 5.4 sugerem que o0 processo de
mineralizacao foi efetivo na matriz de colageno anibénico. Os grupos negativamente
carregados, provenientes dos residuos de aminodacidos que formam as cadeias
polipeptidicas da molécula de colageno, interagem com os ifons Ca* e PO,
desempenhando um papel importante na regulacdo desse processo (ZHANG et al.,
2004).

Tabela 5.4: Perda de peso da amostra de colageno anidénico apés a imersao em SBF
1,5 por 15 dias, obtida por TGA.

Faixa de temperatura (°C) | Perda de peso (%)
25-160 15,1
160-400 24,9
400-950 15,7
residuo a 950 443

A microscopia eletronica de varredura (MEV) permitiu observar a morfologia da
apatita depositada ao longo das fibras da matriz de colageno (Figura 5.14). A interagéao
entre o colageno e a apatita parece ter sido efetiva. O nimero de cargas negativas
aumentou em 46 + 12 os grupos carboxila (COO’) dos aminoacidos aspargina e
glutamina (BET et al., 1997; LACERDA et al., 1998), favorecendo a precipitagao do
fosfato de célcio formado a partir da solugao biomimética corpérea apoés o tratamento
alcalino de hidrolise seletiva.

A analise elementar por EDS mostrada na Figura 5.15 confirmou a presenca de
carbono, oxigénio, calcio e fosforo. Os picos de sédio (Na) e cloreto (Cl) sao
provenientes da solugdo de SBF. Para eliminar esse sal, o material deveria ter sido
lavado mais vezes ap0és sua retirada da solugao.
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Figura 5.14: Micrografias do colageno anidénico ap6s a imersao em solugcao SBF 1.5

por 15 dias, superficie (a) e fratura (b).
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Figura 5.15: EDS do colageno anibnico apds a imersdao em SBF 1,5 por 15 dias.

A microtomografia computadorizada (micro-CT) permitiu a visualizacdo da
matriz de colageno mineralizada em 3D, Figura 5.16, com uma resolugéo de 6um.

A amostra apresentou uma precipitacdo heterogénea sobre as fibras de
colageno anidénico com algumas partes mais densas vistas na recomposicao de toda a

amostra (3D de cortes finos) e principalmente nas bordas (corte fino de 8 um).
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Figura 5.16: Microtomografia computacional 3D do coldgeno mineralizado apés a
imersao em SBF 1,5 por 15 dias.

5.3 Caracterizacao dos compositos de magnésio-carbonato apatita/colageno
anionico (MCA/col)

As sinteses empregadas nesse trabalho tiveram como objetivo mimetizar o
processo fisiologico de biomineralizagdo que ocorre in vivo através da simultanea
mineralizagcdo e auto-organizacao do colageno tipo |, proveniente de tendao bovino.
Ao mesmo tempo propds incorporar fons Mg® e CO3* presentes na apatita biolégica,
com teores proximos aos encontrados no 0SsoO.

O processo de nucleacdo da MCA na matriz de colageno é dependente dos
grupos de residuo carregados negativamente (grupos carboxila de aspartato e
glutamato) e dos carregados positivamente (grupos amino da lisina) onde ions com
cargas opostas tais como Ca* e PO,> podem se ligar (ZHANG et al., 2004). A
incorporagdo de ambos, individualmente ou em combinacdo, na estrutura da apatita
contribui para uma maior taxa de reabsorcao do compdsito quando implantado devido
a diminuicdo da cristalinidade como conseqiéncia do grande numero de defeitos
estruturais acarretado pelas substituices. O uso de solugbes de calcio, fosfato e

colageno pode levar a uma direta mineralizagao in vitro.
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As fibrilas de colageno atuam como um arcabougo para a deposi¢cao mineral,
evitando a presenca de magnésio carbonato apatita (MCA) livre na solugdo. A
estrutura hierarquica do colageno mineralizado € um complexo sistema onde a auto-
organizacao inclui uma ordenada deposicao de apatita dentro da matriz de colageno
tipo I. A ancoragem entre as nanoparticulas da apatita substituida e as moléculas de
colageno é essencial para esse processo. As matrizes colagénicas podem ser obtidas
sem nenhuma inducdo de modificacdo estrutural apés o processo de hidrélise para
produzir um compdésito mineralizado usado como suporte para crescimento celular no
preenchimento de tecidos danificados ou perdidos.

Compositos 3D podem ser obtidos sob qualquer forma ou tamanho a partir do
preenchimento de moldes apropriados com uma suspensao de colageno mineralizado.
No presente trabalho optou-se por amostras cilindricas com 6 mm de didametro e 4 mm
de altura como mostrado na Figura 5.17.

WL 10

Figura 5.17: Macrografia dos compésitos de MCA / colageno aniénico.

Os compoésitos com razdo molar teérica Mg/Ca=0,1 e com razées molares
tedricas C/P 3 e 5, denominados 3C1P0,1Mg e 5C1P0,1Mg respectivamente, foram
obtidos a partir da precipitacdo de uma apatita célcio deficiente substituida por
magnésio e carbonato sobre as fibrilas de colageno bovino. A escolha da razao molar
Mg/Ca foi devido a maxima incorporacao de Mg na rede da apatita em 15% molar,
estudada pelo método de Rietveld por Araujo et al. (2009). Ap6s a sintese o0s
compositos  foram liofilizados para manter sua estrutura tridimensional e
caracterizados.

A reticulacdo dos compositos com solugbes de GA foi necessaria para
estabilizar os compoésitos quando submetidos as condi¢gées umidas.
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5.3.1 Propriedades fisico-quimicas dos compositos

5.3.1.1Propriedades espectrais (FTIR)

A Figura 5.18 mostra os espectros de FTIR com as bandas caracteristicas do
colageno anidnico e do arcabougo composito 3C1P0,1Mg antes e apéds a reticulagao.

O espectro do colageno anibnico foi apresentado na Figura 5.12 e ja discutido.

As frequéncias Vvibracionais caracteristicas do colageno anidénico e do
composito 3C1P0,1Mg antes e apds a reticulagdo sdo apresentadas na Tabela 5.5 e
estao de acordo com LIU, (2008).

Bandas caracteristicas de uma apatita carbonatada foram observadas nos
espectros dos compésitos. A incorporacdo de CO;* na rede da apatita foi evidenciada
pelo aumento da intensidade das bandas de absor¢ao desse grupamento, detectado
pelo FTIR. Os espectros dos arcabougos exibiram bandas de carbonato (COs*) (v C-
O) e (v2 C-0O). A incorporacao do ion carbonato no sitio do fosfato aumenta a razéao
molar (Ca+Mg)/P confirmando a substituigdo do tipo B. Bandas referentes ao
grupamento fosfato (PO,%) (vs P-O) e (v, P-O) também foram detectadas.

O espectro de FTIR do colageno aniénico mostrou que a estrutura de unidade
basica do coldgeno permaneceu conservada ap0s a precipitacdo das particulas de
magnésio carbonato apatita (MCA) sobre as fibrilas do colageno sugerindo a
preservagao do colageno apos a sintese.

Os espectros do composito MCA—colageno antes e apos reticulagdo mostraram
um pequeno deslocamento da banda de estiramento (COO™ a 1339 c¢cm™) quando
comparados & mesma banda do espectro do colageno aniénico, (1335 cm™),
sugerindo uma interagdo quimica entre o grupo carboxilato (COQO") e os cristais de
MCA nucleados. Outro indicativo dessa ligagao quimica entre o colageno e a parte
mineral € que, apds o processo de mineralizagdo, o espectro do composito antes e
apds reticulagado apresentou todas as bandas caracteristicas do colageno embora com
menor intensidade. O deslocamento das bandas do colageno sugere uma interagao
quimica entre os fons Ca® e o grupo C=0 da cadeia peptidica (KIKUCHI et al.,
2004b).

Nenhuma diferenca entre os espectros das amostras com diferentes razdes

molares de C/P foi encontrada (dados ndo mostrados).
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Figura 5.18: Espectros de FTIR do colageno aniénico (A) e do arcaboug¢o composito
(3C1P0,1Mg) antes (B) e apds a reticulacdo com 0.25% GA (C).

Esses resultados estdo de acordo com os obtidos por outros autores que
detectaram esse deslocamento dessa banda para compoésitos apatita-colageno
(ALLEGRETTI e BERTRAN, 2009; CHANG e TANAKA, 2002; KIKUCHI et al., 2001;
RHEE et al., 2000; ROVERI et al., 2003; TAMPIERI et al., 2003, ZHANG, et al., 2004).

A Tabela 5.5 mostra as frequéncias vibracionais encontradas para o colageno
aniénico e para os compositos 3C1P0,1Mg antes e apds a reticulagdo com 0,25% GA.

O aparecimento de uma banda a 1100 cm™(seta — Figura 5.19) para a amostra
3C1P0,1Mg reticulada uma solugao 0,25% GA pode ser atribuida ao modo de vibragéo
C-O devido a glicagdo do colageno e a carbohidratos os quais sdo essenciais no
processo de reticulacdo (CHANG et al., 2002).

5.3.1.1 Composicao quimica da fase mineral do compdsito

A analise quimica dos pés MCA obtidos a partir da digestdo do colageno com
uma solugao de hipoclorito de sédio (NaOCI) foi determinada por ICP-OES e pode ser

vista na Tabela 5.6.
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Tabela 5.5: Frequéncias vibracionais atribuidas ao coladgeno anidnico e aos

compositos 3C1P0,1Mg antes e apos a reticulacdo com 0,25% GA.

FREQUENCIAS VIBRACIONAIS (numero de onda — cm™)

Grupamento Grupamento Colageno Compésito Compésito
vibracional anidnico (3C1P0,1Mg) (3C1P0,1Mg)
nao reticulado reticulado
Amida A N-H 3310 3301 3280
Amida B C-H 3077/ 3074 /2949 3078 /2949
2950
Amida | CUr
n -
c N\ 1644 1637 1638
H
Amida Il o
= (I;;l E 1552 1543 1541
Amida 1l o
@ 1237 1236 1236
aneis . o of
pirrolidinicos da \Tfé“TQH)ku H)ol\ 1452 / 1450 / 1402 1449 /1398
prolina e 1400
hidroxiprolina
-COO 1339 1335 1335
Carbonato (v3 C-0) 1400 1401
Carbonato (v2 C-O) 872 873
Fosfato (v3 P-O) 1026 1023
Fosfato (v4 P-O) 555 559

A partir das concentragdes de Ca, P, Na e Mg as razées molares Mg/Ca e
(Ca+Mg)/P da parte mineral dos compositos foram estimadas. Aumentando a
incorporagdo de carbonato no sitio do grupo fosfato aumenta-se a razdo molar
(Ca+Mgq)/P, levando-se a uma apatita com uma razao maior que a estequiométrica
(>1.67), sugerindo a substituicdo de carbonato do tipo B (COs; por PO,) conforme ja
evidenciado pelas andlises de FTIR.

Era esperado que o conteudo de P e Mg diminuissem para o compésito com
maior razdo molar C/P devido a incorporacdo do carbonato no sitio do fosfato,
sugerindo a substituicdo de carbonato do tipo B (CO; —for —PQ,) e consequentemente
aumentando a raz&o molar (Ca+Mg)/P. A substituicdo de um ion trivalente, PO,%, por
um bivalente, CO5*, leva a uma substituicdo simultanea de um cation monovalente,
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Na‘, por um divalente, Ca*, para manter o balango de cargas. Porém esses
resultados ndo foram encontrados. O conteudo de Mg e de Na diminuem para a
amostra com maior teor de carbonato quando comparada com a amostra com menor
incorporagéo de carbonato. Ao mesmo tempo a quantidade de P detectada foi maior

para a amostra com maior incorporagao de carbonato.

Tabela 5.6: Composicao quimica (%p/p) da fase mineral dos compdésitos apds o
tratamento de digestao do colageno com NaOCI

Amostras Ca Mg P Na Mg/Ca (Ca+Mg)/P

3C1P0,1Mg | 32,03+0.13 | 0,857+0.005 | 15,32+0.03 | 0,292+0.002 | 0,044+0.005 | 1,690,013

5C1P0,1Mg | 33,20%0.06 | 0,705+0.009 | 16,05+0.11 | 0,279+0.019 | 0,035+0.0004 | 1,66+0.009

A incompatibilidade entre os resultados teoéricos e experimentais pode ser
consequéncia da parcial digestdo do colageno com NaOCI. A Figura 5.19 mostra o
espectro de FTIR da mesma amostra (5C1P0,1Mg) antes e apos o tratamento de
digestao do colageno.
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Figura 5.19: Espectros de FTIR da parte mineral do compdésito com razédo molar C/P =
5 antes (A) e apds (B) o tratamento de digestao da fase organica.

Pode-se notar que a amostra digerida com NaOCI ainda apresenta bandas
associadas as fibrilas de colageno embora com bem menor intensidade. Isso indica
gue nao ocorreu a completa eliminagéo da fase organica e consequentemente a parte
mineral ndo foi completamente extraida das fibrilas do coldgeno, afetando os
resultados obtidos.
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5.3.1.2Estimativa das fases mineral e organica dos compdsitos

As andlises termogravimétricas dos compositos liofilizados permitiram estimar
a relacao entre a fase mineral (MCA) e organica (colageno anidnico) presentes nas
amostras, bem como a agua adsorvida e o conteudo de carbonato dos compésitos em
diferentes faixas de temperatura (Tabela 5.7).

O comportamento térmico dos compdsitos foi avaliado em trés estagios de
perda de massa. O primeiro estagio, na faixa de 25-160 °C, corresponde a liberacao
da agua adsorvida na superficie das amostras. Essa agua, a qual é termicamente
instavel abaixo de 200 °C é reversivel e ndo afeta a dimenséo da célula unitaria da
apatita (LEGEROS et al., 1978). Quanto menor o tamanho do cristal maior a area de
superficie da apatita e consequentemente maior a quantidade de agua adsorvida em
sua superficie. O segundo estagio (160-400 °C) é atribuido a degradacao da estrutura
da molécula do colageno (fase organica) e consequentemente a combustdo do
componente organico que comega em torno de 200 °C (BATISTA et al, 2009;
GELINSKY et al., 2008). O ultimo intervalo de temperatura, 400-950°C pode ser
relacionado com a decomposi¢éo do carbonato em CO, (YAO et al., 2009) e o residuo
inorganico da combustdo corresponderia a parte mineral (MCA) do composito
(BATISTA et al., 2009; LIAO et al., 2005).

Ha uma diferenca entre os conteldos minerais e organicos dos arcabougos
com diferentes razées molares de C/P. O compdsito com maior conteddo de carbonato
apresentou uma maior fase organica e uma menor parte mineral, quando
independente da quantidade de carbonato encontrado nas amostras, o conteudo da
fase organica deveria ser o mesmo. Esse resultado evidencia a dificuldade de se obter
arcabougos homogéneos e reprodutiveis, mesmo considerando-se 0 rigoroso
procedimento experimental empregado.

A amostra reticulada com 0,125% GA apresentou valores da mesma ordem de
grandeza para o conteudo de carbonato e pequenas diferencas nos valores
encontrados para a fase mineral e organica mostrando que o processo de reticulagéo
nao muda a composigao dos compdsitos.

Magnésio e carbonato estdo associados a apatitas biolégicas, os quais tém
uma concentragdo aproximada de 0,8% e 7,5% (p/p) respectivamente no 0sso
(LEGEROS et al., 1995; LEGEROS et al., 1996). As concentragées de magnésio e
carbonato encontradas para ambos os compdsitos € similar aos valores presentes no
0sso (Tabelas 5.6 € 5.7).
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Ao mesmo tempo os conteudos da parte mineral e organica encontrados para
os arcaboucos com diferentes concentracées de carbonato, em torno de 59-68% de
fase mineral e 18-27% de fase organica, aproximam-se das proporcoes biolégicas
apresentando valores muito proximos aos teores encontrados no osso, da ordem de

65% de parte mineral e 25% de fase organica, dependendo da idade do individuo.

Tabela 5.7: Composicao das fases mineral e organica presentes nos compositos
(%p/p) obtidas por TGA

AMOSTRAS Perda de H,O | Fase organica %CO0; Fase mineral
3C1P0,1Mg 13,80 + 1.88 18,46 +2.00 | 6,45+0.45| 67,73 £3.39
3C1P0,1Mg-0.125% GA | 13,86 +0.26 20,02+247 | 6,43+0.41 | 66,12 +2.49
5C1P0,1Mg 14,07 +1.06 26,85+1.98 | 7,63+0.15| 59,08 +1.60

5.3.1.3 Perfil cristalino

A Figura 5.20 mostra os perfis de DRX dos compdsitos MCA/colageno nao
reticulados com diferentes razées molares de C/P.

A fase mineral encontrada é similar ao perfil da apatita biologica cujo perfil
apresenta uma baixa resolucdo que pode ser atribuida a baixa cristalinidade e aos
tamanhos de cristalitos pequenos (PANG e BAO, 2003; ZHAI et al., 2005).

Os difratogramas dos compdsitos apresentaram dois picos alargados com 26
em 26,34 e 32,30 caracteristico de uma baixa cristalinidade atribuidos a fase amorfa
do colageno bem como as nanoparticulas de MCA. A ligagéao entre os cristais da nano-
apatita e as moléculas de coladgeno pode resultar numa diminuicdo do numero de
ligacdes de hidrogénio dentro das fibras de colageno acarretando uma diminui¢cdo da
cristalinidade do compésito (LIN et al., 2005). Além disso, as fibras de colageno devem
ter atuado como sitios para nucleagdo da MCA gerando um maior nUmeor de cristais
de dimensdes nanométricas.

De acordo com LEGEROS (1981); LEGEROS e TUNG (1983); LEGEROS et
al. (1996) e OKAZAKI e LEGEROS (1992) a incorporacdo de Mg* e COs* causa
reducdo do tamanho do cristalito e mudangas na morfologia do cristal, contragcao do
eixo a e expansao do eixo ¢, bem como aumenta a solubilidade do composto uma vez

que diminuindo o tamanho do cristal a area superficial especifica aumenta.
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Figura 5.20: Perfis de DRX dos compdsitos néo reticulados com diferentes razdes
molares de C/P

5.3.1.4Efeito da reticulacao na temperatura de desnaturacao do colageno

A estabilidade térmica do colageno e do compdésito pode ser detectada através
de mudancas na estrutura da proteina antes e apds a reticulaggo com GA. O
compésito reticulado com solugdo de 0,25% GA apresentou a maior temperatura de
desnaturagao (66,7 °C) quando comparado com a amostra nao reticulada (64.5 °C) e
com o colageno anidnico (61,5 °C), Figura 5.21.

Ambos o0s compésitos antes e apds a reticulacdo apresentaram um
deslocamento da temperatura de desnaturacdo quando comparadas com a amostra
de colageno. Isso demonstra que a estabilidade da tripla hélice do colageno aumentou
devido a interagdo quimica entre as particulas de MCA e o colageno aniénico. O
composito reticulado com a solugdo de GA mais concentrada, 0,25%, mostrou a maior
Tg, indicando que o processo de reticulacdo aumentou a estabilidade das moléculas
de colageno ao mesmo tratamento térmico empregado.

Esses resultados confirmam a efetiva mineralizagdo da matriz de colageno,
onde a deposi¢do das particulas de MCA nas fibrilas do colageno e o processo de
reticulacdo aumentaram a temperatura de desnaturacdo do colageno de 3°C para a

amostra nao reticulada e de 5 °C para a amostra reticulada com 0,25% GA.
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Figura 5.21: DSC do colageno aniénico (A) e do compdsito 3C1P0,1Mg antes (B) e

apos a reticulagdo com 0,25% GA (C).

5.3.1.5 Estabilidade dos compdsitos em meio de cultura

A estabilidade dos compésitos 3C1P0,1Mg antes e apéds a reticulagcado com
0,125 e 0,25% GA foi testada sob condi¢gdes Umidas, e as micrografias dos materiais
apds a exposicao por 14 dias em meio de cultura DMEM mostradas na Figura 5.22. Os
compdésitos nao reticulados mostraram muitas fibras de colageno expostas quando
imerso em meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
por 14 dias.

O composito 3C1P0,1Mg reticulado com 0,125% GA também apresentou
fibras de colageno embora em menor quantidade. J& a amostra reticulada com 0,25%
GA manteve sua estabilidade sob condi¢des Umidas por 14 dias mostrando uma
estrutura integrada sem mudangas morfologicas. Isto indica a necessidade do
processo de reticulagdo para a estabilizagdo da estrutura de poros abertos.
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Figura 5.22: Micrografias dos compésitos 3C1P0,1Mg imersos em meio de cultura
DMEM por 14 dias nao reticulados (a - b), reticulados com 0.125% GA (c - d) e com
0,25% GA (e - f).

As fibras de colageno tém uma grande resisténcia principalmente devido as
suas ligagcbes covalentes entre as moléculas de tropocolageno adjacentes. A
reticulacdo com GA forma pontes intra e/ou intermoleculares entre as fibrilas do
colageno resultando numa estrutura rigida diminuindo a distancia entre as fibras no
composito. GA tem dois grupos funcionais os quais podem se ligar aos grupos amina
livres presentes nos residuos de aminoacidos (lisina e hidroxiprolina) das cadeias
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polipeptidicas do colageno levando a um compoésito mais estavel em condigcdes
umidas (CHANG e TANAKA, 2002). GA promove a estabilizagdo das moléculas
funcionais da proteina, diminui o processo de degradacdo e aumenta as cargas
negativas sem mudancas nas positivas (MIGUEL et al., 2006) e é um dos reticuladores
mais usados para manter a estabilidade do material durante o tempo de implantacao.

A estabilidade dos compdsitos testados sob condicées umidas aumentou com
o aumento da concentracdo da solugdo de GA. O mesmo comportamento foi
observado por KIKUCHI et al. (2004a). A taxa de reabsorcao/degradacdao dos
compositos é mais bem controlada através da reticulagédo inter e intramolecular entre
as fibrilas do colageno.

A Figura 5.23 mostra a morfologia de precipitados encontrada apdés o
compdésito com 0.125% GA ter permanecido imerso em meio de cultura por 14 dias. A
Figura 5.23b mostra em detalhe a microestrutura do precipitado. Eles estdo agregados
e distribuidos por toda a rede do colageno.

A

Figura 5.23: Micrografias do compoésito 3C1P0,1Mg reticulado com 0.125% GA imerso
em meio de cultura DMEM por 14 dias.

Os ions Ca** livres aumentam sua concentracdo em torno do implante
ocorrendo uma supersaturacao que propicia a uma rapida precipitacdo de particulas
com diferentes morfologias. A morfologia dos cristais encontrada nos compdésitos
reticulados com 0,125% GA ap6s 14 dias em contato com DMEM foi a mesma que
RHEE et al. (2000) observaram quando uma membrana de colageno foi colocada em
contato com uma solugao similar ao fluido corpéreo concentrado por quatro semanas
(SBF 1,5). Essa microestrutura sugere um processo de dissolugao — precipitagao da
fase apatita.

Nos compdsitos reticulados com 0,25% GA, mantidos sob as mesmas

condigdes, ndo se observou essa precipitagao.
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5.3.2 Caracterizacao morfolégica dos compadsitos

A caracterizagdo morfolégica dos compdsitos reticulados foi realizada

utilizando-se diferentes técnicas como mostrado a seguir.

5.3.2.1 Micrografia dos compdésitos

As analises dos compdésitos por microtomografia computadorizada permitiu a
visualizacao dos arcabougos em 3D. As imagens dos dados reconstruidos podem ser
vistas na Figura 5.24.

Essas imagens foram obtidas com uma resolugcdo de 6um. Uma rede de poros
interconectada foi revelada.

A amostra avaliada pelo micro-CT mostrou heterogeneidade com partes
densas e porosas reforcando os resultados obtidos para a razdo mineral/orgénica dos
compositos. Pode-se notar uma obstrugdo dos poros nas bordas e no centro da
amostra. No entanto, essa andlise foi realizada em uma amostra seca apds ser
liofilizada, cujo processo tende a contrair a amostra devido a retirada da agua. Os
compositos podem ser expandidos numa faixa de 50 - 100% quando sob condi¢des
Umidas, aumentando o tamanho dos poros (LIU, 2008).

5.3.2.2Histologia dos compdsitos

O tamanho, a morfologia e a interconectividade dos poros bem como a
porosidade da matriz de colageno e dos arcabougos compositos foi avaliada por
microscopia éptica. Esses parametros sdo muito importantes para compoésitos usados
em engenharia tecidual principalmente para o crescimento e a migragéo de células
bem como para a difusdo de nutrientes e gases (SONG et al., 2006). Estes devem
apresentar uma distribuicdo homogénea de poros com alta porosidade e
interconectividade.
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Figura 5.24: Andlise em 3D do compdsito 3C1P0,1Mg com 6 mm de diametro por

meio de microtomografia computadorizada.

Na Figura 5.25a - ¢ pode-se observar, com diferentes magnificacdes, a matriz
de colageno liofilizada com poros grandes (~200um) e fibras separadas por angulos
de 120°. A Figura 5.25d mostra uma secao polida da matriz de colageno com 80um de
espessura, onde somente a rede de colageno pode ser vista por microscopia de luz. A
Figura 5.25e — h sao imagens com diferentes aumentos, coradas com azul de anilina.
A rede de colageno aparece na cor azul e a parte mineral na cor cinza claro, a qual
pode ser vista preenchendo os poros. A Figura 5.25i - k mostra distintas magnitudes
das secoes dos compdsitos corados com von Kossa (5% nitrato de prata sob luz
ultravioleta). Esta técnica €& amplamente empregada para visualizar depdsitos
mineralizados nos quais ocorrem precipitados de prata metélica (em preto). A
quantidade de prata depositada apresenta diferentes tonalidades, de preto a marron,
dependendo da quantidade de prata.

A imagem 5.25i mostra a rede de colageno corada (parte preta) e poucos
depdsitos minerais, possivelmente devido a diferentes quantidades da fase inorganica
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depositada nas fibras de colageno. Nas imagens j e k os depdsitos minerais e seus
tamanhos podem ser visualizados, sendo que na ultima (k) nota-se depésitos muito
pequenos e alinhados. Os compdésitos apresentaram morfologia de poros irregular,
compativel com as imagens obtidas por micro-CT.

A histologia dos compdsitos mostrou a deposicao da parte mineral nas fibrilas
de colageno ocorrendo o preenchimento parcial dos poros. As particulas de MCA
parecem estar conectadas as fibrilas de colageno as quais atuam como suporte para a
mineralizacao. Esse evento foi confirmado pela solugéo limpida obtida apés o final do
processo de precipitacdo do compoésito, nao se observando precipitados no fundo do
frasco de reacdo. Em paralelo, quando os compésitos mineralizados foram colocados
no ultrassom com agua para a verificagcdo da ligagéo entre os cristais de MCA e as
fibrilas do colageno, nenhum p6é no fundo do frasco também foi observado
confirmando-se uma ligagcao quimica entre ambos.

A Figura 5.26 mostra imagens digitais do compésito 3C1P0,1Mg cuja
porosidade foi subdividida em duas faixas de tamanho: pequenos poros (menores que
200 pm) e grandes poros (maiores que 200um).

Uma porosidade irregular, com alta variabilidade de formas e tamanhos pode
ser observada através da M.O. A porosidade total foi estimada na faixa de 33 — 46%
com desvio padrao de 5%.

Os compésitos apresentaram uma maior quantidade de poros pequenos. Sabe-
se que materiais usados para regeneracao 6ssea devem ter tamanhos de poros numa
faixa de 100 - 400um (LIU, 2008). A baixa porosidade observada nos compésitos foi
calculada em amostras secas que colapsam nos processos de secagem. Sob

condi¢des umidas os compésitos expandem e o tamanho de poros torna-se maior.
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Figura 5.25: Microscopia 6ptica de amostras de colageno tipo | coradas com azul de

anilina (a, b) ou impregnadas com prata metenamina (c), rede do colageno vista por
microscopia de luz polarizada (d), compésitos 3C1P0,1Mg reticulados com 0,25% GA
corados com azul de anilina com partes azuis para o colageno e cinza claro para a

fase mineral (e — h) e corados com von Kossa para a fase mineral fosfato (i - k).
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Figura 5.26: Imagens digitais e distribuicdo do tamanho de poros dos compositos
3C1P0,1Mg reticulados com 0,25% GA.

5.3.2.3Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura revelou a porosidade das amostras de
colageno anibnico (Figura 5.27a — superficie e 5.27b — fratura). As micrografias do
colageno como recebido mostraram uma estrutura de poros abertos com
interconectividade.

As Figuras 5.27c e 5.27d mostram as caracteristicas da superficie dos
compositos 3C1P0,1Mg reticulado com 0,25% GA. Pode-se observar nas imagens da
superficie de fratura (Figuras 5.27e e 5.27f), em um maior aumento, o recobrimento
das fibras de colageno por aglomerados de cristais de MCA sugerindo uma efetiva

interacao entre a fase mineral e o colageno.
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Figura 5.27: Micrografias do colageno aniénico (a- superficie e b- fratura) e dos
compositos 3C1P0,1Mg reticulados com 0,25% GA, superficie (c - d) e fratura (e —f.)

As imagens confirmaram poros abertos e interconectados também nos
compositos. A imagem da fratura revelou muitas particulas de MCA agregadas e
alinhadas em torno das fibrilas, tipo feixes. Podem-se visualizar também os cristais de
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MCA depositados sobre as fibrilas e preenchendo parcialmente os espagos vazios da
matriz de colageno. Isso contribui para uma diminuicdo da porosidade do compésito
levando a uma estrutura mais densa.

O colageno atuou como sitio para a precipitacdo dos ions presentes em
solugdo, provavelmente através das cargas negativas (COQ") presentes no colageno
hidrolisado, resultando na formacdo de aglomerados de particulas nanométricas de
MCA ligados as fibras de colageno.

O microscopio de emissdao de campo (FEI Nova 600) com uma ultra-alta
resolucdo foi empregado para confirmar a periodicidade das fibrilas de colageno
(Figura 5.28a-b). A fibrila de colageno apresenta-se recoberta por estruturas
globulares apresentando uma estriagéo transversal em torno de 50nm (periodicidade —
D). Em tecidos animais, esse padrao de bandeamento do colageno tem uma
periodicidade entre 50 e 60 nm de largura (WU et al., 2004).

5.3.2.4Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Na micrografia eletrénica de transmissdo do compdésito 3C1P0,1Mg reticulado
com 0,25% a baixa densidade eletrbnica das imagens corresponde as fibrilas do
colageno, enquanto que a maior densidade eletrénica é atribuida aos cristais de MCA,
onde o contraste por difragcao esta presente.

As imagens revelam a distribuicdo das particulas de MCA na matriz de
colageno. Cortes finos dos compoésitos 3D corados mostraram particulas nanométricas
de aproximadamente 50nm depositadas nas fibrilas finas. Os compoésitos nao
apresentaram uma distribuicdo homogénea das particulas de MCA na matriz de
colageno, como observado também em menores aumentos.

Bandeamento similar ao observado na Figura 5.28b foi identificado por
microscopia eletrbnica de transmissao (Figura 5.29). No entanto, grande parte das
fibrilas estava aglomerada e o bandeamento ndo pode ser observado. A precipitagao
sobre as fibrilas parece predominar.

ZHANG et al. (2003) mostraram que o processo de mineralizacao do colageno
in vivo inicia-se nas zonas vazias entre as moléculas do colageno, passando a zona
de sobreposicao das fibrilas e ocorrendo ao longo da periferia dessas com o eixo ¢
orientado paralelamente a direcdo longitudinal das fibras e o eixo a alinhado

perpendicularmente as mesmas.
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Figura 5.28: Micrografias de fibrilas de colageno do compdésito 3C1P0,1Mg reticulado

com 0,25% GA (a) mostrando um padrao caracteristico de bandeamento (b).
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Figura 5.29: Micrografia de corte fino corado do compésito 3C1P0,1Mg reticulado com
0,25% GA mostrando fibrilas de colageno (linhas claras) e cristais de MCA

nanométricos (linhas escuras).

BRADT et al. (1999) reportaram que a formacao das fibrilas deveria acontecer
antes do processo de mineralizagdo uma vez que as fibrilas do coldgeno atuam como
suporte para esse processo sendo necessaria uma larga extensdo de fibrilas
presentes no meio reacional antes que a precipitacao de fosfatos de calcio ocorra. A
formacao de fibrilas a partir do colageno depende das mudangas do valor de pH, da
temperatura da solucdo e da concentracao dos ions.

Era esperado que a maioria das particulas de MCA precipitasse nas regides de
gap do colageno. Uma boa distribuicdo dos cristais de MCA na matriz de colageno
depende do pH da sintese. Sabe-se que as fibras de colageno sdo bem dispersas em
pH baixo (<4) podendo ocorrer a refibrilagdo por neutralizacdo o que pode ser notado
pelo aumento da viscosidade da solugéo (MILLES et al., 2005). Aumentando o pH, as
fiboras tendem a se aglomerar formando feixes que dificultam a dispersdo dos
precipitados. Apatitas sdo sollveis em baixo pH. Portanto para se obter a fase
apatitica é necessario um pH alcalino.

Em nosso estudo, apesar da solugéo de colageno estar em meio acético, pH
3,5, ela é adicionada ao meio reacional que tem o pH aferido para 8. Com isso as
fibrilas tendem a se rearranjar em feixes induzindo a um processo de nucleagao

heterogénea.
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Apo6s o procedimento de digestdo do colageno, a imagem de campo claro
mostrou a morfologia dos nanocristais da parte mineral dos compdésitos (Figura 5.30).
Particulas menores que 50 nm foram observadas, similares as apatitas biol6gicas.

————— 50 nm { R i

Figura 5.30: Micrografia da parte mineral do compésito 3C1P0,1Mg apés digestao do
colageno.

A imagem de MET do compésito tratado com NaOCI, sem a fase organica,
apresentou a mesma morfologia encontrada por LIAO et al. (2005), a qual consiste de
subgraos ultrafinos. Varios autores (KIKUCHI et al, 2001; RHEE et al, 2000;
TAMPIERE et al,, 2003) encontraram diferentes morfologias para compdsitos de
HA/colageno obtidos pelo processo de auto-organizagéao.

A Figura 5.31 apresenta a analise elementar (EDS) confirmando a presenca de
carbono, oxigénio, magnésio, célcio e fésforo. O pico de cobre corresponde a grade

utilizada como suporte para a amostra.

Ca

Figura 5.31: Analise elementar (EDS) dos componentes da fase mineral do compésito
3C1P0,1Mg apés digestao do colageno.
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5.3.3 Testes in vitro

5.3.3.1Teste de dissolucao

A solubilidade in vitro de um material com alto potencial como substituto ésseo
€ um parametro muito importante na avaliacdo do seu desempenho in vivo
(LEGEROS, 1993). Substituicbes na rede da apatita afetam sua cristalografia
(tamanho de cristal, parametros de rede), bem como suas propriedades fisico-
guimicas (solubilidade) e sua resposta as células e aos tecidos (INOUE et al., 2004;
LEGEROS, 1991; SAKAE et al., 2003; WOPENKA e PASTERIS, 2005; YAO et al.,
2009; ZYMAN et al., 2009).

O experimento de dissolugéao foi conduzido a pH=5 simulando as condigbes
acidas durante a reabsorg¢ao osteoclastica. Osteoclastos ativos, quando em contato
com a superficie 6ssea calcificada, secretam H* dentro do espago extracelular da
lacuna de Howship’s e as bordas pregueadas dos osteoclastos podem regular o pH ao
seu redor em torno de 4 a 5 (YAO et al., 2009).

As concentragdes dos ions Ca, Mg e P liberados quando os compositos de
MCA/colageno, reticulados com 0,25% GA com razdes molares de C/P 3 e 5, foram
colocados em uma solugao tampéo &cida pH 5 a 37 °C, por 180 minutos, podem ser
vistas na Figura 5.32.

16 4 [ ]
g a Ca 16 4 Ca
14
1 144 *
T 12 !
g £ 124 E
w 10 ] =
s i § 104 % P
— = +
o 84 ] @ &
° ] T 84 §
2 & 8 *
O O
1. . g s
o 4 5 1 A p o I
5 ] i 2 : = P ' N
A
2 .I:A““ a4
1 ga* - . . * Mg 21 gt Mg
O—W i‘l . . . . -
T T T T T T T T 1 04 . . T T T T T 1
0 20 40 80 80 100 120 140 160 180 0O 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Tempo (minutos) Tempo (minutos)

Figura 5.32: Concentracao (ppm) dos ions Ca, Mg e P liberados na solugédo tampao a
partir dos compésitos 3C1P0,1Mg (a) e 5C1P0,1Mg (b), reticulados com 0.25% GA.

No inicio do processo de imersao a dissolugao é intensa e os teores de Ca e P
aumentam rapidamente. A quantidade de Mg liberada alcanga saturacado dentro de
120 minutos enquanto que a liberagdo de Ca e P continua aumentando apoés esse
periodo.
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As nanoparticulas de MCA visualizadas por microscopia eletrbnica de
transmissédo (Figura 5.30) geram uma grande area de superficie 0 que aumenta a
dissolucdo em meios acidos.

A Tabela 5.8 mostra a concentracédo total de cada ion liberada apés os 180
minutos.

A dissolucdo quimica aumenta as concentracbes locais de Ca e P
proporcionando a precipitacdo de uma fase apatitica na superficie do implante. Esse
experimento foi feito de modo dindmico e, portanto a constante agitagdo da solucao
nao permitiu a precipitacdo de outra fase sobre os compdsitos, observado por MEV.
Nao foram observadas diferencas significativas na liberacdo desses ions a partir das
duas composigoes dos compositos.

Tabela 5.8: Teor de Ca, Mg e P (ppm) liberados dos compésitos e reticulados com
0,25% GA apéds 180 minutos de contato com solugéo tampéao &cida

Compdésitos | Ca (ppm) | Mg (ppm) P (ppm)
3C1P0,1Mg | 15,66 +0.97 | 1,30 £ 0.13 | 9,76 + 2.07
5C1P0,1Mg | 15,68 £1.21 | 1,10 £0.18 | 9,30 + 0.03

5.3.3.2. Citocompatibilidade

Os resultados dos testes de citocompatibilidade in vitro para o compoésito
3C1P0,1Mg reticulado com 0.25% séo apresentados na Figura 5.33. Possiveis efeitos
citotoxicos foram avaliados de acordo com as normas ISO-2010993 partes 5 e 12
referentes a materiais médicos. Diferentes parametros, (A) metabolismo mitocondrial e
toxicidade respiratoria, (B) permeabilidade da membrana celular e a integridade dos
lisossomas e (C) proliferacdo celular por meio da presenca do DNA, foram
investigados nas amostras reticuladas com glutaraldeido uma vez que a toxicidade
poderia afetar a funcao celular (SCUDIERO et al., 1988; DE DEUS et al., 2009).

Pouca diferenca foi observada entre os extratos da amostra e o controle
negativo para a reducdo do XTT (Figura 5.33A). O controle positivo, fenol 4%,
prejudica a atividade do XTT enquanto que o compdsito induziu um pouco mais a
atividade metabdlica em relag@o ao controle negativo, poliestireno.

No ensaio do vermelho neutro (Figura 5.33B) as células viaveis acumularam
esse corante dentro de seus lisossomas permitindo estimar a quantidade de células
com suas membranas intactas. Nenhuma diferenga significante foi encontrada entre o

compdsito e a amostra controle.
83



=

150+ *

- |—|

2 125

- T ——

G2 4004 :

§E ﬂl.l':l

=T 754 S

Eé s

& S

= et

E 25+ -:- wh
i = = AT

Controle Compdsite  Poliestireno  Fenol 4%

B

E 100 .;.: —L

£ :

i -

%E 7 ':':

H o

g7 S .
£

Controle Compoasite Poliestireno  Fenol 4%

C
200
E £y
= . 150 P
§§ aoee
o 5 1001 gg —
BC =
'ﬂ-aﬂ -
E--sn ':'.:.':'.:.
4 e

ontrole  Compdsito  Poliestireno  Fenol 4%

Figura 5. 33: Efeito citotéxico de extratos do compdsito 3C1P0,1Mg reticulado com
0,25% GA sobre fibroblastos de camundongo, medido por: (A) reducao de XTT, (B)
absorcao de vermelho neutro (C) eluicdo do corante cristal violeta. Fenol a 4% e
extrato de pérolas densas de poliestireno foram usados como controles positivo e
placa de poliestreno sem material controle e negativo para toxicidade,
respectivamente.

(*) diferenca significativa entre os grupos (p<0,05).

(**) estatisticamente diferente de todos os outros grupos (p<0,05).

Cristal violeta é um corante que tinge o DNA das células ligando-se
eletrostaticamente com as proteinas do nucleo. A quantidade de corante € diretamente
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proporcional a densidade celular. O extrato dos compésitos reticulados induziu um
aumento no total de numeros de células, significativamente maior que o controle
negativo (Figura 5.33C).

Em resumo, as amostras nado liberaram substancias téxicas que pudessem

comprometer a viabilidade celular.

5.3.3.3 Cultura de células

A citocompatibilidade e a morfologia de osteoblastos humanos plaqueados
sobre os compésitos reticulados foram avaliadas em tempos determinados. A Figura
5.34 mostra células osteoblasticas humanas SaOs2 semeadas sobre os compdésitos
3C1P0,1Mg reticulados com 0,25% GA no periodo de 48h, 7 e 14 dias. A morfologia e
adesao celular (fixacdo e espraiamento) foram observadas por MEV. As células
aderiram e proliferaram sobre as amostras ja no primeiro intervalo de incubagao (48
horas) (Figura 5.34 a-b) Apds 7 e 14 dias (Figura 5.34 c-d e e-f respectivamente) elas
apresentaram numerosos filopoédios em todas as diregdes. Apos 14 dias as células se
espraiaram sobre as amostras com uma morfologia achatada formando uma camada
continua. Nenhum efeito adverso foi notado com a incorporacdo de magnésio e
carbonato na rede da apatita bem como a reticulagdo com glutaraldeido. Os
compositos mostraram uma boa bioresposta aos osteoblastos confirmando sua
citocompatibilidade, indicando que o material tem um grande potencial para aplicagcoes
em engenharia de tecido 6ssea.

SERRE et al. (1998) estudaram a influéncia da substituigio do magnésio
em um biomaterial colageno—apatita. Foram avaliadas duas esponjas modificadas com
diferentes apatitas substituidas. Uma delas continha 20% de Mg e 80% de Ca e a
outra era composta basicamente por Mg com tracos de Ca. A primeira diminuiu as
propriedades osteocondutivas da esponja e a segunda teve um efeito citotéxico sobre
células 6sseas e impediu a formagédo da MEC. Esse efeito toxico pode ser explicado
pela liberacdo de um grande numero de ions Mg para o meio de cultura os quais estéo

presentes em grande concentragdo no composito.
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Figura 5.34: Micrografias de osteoblastos humanos (SaOs2) semeados sobre o
composito 3C1P0,1Mg reticulado com 0,25% GA apds 48h de cultura (a - b), 7 dias (c
-d) e 14 dias (e - f).

5.4 CONSIDERACOES FINAIS

A observacao da mineralizagdo do colageno in vitro é uma forma de entender
0S mecanismos subjacentes da mineraliza¢do in vivo, através da organizagéo a nivel

molecular. Compésitos inspirados biologicamente devem reproduzir a complexidade
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da estrutura 6ssea e serem capazes de criar um ambiente similar aos organismos
vivos. A estratégia para produzir um material semelhante ao osso pela auto-
organizacdo do colageno na presenca de ions Ca** e PO,*é um desafio.

A incorporacado de magnésio e carbonato na rede da apatita, individualmente
ou em combinacao, € uma proposta de aumentar a taxa de dissolu¢do do componente
inorganico do composito, através da reducao de cristalinidade devido ao aumento do
nuamero de defeitos estruturais dentro da rede da apatita. Essa desordem causada
pela substituicao i6nica dentro do cristal enfraquece as ligagcbes na apatita
aumentando sua reatividade. A incorporacdo de COs;* aumenta a solubilidade da
apatita (LEGEROS, 1991; LEGEROS e TUNG, 1983) a qual aumenta ainda mais
quando Mg também ¢é incorporado (GIBSON e BONFIELD, 2002; LEGEROS, 1991;
LEGEROS et al., 1995; LEGEROS et al.,1996).

As propriedades fisicas tais como formato, porosidade, cristalinidade, as
propriedades quimicas tais como composi¢ao e substituicao idnica na rede da apatita
e os fatores bioldgicos tipo infecgéo e queda de pH mediado por células afetam a taxa
de biodegradacao do material.

A cinética de degradacao e reabsor¢dao do arcaboug¢o devem permitir que as
células proliferem e secretem sua propria matriz extracelular sendo mantida a
integridade do arcabougo durante esse periodo. A degradagdo do material dentro do
sitio implantado deve ser simultdnea a neoformacdo dssea, viabilizando assim a
reconstrucao do novo tecido.

Embora haja uma controvérsia a respeito do uso do glutaraldeido na
reticulagdo de dispositivos médicos devido ao seu efeito carcinogénico, ele continua
sendo usado por varios grupos de pesquisa e é aceito pela Food and Drug
Administration (FDA). Fica dificil predizer como seria o comportamento dessas
amostras in vivo uma vez que o teste de citocompatibilidade ocorre em um periodo de
incubacéao de 24h.

Portanto sdo inUmeros parametros que devem ser destacados quando se busca o
desenvolvimento de materiais promissores para a regeneragdo 0Ossea com

composic¢ao similar, nanoestrutura e resposta biolégica a esse sitio.
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CAPITULO 6

CONCLUSAO

O objetivo desse trabalho foi a produgdo e caracterizagcdo de uma apatita
substituida por magnésio e de um composito 3D de magnésio-carbonato
apatita/colageno aniénico (MCA/col). Os resultados das caracterizagbes fisico-
quimicas e morfolégicas, bem como dos testes in vitro das amostras obtidas foram
subdivididos em trés grupos e permitiram se chegar as seguintes conclusoées:

APATITA SUBSTITUIDA POR MAGNESIO SOB FORMA DE PO OU PASTILHAS

1) O método de precipitagdo aquosa que empregou como reagentes as solugdes
de Ca(OH),, MgCl, e H3;PO,, pH igual a 9 sob 38 °C foi eficiente na produgao de uma
apatita célcio-deficiente substituida por magnésio (MgCaD).

2) A incorporagao do magnésio na rede da apatita foi confirmada pelo refinamento
do método de Rietveld. A calcinagcédo a 1000 °C por 4 horas, ocasionou a conversao da

MgCaD em B-TCMP. No entanto, foi detectada hidroxiapatita (HA) como fase residual.

3) A substituicdo de Mg por Ca na estrutura do B-TCP resultou na diminui¢cdo dos
parametros de rede e do tamanho de cristalito e uma leve diminui¢do na temperatura

de transformacéo de fase da apatita céalcio deficiente em Mg-TCP.

4) As férmulas estruturais aproximadas obtidas utilizando-se o refinamento de
Rietveld foram Cay 73(MQo.27)(PO4)z2 Caz71(Mgo,20)(PO4)2 € Cagz 70(Mgo,2sMgo,07)(POs)z
para as amostras MgCaD com razées molares Mg/Ca =0,1; 0,15 e 0,2

respectivamente.
5) As pastilhas de B-TCMP calcinadas a 1000 °C apresentaram uma estrutura

mais densa e menos porosa quando comparadas as pastilhas de B-TCP comercial
processadas sob idéntica metodologia.
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6) A proliferagcdo de osteoblastos humanos, SaOs2, parece ter sido estimulada
pelas pastilhas de B-TCMP quando comparadas com as pastilhas de B-TCP.

7) A incorporagdo de magnésio em apatitas calcio deficientes seguida de
compactacao uniaxial sob pressdo de 216 MPa e calcinacdo a 1000 °C por 4 horas
parece ser uma alternativa na obtencdo de pastilhas densas biocompativeis e nao

citotéxicas com potencial emprego como materiais de enxerto 6sseo.

MINERALIZACAO DO COLAGENO ANIONICO COM UMA SOLUCAO SIMILAR AO
FLUIDO CORPOREO (SBF)

1) Os resultados confirmaram a possibilidade de mineralizar amostras de
colageno anidénico empregando-se solugdes supersaturadas de ions calcio e fosfato. O
processo de mineralizagdo nas fibras de colageno pode ter sido facilitado pela
presenca de cargas negativas apds o processo de hidrolise.

2) A fase mineral formada é compativel com as apatitas bioldégicas apresentando
baixa cristalinidade. A mineralizagdo mostrou-se heterogénea apresentando partes

densas em algumas regiées e porosas em outras.

COMPOSITOS DE MAGNESIO-CARBONATO APATITA/COLAGENO ANIONICO
(MCA/col)

1) A sintese que empregou como reagentes as solugdes [Ca(CoH30,),],
[MgC4HsQ4], [NaHCO3] e [Na,HPO,/NaH,PO,] em presenga de colageno anibnico tipo |
parece ter sido eficiente na produgdo de um arcabougo compédsito de magnésio-
carbonato apatita/colageno (MCA/col).

2) A obtencdo de compédsitos 3D a partir de uma suspensdo de colageno

mineralizado e liofilizado é viavel sob qualquer forma ou tamanho.

3) As fibrilas de colageno atuaram como suporte para a nucleagao da fase mineral

evitando a precipitagdo da apatita substituida por magnésio e carbonato (MCA) na
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fase liquida. Os compdsitos formados contem aproximadamente, 59-68% de fase
mineral e 18-27% de fase organica, composicao essa similar a do 0sso.

4) Os espectros de FTIR apresentaram bandas caracteristicas de colageno e da
fase apatita sugerindo que ndo houve alteragbes nos modos vibracionais dos
grupamentos das moléculas de colageno apds a obtencédo do compésito.

5) A fase mineral formada é compativel com as apatitas biol6gicas apresentando
baixa cristalinidade. A substituicdo tipo B do carbonato na rede da apatita foi
confirmada pela analise de FTIR. Além disso, essa técnica indicou uma interagéo
quimica entre os cristais de MCA nucleados nos grupos (COQO") devido ao pequeno
deslocamento da banda de estiramento em 1339 cm™, caracteristica desse grupo.

6) A andlise microestrutural mostrou uma estrutura heterogénea, com poros
abertos e interconectados, com a fase mineral depositada preferencialmente sobre as
fibrilas de colageno.

7) O processo de reticulagdo com glutaraldeido a 0,25% (p/p) foi efetivo para
estabilizar os compoésitos sob condigbes Umidas e aumentou a temperatura de
desnaturagao do colageno.

8) Nenhum efeito citotéxico, baseado nos trés pardmetros do teste de
citotoxicidade (XTT, vermelho neutro e cristal violeta) foi verificado pelo uso do

glutaraldeido como reticulante, na concentracao anteriormente mencionada.
9) Compdsitos  sintéticos que mimetizem a estrutura do osso podem ser

desenvolvidos por esse processo e apresentar potencial uso como substitutos para a
regeneragao 6ssea.
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