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Resumo: Este trabalho descreve o uso de colageno aniénico como matriz suporte para a deposi¢do orientada
de sais de fosfato de calcio. O material foi caracterizado pela presenga de duas fases, uma amorfa e outra
formada por colageno microfibrilar com depoésitos minerais na forma de cintas. Uma delas, na forma de uma
espiral continua, com 130 A e uma periodicidade de 560 A; a outra com um didmetro médio de cerca de
170 A e uma periodicidade de 880 A, intercalados por um espago de cerca de 240 A. Estas estruturas evoluem
para outras formas ordenadas de depdsitos minerais. A relagdo Ca/P determinada para a fase majoritaria foi
de 1,48 (pro-hidroxiapatita), enquanto que para os depdsitos sobre as fibras, esta relagao foi de 1,36, indicando
a presenca de octafosfato de célcio. Os resultados mostraram que o coldgeno anidnico ¢ capaz de induzir a
deposigao orientada de sais de fosfato de acordo com a sua estrutura microfibrilar, e que do ponto de vista da
topografia a deposi¢do da fase mineral é similar aquela observada para a deposigdo de sais de fosfato de

calcio nos estagios iniciais da formagao do tecido dsseo.
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Introducgao

A natureza desenvolveu, ao longo do seu
processo evolutivo, materiais com propriedades
especiais ainda longe de serem alcangadas por um
“design” macromolecular sintético. Suas fungdes na
natureza vao desde estruturas-suporte, carapacgas
protetoras, elementos de defesa, dispositivos
gravitacionais ou magnéticos até materiais capazes
de responder com variagdes estruturais seletivas a
estimulos externos, como no caso do tecido 0sseo.
Muitos destes correspondem a materiais compositos
formados pela deposi¢do de uma fase mineral sobre
uma matriz organica polimérica de polissacarideos,
proteinas ou uma mistura destes dois polimeros,
resultantes de uma complexa atividade celular. A

matriz organica, comumente dispersa no meio
celular, tem papel importante no processo e pode
controlar a deposi¢do da fase mineral em'?: a -
matrizes relativamente inertes, isto ¢ aquelas onde
existe pouco ou nenhum controle da deposi¢io da
fase mineral, e tém como tnica fungao a delimitagao
fisica do crescimento da fase inorganica; b - matrizes
que facilitam o processo de nucleagdo pela existéncia
na sua estrutura de sitios, onde a mineralizagdo se
inicia; ¢ - matrizes que inibem ou delimitam o
crescimento da fase inorganica, impondo restrigoes
ao grau de ordem da estrutura da deposigdo da fase
mineral, por meio de fatores puramente estéricos;
d - matrizes que controlam a cristalizagdo, o
crescimento e a orientagdo da fase mineral, processo
este que via de regra ¢ mediado por moléculas
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nucleadoras, caracterizadas pela presenga de sitios
acidos ordenados, responsaveis pelo inicio da
nucleagdo primaria por interagdo com espécies
catidnicas?®. Nestes processos de mineralizagdo, um
maior ou menor controle exercido pela matriz esta
relacionado com um conjunto de propriedades
envolvendo a sua topografia, geometria da rede,
potenciais eletrostaticos, efeitos polares, este-
reoquimica e simetria espacial da fase cristalina,
que provavelmente agem de modo cooperativo em
fungio das modificag8es impostas pelo de-
senvolvimento da fase mineral®.

Dentre os tipos de materiais, os biomiméticos
com propriedades similares ao tecido 6sseo
apresentam grande interesse, ndo apenas em fungdo
de suas propriedades mecdnicas e elasticas, mas
também devido a ampla utilizagdo que poderiam
ter como biomateriais, introduzindo dentro da area
uma nova conceituagdo para a utilizagdo de
materiais cerdmicos em medicina e odontologia.
A expectativa é que estes materiais tenham
performances superiores, principalmente em
trabalhos de reconstrugiio, em comparagdo com
bioceramicas convencionais existentes, cuja Unica
semelhanga com a matriz mineral que compde este
tecido é sua composigdo quimica’.

O tecido 6sseo, além dos seus componentes
celulares, ¢ formado por uma matriz extracelular
composta essencialmente de uma fase inorginica
de sais de fosfato de calcio, principalmente a
hidroxiapatita (HA) depositada sobre uma matriz
protéica constituida pelo colageno. Esta fase
mineral encontra-se, na sua maioria, dentro da
estrutura da microfibrila na matriz colagénica®, e
provavelmente é a responsavel pelo controle nio
apenas da cristalizagdo da fase inorgédnica, mas
também seu crescimento e orientagdo. Deste
conjunto, surge uma das mais interessantes
propriedades deste tecido que € a sua capacidade
de remodelagdo induzida por correntes elétricas
resultantes da variagdo de poténcias de correntes €
da piezoeletricidade, geradas por diferengas na
pressdes externas exercidas sobre o tecido 6sseo ™S,
Portanto, o conceito de biomimetismo relativo ao
tecido 6sseo aplicado ao desenvolvimento de
materiais osso-miméticos ndo estd restrito a
obteng¢do de materiais com propriedades mecénicas
e elasticas, mas estende-se também a obtengdo de
materiais capazes de gerar, in vivo, correntes
elétricas que por meio de estimulos externos
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induzam a alteragGes programadas dos contornos
do tecido natural (correg¢des plasticas induzidas),
ou também, a obtengdo de materiais similares ao
0SS0 nos seus estagios iniciais de desenvolvimento
e que sejam capazes de estimular os sistemas
celulares e bioquimicos, propiciando um de-
senvolvimento mais eficiente do tecido dsseo nos
casos de sua reconstrugio.

Portanto, o objetivo principal deste trabalho foi
estudar in vitro a mineraliza¢do orientada de sais
de fosfato de calcio por matrizes de colageno
quimicamente modificado, obtido por hidrélise
seletiva dos grupos carboxamida de residuos de Asn
e Gln ° como suporte para deposigdo seletiva.

Do ponto de vista da aproximagdo sintética,
dois fatores principais devem ser levados em
consideragdo para estudo da mineralizagdo
orientada de sais de fosfato de calcio sobre matrizes
colagénicas, obtendo-se assim materiais 0sso-
miméticos: o primeiro estd associado ao fato de
que na sua fase inicial de biomineralizagdo in vivo,
os depositos da fase mineral que ddo inicio a.
formagdo do tecido 6sseo ndo correspondem a HA
e sim ao que se denomina de pro-HA, onde a
relagdo Ca/P é de 1,50 e ndo 1,67'%; 0 segundo esta
associado a provaveis alteragdes na matriz
colagénica, principalmente na topografia da
distribuigdo de carga da sua estrutura periddica em
fungdo das condigdes de obtengio in vitro da HA,
que € favorecida ndo apenas pela estequiometria
da reag@o, mas também pelo pH, normalmente por
volta de 12!

O colageno tipo I, matéria-prima para produgio
de gelatina, ¢ uma proteina estrutural largamente
encontrada no reino animal, que esta diretamente
envolvida no processo de biomineralizagdo e que
da origem ao tecido dsseo e a dentina!?. Tem como
unidade basica o tropocolageno, uma proteina de
peso molecular de 300.000D, formada por 3 cadeias
polipeptidicas, duas iguais e denominadas de o, e
uma diferenciada denominada de o,, com pesos
moleculares aproximados de 100.000D, que se
organizam na forma de uma hélice tripla para
fornecer uma molécula na forma de um bastdo com
cerca de 2500 A de comprimento por 15 A de
didmetro!®. Nos tecidos, organizam-se pela
justaposigdo de cinco moléculas dispostas con-
centricamente e alternadas umas em relagdo as
outras de 1/4 de seu comprimento (Esquema I), para
dar origem & microfibrila'?,
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Esta organizacdo da origem a zonas periodicas
denominadas de periodos D, com cerca de 680 A de
largura que compreendem duas zonas distintas, o
“Gap”, com cerca de 400 A e 0*“Overlap”, com cerca
de 280 A. Dentro da periodicidade D existe ainda
um padrdo sub-periddico, caracterizado pela
presenga de zonas denominadas de c,, ¢, d, e}, €,
a;, a,, a3, a4, by, by, ¢, que correspondem a uma
disposicdo transversal ordenada de aminoacidos
basicos e acidos ao longo da microfibrila mostrada
por analise densitométrica de filmes obtidos de
microfibrilas apds serem coradas positivamente com
sais de uranila e fosfotungstato, seguido da detecgao
por microscopia eletronica de varredura'*.
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Esquema I. Diagrama para a estrutura microfibrilar de matrizes
colagénicas e suas caracteristicas estruturais

Uma previsdo de provaveis alteragdes na
topografia da distribuigdo periddica de cargas na
estrutura microfibrilar de matrizes colagénicas pode
ser obtida pela comparagdo da distribuigdo de cargas
positivas e negativas dentro de um periodo D, com
aquela que seria obtida assumindo a hidrdlise
completa dos grupos carboxamida dos residuos de
asparagina (Asn) e glutamina (Gln) dentro do mesmo
periodo D da matriz. Estes grupos, exceto pela
ligagdo peptidica, sdo os unicos susceptiveis de
alteragdo quimica, nas condi¢des para a formagao
dos sais de fosfato de céalcio. A resultante desta
hidrélise € um aumento significativo da densidade
de carga dentro do periodo. Como pode ser
observado na Figura 1, a distribuicdo das cargas
totais para um periodo D da microfibrila de colageno
tem como caracteristicas basicas a superposig¢ao
topografica de residuos com cargas negativas e
positivas, bem como uma igualdade no numero
destes residuos'?.
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Posigdo do Residuo dentro de um periodo D (67 nm)
Figura 1. Distribui¢do de cargas positivas (cinza) e negativas (preto)
em um periodo D da microfibrila de colageno.

Entretanto, considerando a hidrolise completa dos
grupos carboxamida dos residuos de Asn e Gln dentro
de um periodo D, que pode ocorrer nas condigoes in
vitro para obtengdo de HA; o que se observa é que
apesar do aumento significativo na densidade de carga
dentro do periodo D, a topografia da distribuigdo ¢
praticamente mantida (Figura 2), quando comparada
com a distribui¢do na microfibrila nativa. Este
aumento ¢ de cerca de 120 unidades de cargas
negativas, visto que, enquanto o colageno nativo
apresenta cerca de 231 cargas, a hidrélise dos grupos
carboxamida de Asn e GIn eleva este nimero para
351 unidades de carga dentro de um periodo D.
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Figura 2. Distribuicdo total de cargas negativas em um periodo D (67
nm) de colageno nativo (cinza) e tratado em meio alcalino (preto),
assumindo hidrdlise completa dos residuos de asparagina e glutamina.

Do ponto de vista da formagao do tecido 0sseo,
apesar do seu mecanismo nao ser conhecido, sabe-se
que o colageno tem uma participagdo ativa apontando
na diregao de que os primeiros depdsitos cristalinos
de sais de fosfato de calcio ocorrem na zona chamada
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“Gap”, espalhando-se progressivamente para a zona
do “Overlap” por um processo mediado por moléculas
nucleadoras 3.

Como a estrutura macromolecular na microfibrila
é topograficamente muito organizada, principalmente
em relag@o a sua distribuigdo de cargas (Figura 1),
uma pergunta pode ser feita. Ndo seria esta estrutura
a Unica responsavel pela cristalizagdo, orientacdo e
limitagdo das dimensdes da fase cristalina?

Condi¢des ideais de fornecimento dos com-
ponentes da fase inorginica seriam de respon-
sabilidade do sistema bioquimico envolvido, prin-
cipalmente levando-se em consideragio os altos valores
de K, que caracterizam estas fases minerais. Em
suporte a esta afirmagdo, estd o fato de que cerca de
80% da fase inorgénica encontrada no tecido 6sseo esta
distribuida dentro dos espagos internos da organizagao
microfibrilar e nfo nos espagos intercelulares ©. Por
outro lado, a idéia de utilizar-se o colageno anidnico
provém do fato de que as formas cristalinas de HA
com dimensdes similares aquelas observadas in vitro
requerem valores de pH superiores a 9, condigGes estas
que ocorrendo nos estagios iniciais de calcificagao,
podem modificar significativamente a resultante de
cargas da matriz colagénica, principalmente em fungéo
da hidrélise dos grupos carboxamida de Asn e Gln.

Materiais e Métodos

Preparagao dos Materiais

- Colageno Aniénico: Colageno anidnico solivel
foi preparado por hidrdlise seletiva de residuos de Asn
e Gln por tratamento de serosa bovina com uma solugio
aquosa de dimetilsulféxido a 6%, na presenga dos sais:
Na,S0,, NaCl, KCl, CaSO, em meio alcalino, por um
periodo de 48 h°. A concentragio final da preparagdo
de colageno solubilizado foi de 0,7%, determinada via
hidroxiprolina'>. A caracterizagdo da preparagéo foi
feita por eletroforese em gel de poliacrilamida, andlise
de aminoacido, espectroscopia de infravermelho,
estabilidade térmica (DSC e temperatura de enco-
lhimento) e microscopias eletrénicas de varredura e
transmissao :

- Mineralizagdo: gel de coldgeno a 0,75% em
solucio de HAc a pH 3,5 foi dialisado contra uma
solugéo de EDTA 103 Mol L', pH 11,0, até que o pH
do dialisado permanecesse constante, seguido de dialise
contra dgua deionizada, também até pH constante.
Obteve-se um gel que foi isolado por centrifugagdo na
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temperatura de 10 °C por 10 min a 5000 RPM em uma
centrifuga Hitachi Modelo CR20B2 (rotor RPR20-2).
O gel foi suspenso em 10,0 mL de uma solugfio de
(NH,),HPO,a0,23Mol L'! e 0 pH da solugio resultante
ajustado a 11,0 por adigdo de solugdo concentrada de
NH,OH. A seguir, a solucéo resultante foi adicionado
lentamente, 6,24 mL de Ca(NO),4H,0 ¢ (tempo de
adicdo, 1 h) e a mistura, de aspecto leitoso, foi agitada
por um periodo de 2 h, seguido de centrifugagdo nas
mesmas condi¢des acima (etapas realizadas sob
atmosfera de nitrogénio). O precipitado amorfo foi
recolhido, colocado em saco de didlise juntamente com
agua deionizada e o material dialisado contra solugéo
de tampdo fosfato 0,13 Mol L'}, pH 7,4, por um periodo
de 15 dias, com trocas diarias do tampéo. O precipitado
branco foi filtrado e seco ao ar, e depois em dessecador
sem vacuo, na presenga de hidroxido de potassio sélido.

Caracterizagdo dos Materiais

- Determinagdo da Relagdo Ca/P : Por via imida.

a) Determinagdo de Fosforo (P): o conteido de P
foi determinado pelo método do molibdato'®,
utilizando-se uma curva de calibragdo preparada com
auxilio de solugdes KH,PO,, com concentragdes
variaveis de P entre: 0,25; 0,5;0,75; 1,00; 1,25; 1,50;
2,00 e 2;50 pugP/mL, e a intensidade da cor azul do
complexo formado foi determinada em um espec-
trofotdmetro uv-visivel da HITACHI, modelo U-1100
em 660 nm. A amostra para o compoésito foi preparada
por diluigdo em 2,0 mL de HCI 3,0 Mol L-!, de uma
massa para obter-se uma concentragdo de P em
solugdo entre 0,25 e 1,25 ugP/mL, admitindo-se a
formagdo da HA com uma relagdo Ca/P de 1,67, ¢
num volume final de 250 mL. Os resultados obtidos
correspondem & média de trés determinagdes.

b) Determinagdo de Calcio: Calcio foi deter-
minado por titulagdo complexométrica com EDTA!,
utilizando-se como indicador o Negro Eriocromo-T
1% de complexo de magnésio-EDTA. Amostra do
composito foi preparada por dissolugdo de 0,1 g do
material em 10,0 mL de uma solugdo de HCI
2,0 Mol L}, seguida de diluigdo para 100,0 mL. Os
resultados obtidos sdo médias de trés determinagdes
independentes.

- Espectrometria de Dispersdo de Energia de
Raios-X (EDX): os espectros de EDX foram obtidos
utilizando-se um EDX LINK ANALYTICAL,
modelo QX 2000, acoplado a um Microscopio
Eletronico de Varredura ZEISS, modelo DSM 960. A
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amostra foi preparada como descrita para MEV, néo .

sendo porém recoberta com o metal ouro € sim com
carbono (30 nm), utilizando-se um feixe de elétrons
de 20 keV e uma distancia de 20 mm do canhdo até a
amostra.

- Analise Calorimétrica Diferencial de Varredura:
composito ¢ HA foram utilizados na forma de po,
com tamanho de particula menor que 100 mesh, e as
analises realizadas em amostras de cerca de 10,0 mg
e colocadas em suportes de aluminio em um
equipamento DSC 910 da Du Pont acoplado a um
termo analisador Du Pont modelo TA 9900. As
medidas foram efetuadas numa razdo de aquecimento
de 10 °C/min em atmosfera de ar com um fluxo de
60,0 mL/min, sendo a padronizagdo de temperatura e
fluxo de calor feita previamente com indio (In).

- Difra¢do de Raios-X: as amostras utilizadas
também foram na forma de pd, obtidas pela
liofilizagdo do compésito, seguindo-se de trituragdo
em almofariz. Os difratogramas foram obtidos em
um diafratdmetro automatico de &nodo rotatério da
RIGAKU ROTAFLEX modelo RU-200B, e com-
parados com aqueles de HA e colageno.

- Espectroscopia de Infravermelho: os espectros
de HA e do compésito foram obtidos com o material
particulado de tamanho entre 60 e 100 mesh, em
pastilhas de KBr, enquanto o de colageno foi obtido
em membranas. O equipamento utilizado foi da
Bomen MB-120, a 20 °C, no intervalo entre 400 a
4000 cm!, (resolugdo de 4 cm™).

- Microscopia de Varredura Eletrénica (MEV):
as analises por MEV foram feitas com HA e o
composito na forma particulada (60 a 100 mesh),
recobertas com carbono ou ouro em um microscopio
eletrénico de varredura da ZEISS, modelo DSM 960.

Resultados e Discussio

O espectro de IV para a preparagdo de uma HA
obtida em condig¢des similares aquela do compdsito
(Figura 3c¢) mostrou bandas caracteristicas em
3566 cm! (OH estrutural), 3435 cm! (4gua), 1100,
1039, 967,607, 569 € 479 cm! (PO,) e 833 cm! (P-
OH), que sdo tipicas aquelas descritas paraa HA'3, O
espectro obtido para o composito (Figura 3b), ndo
foi significativamente diferente ao da HA, prin-
cipalmente porque as bandas que correspondem as
bandas de amida I e II'® (Figura 3a) ndo foram
observadas, sugerindo pelo menos pela técnica de IV,
a auséncia de colageno na preparacéo.
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Figura 3. Comparagdo entre os espectros de [V obtidos para: (a) mem-
brana de colageno pH 3,5; (b) composito HA/colageno (relagdo 20:1);
(c) HA ‘

Resultados de calorimetria diferencial de varredura
para o composito (Figura 4a) e HA (Figura 4b)
mostraram no primeiro caso transigdes em 50,4; 74,6;
96,7, 237,0, 312,0 ¢ 380,0 °C, enquanto que para o
segundo transi¢des em 111,2; 2245 e 286,1 °C. As
transigOes observadas em 50,4 ¢ 74,6 °C estdo deacordo
com aquelas observadas para matrizes colagénicas? 2!,
caracterizando no compdsito ndo apenas a sua presenga,
mas 0 mais importante & que sua estrutura secundaria
foi mantida ao longo do processo de preparagdo. Ainda
para o composito, as transigdes em 96,1 e 111,0 e
117,4 °C foram atribuidas a perdas de agua associadas
ao colageno e HA respectivamente.

€X0 ——— «—— endo

I | 1 | 1 | ] i
0 100 200 300 400
Temperatura (°C)

Figura 4. Andlise exploratéria diferencial para: (a) compdsito
colageno:hidroxiapatita; (b) HA.

A Figura 5¢ mostra os difratogramas do sal de
fosfato de célcio obtido nas mesmas condigdes que
aquelas descritas para a preparagdo do compdsito
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(Figura 5b). Os picos mais intensos foram observados
nos valores de d: 2,82;2,79; 2,73 ¢ 3,45A e séo aqueles
caracteristicos para a HA de acordo com a com-
paragdo de difratogramas com padrdes da JCPDS?%.
Entretanto, outros picos de menor intensidade foram
observados em 2,88; 5,20 e 3,23A que, por com-
parag@o com espectros padrao da JCPDS, sugerem a
presenga também do B-fosfato tricalcico (B-TCP,
JCPDS). O difratograma para o composito (Figura
5b) foi similar, indicando que do ponto de vista da
fase mineral a preparagdo € estruturalmente seme-
lhante aquela do material obtido na auséncia de
colageno e, da mesma forma que para o espectro de
IV ndo foi possivel detectar um padrdo de difragdo
da presenga do colageno (Figura 5a).
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Figura 5: Comparagio entre os difratogramas: (a) membrana de colageno
manufaturada a pH 3,5; (b) compésito HA/colageno; (c) HA

As relagoes Ca/P determinadas por via imida para
a HA e para o compoésito mostraram valores de
respectivamente 1,47 e 1,54, resultado este que estd de
acordo com a similaridade apresentada pelos dois
materiais tanto por IV (Figura 3) e difraggo de raios-X
(Figura 5). Apesar dessa relag8o ser significativamente
diferente daquela para HA 1,67, e portanto, sugerir que
tanto no composito quanto no sal de fosfato de calcio,
a fase predominante seria o 3-TCP, onde a relagéo
Ca/P ¢ de 1,507, os difratogramas mostram de modo
claro que esta fase é minoritaria e que provavelmente
a fase predominante seja uma pro-HA' cuja relagdo
Ca/P pode variar entre 1,49 ¢ 1,653

Entretanto, a técnica de EDX mostrou que o
composito, do ponto de vista da relagdo Ca/P é
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formado por duas fases distintas: uma fase majoritaria,
caracterizada pela auséncia de microfibrilas, com uma
relagio Ca/P de 1,48, proxima aquela determinada
para a HA por via umida; a outra caracterizada por
regides com alta densidade de microfibrilas que
tipicamente mostram sobre elas um depésito de fase
mineral (Figura 6). Nestas regides, a relagdo Ca/P
determinada por EDX foi de 1,36, que é uma relagdo
tipica para o octafosfato de calcio?, uma fase mineral
que ocorre em alguns processos de remineralizagdo
de estruturas dsseas in vivo 2. A técnica de EDX
mostrou também que a fase mineral nos dois casos ¢
formada exclusivamente por ions Ca e P, acom-
panhada por tragos de Na.

Micrografias de MEV em ampliagdo de 1000 vezes
mostraram que o compdsito, além de uma parte amorfa,
apresenta estruturas aciculares formadas for filamentos
que podem ser observados desprendendo-se dessas
estruturas. Aumentos maiores (50.000 ¢ 100.000)
mostraram que estas regides s@o formadas de
estruturas microfibrilares de colageno nativas (Figura
6a, a esquerda e acima) e por microfibrilas atipicas,
cuja caracteristica mais importante € a de estarem
recobertas com uma camada de depdsito mineral
(Figuras 6b e c).

Para o caso das microfibrilas nativas, o valor
determinado para o periodo D (distancia entre duas
cristas da microfibrila) foi de cerca de 500 A, estando
de acordo com aquele valor de 467 A determinado
por microscopia eletrénica de transmissdo em
matrizes colagénicas submetidas ao mesmo processo
de hidrolise seletiva de grupos carboxamida de Asn e
Gln. A largura média determinada para a microfibrila
foi de cerca de 100 A e o inicio de deposig¢io de fase
mineral ja pode ser observado numa das extremidades
deste conjunto de microfibrilas nativas (Figura 6a, a
direita e abaixo).

As microfibrilas mineralizadas sfo caracterizadas
pela presenga de depositos minerais na forma de cintas
e de dois tipos distintos (Figura 6b). O primeiro tipo
apresenta um didmetro médio de cerca de 130 A, com
a fase mineral distribuida sobre a microfibrila em
forma de uma cinta em espiral, aparentemente
continua, e com regularidade no seu comprimento de
560 A, valor préximo aquele determinado para o
periodo D da microfibrila'* (Figura 6a), mostrando
que o coldgeno anidnico estruturado na sua forma
microfibrilar é capaz de orientar a deposig¢do de fase
mineral, no caso sais de fosfato de célcio, dentro de
um padrado periddico similar aquele da microfibrila
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Figura 6. Micrografias de depositos minerais de fosfato de célcio sobre uma matriz de coldgeno aniénico. (a) MC, microfibrila de colageno; IM,
inicio de mineralizagdo (50.000x). (b) CH, deposicdo da fase mineral em forma de cintos helicoidais; CI, depositos em forma de cintos intercalados

(50.000x). (c) DI, depositos irregulares (100.000x)

nativa. A similaridade entre estes resultados e aqueles
observados para a mineralizagdo in vivo, € que nos seus
estagios iniciais a mineralizagdo também ocorre na
forma de cintas, aparentemente restritas ao periodo D,
cujo comprimento de 670 A é ligeiramente maior
quando comparado com aquele da microfibrila nativa,
que é de 640 A4,

O segundo tipo de depdsito na forma de cinta € na
realidade uma continuagao da deposig¢ao de fase mineral
sobre aquela ja descrita, apresentando um didmetro
médio de cerca de 170 A (Figura 6b), exceto que,
diferentemente da estrutura helicoidal continua
observada para o primeiro tipo, os depdsitos em forma
de cintas que apresentam um comprimento médio de
880 A (cerca de 2D), sio intercalados com espagos em
baixo relevo com cerca de 240 A (aproximadamente o
valor de um “Overlap”). Resultados de EDX para esta
regido (Figura 6b) mostram uma relagdo Ca/P de 1,36,
sugerindo que os depdsitos minerais nas fibras estdo na
forma de octafosfato de calcio.

Estas estruturas, num estagio posterior de mine-
ralizagao sdo caracterizadas pela presenga de formagdes
esféricas com didmetros varidveis entre 870 e 1200 A
(Figura 6b), que evoluem para uma forma mineralizada
mais complexa (Figura 6¢), caracterizada pela presenca
de depdsitos minerais de forma irregular, mas que ainda
guardam algum tipo de padrdo estrutural.

Conclusao

Apesar da heterogeneidade apresentada pela
preparagdo como um todo, os resultados acima
mostraram que o coldgeno anidnico, apenas por si e na
sua forma de estrutura microfibrilar e na auséncia de
qualquer componente bioldgico, € capaz nio apenas
de servir como matriz suporte para a deposigao de sais
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de fosfato, mas também de orientar esta deposig¢ao
numa forma diretamente relacionada com a sua
estrutura periodica, fato este que potencialmente
poderia ser, em principio, utilizada para a deposi¢ao
de outras fases minerais para obtengdo de novos
materiais. Apesar de existirem similaridades quimicas
e morfoldgicas entre o material descrito neste trabalho
com aquele dos estagios iniciais da formagao do tecido
dsseo 228 no processo de calcificagdo in vivo, esses
resultados sdo ainda preliminares e trabalhos na dire¢ao
da obtengdo de compdsitos mais puros estdo em
andamento, para que 0 mesmo possa ser submetido a
outros tipos de técnicas principalmente difragdo de
raios-X e microscopia de transmissdo eletronica.
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