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COLLAGEN:CALCIUM PHOSPHATE COMPOSITES. PREPARATION AND CHARACTERIZA-
TION. Anionic collagen: calcium phosphate composite was obtained by controlled mixing of collagen
and calcium phosphate until the consistence of a past. Material was characterized by a Ca/P ratio of
1.55, with a X-ray diffraction pattern similar to that for hydroxyapatite. Differential Scanning Calo-
rimetry showed that the protein is not denatured under the processing conditions. Scanning Elec-
tronic Microscopy showed that the mineral phase are regularly covered with collagen fibers, indi-
cating that anionic collagen is efficient in the preparation of stable form of calcium phosphate

ceramic paste.
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INTRODUCAO

A maijoria das biocerdmicas atualmente utilizadas serve ape-
nas como suporte ou matriz para crescimento sseo. Embora
efetivo, esse crescimento € um processo muito lento, fazendo-se
necessdria a busca de materiais que tornem esse processo mais
ripido. Os esforcos para obtengdo de novas biocerimicas de
fosfato de cdlcio tém sido direcionados no sentido de melhorar
suas propriedades tanto mecéinicas como osteoindutoras, o que
pode ser conseguido por meio da assocxagao com polimeros sm-
téticos' , biopolimeros?, outras cermicas’ ¢ fatores de indugiio®,

A grande aceitagiio das biocerdmicas 4 base de sais de
fosfato de célcio deve-se, principalmente, ao seu alto grau de
biocompatibilidade, que provavelmente estd associado 2 sua si-
milaridade quimica com os materiais normalmente encontrados
no tecido Gsseo. Entre as cerdmicas com melhor desempenho
estiio os biovidros, alumina, B-tricélcio fosfato e hidroxiapatita
(HA)’. Sdo utilizadas em ortopedia e traumatologia para corre-
¢Oes buco-maxilo-faciais, tumores misculo-esqueléticos, trau-
matismos raquimedulares e coluna cervical e, em odontologia,
nos casos de doengas periodontais, implantes dentdrios, preen-
chimento de cavidades cisticas e aumentos do rebordo 6sseo
alveolar®, Um dos maiores problemas na utilizagiio da hidroxi-
apatita na forma particulada é sua dispersio para zonas de te-
cidos moles, causando problemas como a perda de particulas,
redugdo da zona de corre¢do, desconforto para o paciente, po-
dendo até levar a uma nova cirurgia. A utilizagdo de cerdmicas
de fosfato de cdlcio na forma de pasta é uma boa alternativa
para se evitar tais problemas. De modo particular, o que ndo
ocorre com as biocerdmicas ou qualquer outro material rigido,
tais implantes podem ajustar-se perfeitamente aos defeitos, sem
haver necessidade de moldagem prévia, ji que podem ser mol-
dados e endurecidos in situ, assegurando um melhor ajuste aos
tecidos circundantes. A combinagfio de hidroxiapatita com
colageno™ vem sendo sugerida pois o coldgeno constitui-se
em agente de unifio biocompativel e reabsorvivel, responsivel
pela prevengiio da migragdo das particulas cerdmicas até a in-
corporag@o pelos tecidos, além de ser um bom suporte para
crescimento celular.,

Este trabalho descreve a preparagdo e a caracterizagdo de
um novo tipo de biocerimica do tipo fosfato de cdlcio:coldgeno,
na forma de pasta, obtida por um processo de mineralizagdo
orientado pela estrutura macromolecular das fibrilas de
coldgeno. Foi utilizado fosfato de célcio com raziio Ca/P 1,55,
que embora ndo seja uma biocerdmica comumente usada, foi
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escolhida pois é o material precursor da HA in vitro € tem
aproximadamente a mesma razio Ca/P encontrada em 0ssos
em seu estdgio inicial de desenvolvimento.

PARTE EXPERIMENTAL

Colageno: utilizou-se coldgeno anidnico obtido por trata-
mento de serosa bovina em meio alcalino contendo cloretos e
sulfatos de s6dio, potdssio e cdlcio®, seguido por solubilizagio
em solugdo de 4cido acético pH 3,5, de tal maneira que a con-
centracdo final foi préxima de 1% (m/m). Sua caracterizagio
foi feita por espectroscopia de infravermelho (Nicolet 5SXC-
FTIR), estabilidade térmica (DSC 910 Du Pont), determinagéo
de pesos moleculares e andlise de aminodcidos.

Fosfato de calcio : foi sintetizado a partir de solugio 1,00
MolL"! de nitrato de cilcio tetrahidratado, Ca(NO3),;. 4H20, e
solugdo 0,60 MolL"! de fosfato 4cido de amonio, (NH4);HPO,,
ajustando-se o pH das solugdes entre 11,0 € 12,0 com hidréxido
de amdnio concentrado. A sintese foi feita em atmosfera de
nitrogénio'’. Sua caracterizagdo foi feita por espectroscopia iv,
estabilidade térmica, difra¢do de raios-X (difratbmetro auto-
mitico (dnodo rotatério) Rigaku Rotaflex modelo RU-200B),
microscopia eletronica de varredura (Microscépio Eletrdnico
de Varredura Zeiss modelo DSM 960), microandlise por dis-
persdo de energia de raios-X (EDX Link Analytical, modelo
QX 2000, acoplado a um Microscépio Eletrdnico de Varredura
Zeiss, modelo DSM 960) e determinagio da relagdo Ca/P Por
via dmida, pelo método do molibdato de amdnio(P)!
EDTA(Ca).

Compésito - O compésito foi preparado pela mistura contro-
lada de coldgeno e o sal de fosfato de cdlcio até a obtengiio de
um material que possuisse consisténcia similar a uma pasta. O
sal de fosfato de cdlcio foi adicionado lentamente sobre a solu-
¢do de coldgeno, de forma que este fosse precipitando e elimi-
nando dgua. A mistura final, cujo aspecto e consisténcia eram
parecidos com a de uma pasta, foi separada da dgua com o au-
xilio de papel de filtro. Foram preparados compésitos coldgeno
anidnico:fosfato de cdlcio em vdrias proporgdes, observando-se
que a composi¢cdo de maior estabilidade foi a de 20:1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragio da preparagdio de coldgeno empregada neste
trabalho foi calculada indiretamente pela determinagdo da
hidroxiprolina'?. As andlises de aminodcidos foram realizadas
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em hidrolizados dcidos da protefna'? e os resultados expressos
apenas em fungdo dos aminodcidos Glicina (Gly), Prolina (Pro)
e Hidroxiprolina (Hypro), por serem os mais representativos da
estrutura primdria do coldgeno. As concentragdes de Gly, Pro e
Hypro (Tabela 1) mostraram, como esperado, que o coldgeno
obtido € do tipo 1, caracterizado por concentragoes medlas de
25,6, 15,2 e 13,3 g/100g de proteina respectivamente'?,

Os pesos moleculares dos componentes proteicos presentes
nos materiais preparados foram determmados por eletroforese
em géis de poliacrilamida/ SDS a 10%'*, por comparagio com
padroes de pesos moleculares varidveis entre 200.000 e 14.000
Da e em comparaciio com coldgeno comercial. Os resultados
obtidos mostraram que o material preparado é caracterizado
pela presenca de bandas correspondentes a proteinas com pe-
sos moleculares de 98.000 e 95.500 Da, valores similares aque-
les descritos para as cadeias o} e 02, tipicas do coldgeno do
tipo 1'®, material predominante na matéria prima empregada.

O espectro vibracional FTIR mostrou a integridade da tripla
hélice da estrutura colagénica através da relacdo das
absorbancias medidas em 1235 e 1450 cm™!, devidas & amida
Il e a ligagio C-H do anel pirrolidinico'”. Para materiais
formatados em solugiio dcida pH 3,5, a integridade da estrutura
secunddria do tropocoldgeno pode ser verificada quando o va-
lor da relagio 1235/1450cm™ for maior ou igual a unidade.
Para o material preparado e utilizado neste trabalho, o valor
encontrado para esta relagfio foi de 1,01, portanto, significati-
vamente maior do que aquele que seria observado para estru-
turas desnaturadas, cujos valores estio por volta de 0,5'%,

A microandlise por raios-X (EDX) da amostra de fosfato de
cilcio sintetizado mostrou a presenca de apenas trés picos (Fi-
gura 1), dois deles referentes ao elemento cdlcio, em 3,69 (K¢)
¢ 4,01 KeV (Kp) e um referente ao elemento fésforo, em
2,01keV (Ky), sugerindo que ndo hi contaminacfio por outros
elementos quimicos.

Ca
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Figura 1. Espectro de EDX para o fosfato de cdlcio sintetizado, uti-
lizando-se um feixe de elétrons de 20keV

A relagdo cdlcio/fésforo (Ca/P) determinada por via timida
foi de 1,55, valor préximo ao do osso em seu estdgio inicial de
mineralizagéo, entretanto menor que o da hidroxiapatita que €
de 1,67. Esta diferenca poderia, provavelmente, estar relacio-
nada com fato do fosfato de cdlcio sintetizado ser uma mistura
de HA + B-fosfato tricdlcio, como mostrado pelo difratograma

Tabela 1. Caracteristicas da solugéo do coldgeno solubilizado.

de Raios-X (Figura 2a) com picos caracteristicos de hidroxia-
patita em 2,82; 2,79; 2,73 e 3,45 e outros picos de menor in-
tensidade em 2,88, 5,20 e 3,23, caracteristicos do P-fosfato
tricilcio (B-TCP),.de acordo com difratogramas padrdes do
JCPDS (Joint Commitee on Powder Diffraction Standards).
Entretanto, os resultados de difragdo de raios-X mostram que
a fase predominante constitui-se de HA, e portanto o valor da
relagdo de Ca/P deveria ser préoximo de 1,67. Essa diferenga tem
como possivel explicagdo a presenca de uma hidroxiapatita
deficiente em cilcio, cujo padrio de difragio € similar ao da
HA estequiométrica'®?",
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Figura 2. Comparagdo entre os difratogramas: (a) membrana de
coldgeno manufaturada a pH 3.5; (b) compisito fosfuto de cdlcio/
coldgeno; (c) fosfato de cdlcio

O compésito foi preparado pela mistura de fosfato de cdlcio
e coligeno em vdrias proporgoes, observando-se que a melhor
relagio (m/m) encontrada foi de 20:1, respectivamente. Para
relagdes fostato de cdlcio:colidgeno menores do que a mencio-
nada, verificou-se que o compdsito niio apresentava a consis-
téncia de uma pasta e sim de uma solugio viscosa de dificil
manipulacdo, devido a grande quantidade de coliageno solivel
ainda presente. Para relagcGes maiores observou-se o processo
inverso, ou seja, a quantidade de coldgeno era insuficiente para
fazer com que todas as particulas de fosfato de cdlcio ficassem
agregadas para formar um compdsito estdvel, devido a intensa
separacio da dgua do material.

Os resultados obtidos nas andlises dos espectros iv e difragdo
de raios-X para o compdsito 20:1 foram similares aos obtidos
para o fosfato de cdlcio (Figura 3). A caracteristica principal
observada na micrografia de MEV (Figura 4) foi a presenga de
particulas de fosfato de cdlcio recobertas com estruturas
filamentares que também sfo vistas interligando uma particula
a outra. Outra caracteristica é que aparentemente o coldgeno
apresenta-se sob a forma fibrilar (Figura 4).

O processamento ndo induz & desnaturag¢io do coldgeno, como
mostrado pela estabilidade térmica (Tabela 1) ¢ MEV (Figura 4),
preservando portanto sua estrutura para que possa exercer sua fun-
¢do de estimulo de crescimento celular. Conclui-se portanto que

amino4cidos PM (Da)® Est. Term(°C) relagio
Gly Pro Hypro ol 02 Ty 1235/1450cm™'®
25,6 15,5 13,3 98.000 95500 48,6 1,01

a - relag@o de dreas determinadas por densitometria dos géis de poliacrilamida apds coloragiio do coldgeno com Comassie Blue R.

b - obtida a partir das absorbancias no infravermelho
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Figura 3. Comparagdo citre ox espectros de iv obtidos para: (a)
membrana de coldgeno pH 3,5: (b) compdsito fosfato de cdlcio/

coldgeno (relagcdo 20:1); (¢) fosfato de cdlcio

Figura 4. Micrografia de MEV do compdsito fosfato de cdlcio/

coldgeno, numa propor¢do 20:1 (m/m), aumento de 10.000x.

coldgeno anidnico é um suporte adequado para a estabilizacdo de

hidroxiapatita particulada em compdsitos na forma de pasta.
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