Efeito do pH na Calcificagao /n vitro de Pele Porcina
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Resumo: A engenharia de tecidos tem sido utilizada como alternativa na reconstrugio de tecidos duros e moles. Este estudo
teve como objetivo a calcificacdo “in vitro” de pele porcina visando a obtengdo de um material para regeneragao de tecido
duro. As matrizes de pele porcina foram calcificadas em cela dupla termostatizada a 37 °C em pH 7,4 e pH 9,0 e caracteri-
zadas por microscopia eletronica de varredura (MEV), termogravimetria (TGA), espectroscopia no infravermelho (FTIR),
calorimetria exploratdria diferencial (DSC) e difracao de raios X. Os resultados obtidos por DSC mostraram que as amostras
calcificadas tém um pequeno aumento nos valores de temperatura de desnaturacdo em relagdo a amostra nao calcificada,
enquanto as curvas termogravimétricas mostraram uma porcentagem maior de material inorganico para o pH 7,4 em com-
parac@o com as amostras obtidas em pH 9,0. A formacao de sais de fosfato de cdlcio nas fibras de coldgeno foi confirmada
por difragdo de raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho (FTIR) e microscopia eletronica de varredura (MEV).
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In Vitro Calcification of Porcine Skin: Influence of pH

Abstract: Tissue engineering has been used as an alternative in the reconstruction of hard and soft tissues. The objective of
this work was to study the in vitro calcification of porcine skin aiming at obtaining a material to be used for regeneration of
hard tissue. Pig skin was calcified at 37 °C, pH 7.4 and pH 9.0 and characterized by scanning electron microscopy (SEM),
thermogravimetric analysis (TGA), infrared spectroscopy (FTIR), differential scanning calorimetry (DSC) and X ray dif-
fraction (XRD). The results obtained by DSC showed that calcified samples had a small increase in the values of denatur-
ation temperature when compared with uncalcified samples. Thermogravimetric curves showed higher quantity of inorganic
material for the pH 7.4 matrix when compared to samples obtained in pH 9.0. The formation of calcium phosphate salts on
collagen fibers was seen by SEM, which was also confirmed by X ray diffratogram and FTIR.
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Introdugﬁo tos com hidroxiapatita tem demonstrado migracdo de célu-
las de tecido 6sseo para o interior da matriz, sugerindo que
o material € bioativo!”.

As MECs de coldgeno ainda tém a vantagem de serem

A estratégia biomimética utilizada no desenvolvimento
de novos materiais para reconstrucio de tecido 6sseo inspi-

ra-se nos processos bioquimicos e biofisicos que ocorrem
na formacao dos tecidos mineralizados. A matriz extracelu-
lar na qual os cristais de sais de célcio se depositam durante
a formacao de tecido dsseo € principalmente coldgeno, que
constitui cerca de 95% da matéria organica do osso. Sendo
assim, matrizes que contenham coldgeno e hidroxiapatita
(HA) sao materiais promissores para serem usados como
base para um substituto biodegradavel do osso, dentro da
engenharia de tecido. A desvitalizacdo de matrizes ho-
moélogas ou heterélogas € uma alternativa vidvel para a
produgdo dessas matrizes extracelulares (MECs)™, servin-
do como suporte tridimensional para crescimento do novo
tecido. Varias MECs de coldgeno tem sido estudadas®, tais
como esponjas de coldgeno com deposi¢do de fosfato de
célcio que tem demonstrado grande potencial para aplica-
¢do em reconstrucio dssea através dos resultados obtidos
em culturas de condrécitos™®. Filmes de coldgeno recober-

modificadas quimicamente alterando suas propriedades su-
perficiais, dentre essas modificacdes a hidrdlise seletiva dos
grupos carboxamidas dos residuos de aminodcidos aspara-
gina (Asn) e glutamina (Gln) do tropocoldgeno® produz
uma matriz carregada negativamente a pH 7,4, obtendo-se
uma matriz de coldgeno polianidnico. Compdsitos dessas
matrizes com hidroxiapatita ndo-estequiométrica mostra-
ram uma baixa irritabilidade tecidual, permitindo a evolu-
¢do reparativa do tecido dsseo”. A avaliagdo bioldgica em
ratos mostrou que apds sessenta dias de implante o compd-
sito encontrava-se incorporado ao processo de ossificagdo
com as cavidades dsseas quase que totalmente preenchidas
por tecido 6sseo.

Neste trabalho utilizou-se a pele porcina que contém
como constituinte principal o coldgeno tipo I e ainda por ser
uma fonte bastante comum na obten¢do de materiais de he-
ter6logos, devido a sua similaridade com a pele humana!'®.
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Esta matriz apds hidrdlise seletiva dos grupos Asn e Gln, foi
calcificada em pH 9,0 e pH 7.4, com o objetivo de nuclear
sais de fosfato de cdlcio nas fibras de coldgeno, para ser utili-
zada na substitui¢@o e regeneragdo de tecidos duros.

Experimental

Preparagao da matriz

A pele porcina foi tratada a 25 °C, com uma solugdo con-
tendo sais de KOH, NaOH, Na,SO,, KCI, NaCl e Ca(OH),
por um periodo de 96 h, sendo em seguida estabilizada com
cloretos e sulfatos de K*, Na* e Ca** por 6 h e neutralizada
com soluc¢do de 4cido bérico 3% Apds a neutralizacio, a pele
porcina foi lavada com solu¢ao de EDTA 0,3% para remocao
de célcio®. Apés remocdo completa dos sais, a matriz foi
equilibrada em dcido fosférico 0,001 molL"! por um periodo
de 48 h. Em seguida foi lavada com 4gua deionizada e corta-
da em pedacos de 2,0 cm de didmetro (matriz A).

Estudo de calcificagdo

O estudo de calcificacdo foi realizado em cela dupla (Fi-
gura 1) termostatizada a 37 °C e sob agitacdo, com solucdes
de CaCl, 0,1 mol.L'e NaH_PO, 0,06 mol.L"'em pH 7,4¢ 9,0
por periodos de 24 h (matrizes B e D) e 72h (matrizes C e E),
respectivamente. Apds a calcifica¢@o, a matriz foi lavada com
dgua deionizada, congelada e liofilizada.

Caracterizagdo do material

* Microscopia eletronica de varredura (MEV): As foto-
micrografias foram obtidas da pele porcina calcificada
e sem calcificacdo em um equipamento LEO 440, ope-
rando com feixe de elétrons de 20 keV, com amostras
previamente cobertas com uma liga ouro-palddio;

» Difragdo de raios X. O difratograma de uma amostra
da matriz calcificada de aproximadamente 1 cm? foi
obtido em um difratdmetro Universal e raios X Carl

Agitagido
£as 37°C

Ca2+

Matriz

Ca2+

Agitagdo

Figura 1. Esquema da cela dupla utilizada para calcificacio das matrizes.
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Zeiss-Jena Mod. URD-6, com poténcia de 40 kV,
20 mA e radiacdo de CuKot 1,5406 A;

e Espectroscopia no infravermelho: O espectro de ab-
sor¢do na regido do infravermelho foi obtido do pd
superficial da matriz calcificada, em pastilhas de KBr
em um intervalo entre 400 a 4000 cm™', com resolucio
de 4 cm™ utilizando um espectrofotdmetro de FTIR
BOMEN MB-120;

e (Calorimetria exploratdria diferencial (DSC): Curvas
DSC foram obtidas em um equipamento TA Instru-
ments, modelo DSC 2010 calibrado com padrdo de
indio. A razdo de aquecimento foi de 10 °Cmin’', na
faixa de 20 a 180 °C, em atmosfera de N,. Foram uti-
lizadas massas de cerca de 10 mg, em suportes de alu-
minio herméticos. Os valores da temperatura de desna-
turacdo (Td) foram obtidos pela inflexdo da curva; e

e Andlise termogravimétrica (TGA): As andlises foram
realizadas com amostras de aproximadamente 10 mg,
com variacdo de temperatura de 25 a 800 °C e razdo de
aquecimento de 10 °Cmin! sob fluxo de ar sintético,
utilizando-se um equipamento TGA 2050 da TA Ins-
truments.

Resultados e Discussao

As curvas DSC das amostras calcificadas em pH 7,4 (Fi-
gura 2a) mostraram um aumento na temperatura de desnatu-
racdo (Td) do coldgeno em relacio a amostra nao calcificada.
A matriz submetida a hidrélise alcalina (matriz A), apresenta
transi¢do em torno de 43 °C. Os valores de Td para as ma-
trizes B, C, D e E foram: 48,6, 47,3, 46,7 e 45,3 °C, res-
pectivamente. Portanto, houve um aumento da Td devido ao
processo de calcificacio, indicando que a deposi¢do de sais
aumenta a estabilidade da hélice tripla. Esse mesmo efeito foi
observado por Kronick et al. "' quando do estudo de desmi-
neralizacdo de matrizes Gsseas.

As curvas termogravimétricas das matrizes A, B, C, D
e E sdo mostradas na Figura 3. Essas curvas mostram 3 es-
tdgios que estdo descritos na Tabela 1. O primeiro de 25 a
150 °C pode ser atribuido a saida de dgua presente na matriz.
O segundo estdgio correspondendo ao inicio da decomposi-
¢do do coldgeno que ocorre em torno de 150-450 °C. Entre
450-650 °C ocorre a carbonizagdo da parte organica. Para as

Tabela 1. Porcentagens de perda de massa das matrizes derivadas de pele
porcina obtidas através de TG.

Perda de massa (%)
Matriz 25-250 °C 250-450 °C 450-650 °C  Residuo

inorganico
(%)
A 12,6 53,6 332 0,6
B 9.3 37,2 23,6 29,9
C 9,6 36,8 223 31,2
D 13,1 37,3 27,1 21,8
E 12,5 37,3 26,0 23,8
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Figura 2. Curvas DSC das matrizes sem calcificagdo(A) e calcificadas por
24 (BeD)e72h (CeE)ema)pH 7.4;eb) pH9,0.

amostras calcificadas em pH 7,4 (Figura 3a) foi observando a
maior porcentagem de residuo inorganico (obtido em 750 °C),
ao redor de 30%. No caso das matrizes calcificadas em pH 9,0
(Fig.3b) a porcentagem de residuo foi em média de 22%. Para
a matriz sem calcificacdo hd uma pequena quantidade (0,6%)
de residuo inorganico. Os diferentes tempos de calcificagcdo
induziram a valores diferenciados no residuo inorganico.

O espectro de absorcdo na regido do infravermelho da pele
porcina calcificada (Figura 4) mostrou bandas referentes ao
coldgeno entre 1200 e 2000 cm'. Observou-se ainda uma forte
banda em 3300 cm™ que corresponde a superposicao das ban-
das de deformagéo axial de —OH" e —NH,*. O espectro mos-
trou ainda bandas préximas a 500 e 1040 cm™ correspondentes
a fons fosfato. A banda larga na regido de 3500-3400 cm™ €
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Figura 3. Curvas termogravimétricas das amostras nao calcificada (A) e cal-
cificadas por 24 (B e D) e 72h (C e E) em: a) pH 7,4; e b) pH 9,0.
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Figura 4. Espectro no infravermelho da pele porcina calcificada a pH 7.4
(B)e (C)epH9,0(D)e (E).

atribuida aos fons —OH- estrutural. O espectro obtido concor-
da com aqueles para HA/coldgeno observados na literatura?.

A Figura 5 mostra o difratograma de raios X da matriz
de pele porcina calcificada a pH 7,4 (matriz C), a mais calci-
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Figura 5. Espectro de difracdo de raios X da pele porcina calcificada a
pH 7.4 (matriz C).

Figura 6. Fotomicrografias obtidas para as matrizes: a) sem calcificacdo;
b) calcificadas por 72 h em pH 7,4; e ¢) pH 9,0. Aumento de 5000x.

ficada. Os sais de fosfato de célcio formados na pele porci-
na mostraram o mesmo padrdo em relagdo a HA, de acordo
com o difratograma padrdo da JCPDS (9-0432), com os picos
principais observados para valores de d 2,83, 2,78, 2,67 e
3,43 A, contudo observa-se uma linha de base de maior in-
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tensidade para valores de d menores que 3,0A, sugerindo a
presenca de outros sais!'*!4],

Uma avaliacdo macroscépica das matrizes mostrou que
apos a calcificagdo estas se tornam mais rigidas e com a pre-
senga de sais brancos em sua superficie.

A Figura 6a mostra a fotomicrografia da matriz de pele
porcina tratada sem calcificacdo, na qual pode-se observar as
fibras de coldgeno que a constituem. As Figura 6b e ¢ mos-
tram as matrizes calcificadas em ambos os pHs (7,4 e 9,0),
observando-se a formagdo de sais sobre a matriz em ambos
os casos. Os cristais formados entre as fibras das matrizes
apresentaram duas formas distintas: em agulhas (Figura 6b) e
aglomerados esféricos (Figura 6¢). As matrizes calcificadas,
principalmente para o pH 7.4, apresentam uma morfologia
similar aquela observada para a formagdo de HA em matrizes
de coldgeno!™ e também de fosfato octacdlcico!'?), que € o sal
precursor na obtengdo de HA.

Conclusao

O processo de calcificacdo, independentemente do pH,
forneceu matrizes mais estdveis termicamente como mostra-
do pelo aumento nos valores de Td. Esse processo dé origem
a HA amorfa, obtendo-se a pH 7,4 uma maior formacio do
sal em relacdo ao pH 9,0. A calcificagdo in vitro da pele por-
cina mostrou um resultado promissor quanto ao desenvolvi-
mento de novos materiais para regeneracao de tecido duro.
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