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RESUMO

Objetivo: Otimizar o processo de formacgao in vitro de hidroxiapatite na presenga
de colagénio, a partir dos resultados anteriormente obtidos (Araujo, 2019).

Materiais e Métodos: Foram considerados os grupos de estudo de Araujo, 2019, e
utilizados os materiais ¢ métodos por este estudados e descritos. As amostras foram
recobertas com ouro-palddio, observadas em SEM e sujeitas a analise EDS.

Resultados: Os valores de Ca/P encontrados foram superiores ao valor da
hidroxiapatite pura, 1,67, no entanto as imagens de SEM foram consistentes com
observagdes de hidroxiapatite realizadas por outros autores. Com base nestes resultados
surgiu a hipotese de o mineral obtido ndo ser hidroxiapatite pura, mas um conjunto de
formas de apatite. Para testar esta teoria, foi construido um modelo que procura estimar
o balanco das percentagens dos compostos moleculares identificados, respeitando a
composicao elementar das amostras.

Conclusao: Este trabalho mostrou que é possivel que o mineral formado in vitro
ndo seja apenas hidroxiapatite. No entanto, tratando-se de resultados preliminares, para
que esta hipdtese seja cientificamente provada, € necessario analisar o mineral obtido por

técnicas mais sensiveis.

Palavras Chave: Colagénio, Hidroxiapatite, Mineraliza¢ao






ABSTRACT

Objectives: To optimize the in vitro process of hydroxyapatite formation in the
presence of collagen, based on the results previously obtained (Aratjo, 2019).

Materials and methods: The study groups of Aratijo, 2019, were considered, as
well as, the materials and methods studied and described by him. The samples were
covered with gold palladium, observed in SEM and subjected to EDS analysis.

Results: The Ca/P values found were higher than the value of pure hydroxyapatite,
1.67, however the SEM images were consistent with observations of hydroxyapatite
performed by other authors. Based on these results the hypothesis that the mineral
obtained was not pure hydroxyapatite, but a set of forms of apatite, was studied. To test
this theory, a model was constructed to estimate the balance of the percentages of the
molecular compounds identified, respecting the elemental composition of the samples.

Conclusions: This work showed that it is possible that the mineral formed in vitro
is not only hydroxyapatite. However, since these are preliminary results, for this
hypothesis to be scientifically proven, it is necessary to analyse the mineral obtained by

more sensitive techniques.

Keywords: Collagen, Hydroxyapatite, Mineralization
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Introducdo

I. INTRODUCAO

A mineralizagdo € um processo que ocorre ao longo da vida. Os dentes, enquanto
tecido altamente mineralizado, s3o constantemente sujeitos a processos de
desmineralizacao e remineralizacao (He et al., 2019).

A perda de tecido mineralizado nos dentes tem implica¢des quer a nivel estrutural,
quer funcional, pelo que a remineralizagdo da dentina constitui o maior desafio da
dentisteria operatoria e preventiva (Cao et al, 2015). No entanto, esta ¢
consideravelmente mais complexa e menos efetiva do que a do esmalte, uma vez que
envolve a compreensao das propriedades da matriz, da solugdo de remineralizacao e da
interagdo entre ambas (Zhang et al., 2016).

Nos animais vertebrados, a mineralizacdo ocorre tipicamente em espacos
extracelulares, em intima associacdo com os constituintes organicos da matriz. O
colagénio tipo I € o principal constituinte organico da dentina e a sua organizagado
tridimensional em fibras altamente ordenadas ¢ considerada critica no processo de
biomineralizagdo. Estudos in vitro mostraram que a formagao de cristais de hidroxiapatite
por associagdo de ides calcio e 10es fosfato nao ocorre diretamente, sendo precedida por
uma forma transiente cineticamente mais acessivel, o fosfato de célcio amorfo (ACP),
forma esta que evolui para fosfato de octacélcio (OCP) e s6 entdo origina o cristal de
hidroxiapatite (Abou Neel et al., 2016; F. Z. Cui et al., 2008).

Entender a mineralizacdo da dentina e de outros tecidos colagénicos mineralizados,
como 0 0sso € 0 esmalte, € essencial para desenvolver e criar materiais capazes de reparar
e regenerar estes tecidos (Deshpande & Beniash, 2008).

Num trabalho recentemente desenvolvido na Egas Moniz (Araujo, 2019), foram
realizados ensaios que permitiram estabelecer algumas das condi¢des experimentais
aparentemente conducentes a formagao in vitro de hidroxiapatite mediado pelo colagénio

tipo I, como revelaram os resultados de SEM e EDS.

L.1. O COLAGENIO NA MINERALIZACAO

Os tecidos mineralizados, enquanto estruturas complexas, s3o compostos por uma
matriz organica, uma matriz inorganica e células (Boskey, 2007), sendo a mineralizacao
um processo dinamico que resulta da interacdo entre varios componentes de ambas as

matrizes da dentina (Lausch et al., 2013).
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Andlise da Mineralizacdo Dentindria in Vitro

A dentina, enquanto tecido colagénio mineralizado, € constituida em peso por 70%
de contetdo mineral (matriz inorganica), 20% de contetido organico (matriz organica) e
10% de 4gua. O componente principal da matriz organica da dentina é o colagénio,
correspondendo a mais de 85% da mesma, sendo na sua maioria do tipo I com algumas
fibras do Tipo III e V (Abou Neel et al., 2016; Cao et al., 2015).

O colagénio ¢ uma proteina complexa com uma sequéncia repetitiva
maioritariamente de glicina, prolina e hidroxiprolina (Tomoaia & Pasca, 2015). O tipo I,
0 mais abundante na natureza e no corpo humano, ¢ composto por um dominio central
helicoidal e dois dominios terminais nao helicoidais com N e C propéptidos (Figura 1)
(Henriksen & Karsdal, 2019). O dominio central helicoidal ¢ um heterotrimero composto
por duas cadeias alfa 1 e uma cadeia alfa 2, cada uma com aproximadamente 1000
aminodacidos em sequéncia repetitiva de GLI-X-Y em que X ¢ normalmente prolinae Y,
hidroxiprolina (Henriksen & Karsdal, 2019). A presenca de glicina a cada trés péptidos ¢
essencial e permite a formagao da estrutura helicoidal com aproximadamente 1,5 nm de
diametro e 300 nm de comprimento (Abou Neel et al., 2016; Landis et al., 2006; Martinez-
Ortiz et al., 2015).

Propéptido | |

Alfal

Dominio central helicoidal Propéptido

| |

Figura 1- Representacao das cadeias alfa 1 e 2, com o dominio central helicoidal e os dominios terminais
ndo helicoidais com N e C propéptidos. Adaptado de (Henriksen & Karsdal, 2019) com permissao.
Copyright (2019) Elsevier Inc.

A esta forma de colagénio composta pelos trés dominios da-se o nome de pro-
colagénio que, ap0s ser secretado pelas células para o espago extracelular, ¢ convertido
em tropocolagénio pela acao das metaloproteinases, que removem os propéptidos N e C
terminais (Figura 2) (Abou Neel et al., 2016). Apos a formacao do tropocolagénio, da-se

a formacao da estrutura tridimensional.
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Introducdo

A estrutura tridimensional foi primeiramente descrita num estudo realizado em
microscopio eletronico por Petruska & Hodge em 1963. Porém, s6 em 2006, um estudo
realizado por Orgel et al. descreveu em detalhe a estrutura das microfibrilhas. No modelo
presentemente aceite, a sua formagao resulta de um arranjo pentamérico quase hexagonal,
em que cinco unidades de tropocolagénio se agrupam longitudinalmente com uma
sobreposi¢do de um quarto do comprimento molecular (Cui et al., 2007; Orgel et al.,
2006). As microfibrilhas agrupam-se depois lateral e longitudinalmente para formar as
fibrilhas, adquirindo-se assim estrutura quaternaria do colagénio (Cui et al., 2007). Esta
estrutura ¢ estabilizada por ligagdes de hidrogénio, que podem ocorrer entre a cadeia
lateral da glicina e o grupo carbonilo de um péptido proximo e entre a hidroxiprolina e o
grupo amida de um péptido proximo, assim como por ligacdes covalentes
intermoleculares (Cui et al., 2007; Levin, 2011). A estrutura quaternaria do colagénio ¢
caracterizada pela existéncia de um buraco de cerca de 40 nm e uma sobreposicao de
cerca de 27 nm entre unidades adjacentes, o que resulta no padrao de bandas observado
em microscopia eletronica, que se repete a cada 67 nm e corresponde a cerca de 234

aminodacidos, mais conhecido por periodo D (Landis & Jacquet, 2013; Zhu et al., 2018).

Propéptidos
M e B
" o
X X
M- Propéptido C- Propéptido

Figura 2 - Representag@o da conversdo do pro-colagénio em tropocolagénio pela remogao dos propéptidos
N e C terminais e posterior agregacao em fibrilhas de colagénio. Adaptado de (Henriksen & Karsdal,
2019) com permissao. Copyright (2019) Elsevier Inc.

Virios estudos t€m vindo a ser efetuados com o intuito de perceber o mecanismo
de mineralizagdo e o papel do colagénio neste processo e, mais concretamente, o periodo
D tem sido muito estudado, uma vez que, os buracos de colagénio e zonas de sobreposi¢ao
estdo ativamente envoltos no processo de mineralizacdo (Palmer et al., 2008). Ainda
assim, para além das zonas de sobreposi¢ao e buracos de colagénio também foi observada

a ocorréncia de mineralizagao na superficie das fibrilhas de colagénio (He et al., 2019).
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Andlise da Mineralizacdo Dentindria in Vitro

Atualmente ¢ aceite que a fase inicial da nucleagdo ocorre nos buracos de colagénio e
zonas de sobreposicdo e que, uma vez nucleados os cristais de HA desenvolvem-se e
crescem em direcdo ao eixo c-cristalografico com orientagdo preferencial paralela ao
longo eixo das fibrilhas de colagénio (Figura 3) (Landis et al., 2006; Landis & Silver,
2009).

Figura 3— A) Representag@o da nucleag¢@o nos buracos de colagénio (gaps) e zonas de sobreposi¢do
(overlap); B) Estrutura tridimensional das microfibrilhas de colagénio; C) Nucleacdo nos buracos de
colagénio e zonas de sobreposi¢do; D) Imagem de microscopia eletronica de mineralizagdo. Adaptado de
(Nudelman et al., 2013) com permissdo. Copyright (2013) Elsevier Inc.

Estudos demonstraram que os grupos carboxilo de carga negativa (-COOH) e os
grupos carbonilo (-C=0) presentes nestas zonas interagem com os ides de calcio (Qiu et
al., 2015), e que, a sua conformacao tridimensional forma um molde que pode mediar a
orientagdo cristalografica dos cristais de HA (Cui et al., 2007). Outros estudos que
analisaram a sequéncia de aminoacidos destes locais revelaram que as suas cadeias

laterais podem adquirir uma conformagdo tridimensional capaz de coordenar os ides
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Introducdo

calcio e fosfato (L. He et al., 2019; Silver & Landis, 2011). A flexibilidades destas regidoes
foi também descrita como uma hipotese para a ocorréncia de nucleagio nestas zonas, uma
vez que, as fibrilhas adjacentes podem criar canais e espagos que permitem que o mineral
se forme (Nudelman et al., 2013). A elevada porosidade e um tamanho de poro adequado
para sequestrar grandes quantidades de ides calcio e fosfato foi ainda apontada como um
fator explicativo para a nucleagdo nestes locais (L. He et al., 2019).

Embora o papel do colagénio no processo de mineralizagdo ainda ndo esteja
totalmente esclarecido, sabe-se hoje que o colagénio ndo ¢ um substrato passivo uma vez
que, cristais com matrizes bem orientadas e organizadas s6 foram observados quando o
colagénio se encontrava na sua correta conformagao (Nudelman et al., 2010), o que apoia
a teoria de que as caracteristicas estereoquimicas do mesmo sao essenciais para o processo
de mineralizacdo, tendo importancia na nucleacao da HA, tamanho, forma e orientagao
dos cristais (Landis et al., 2006; Landis & Silver, 2009). Contudo, ¢ importante referir
que todos os estudos foram realizados in vitro, ndo sendo por isso possivel reproduzir
todos os processos celulares que ocorrem no tecido biologico, e como tal outras proteinas

também poderao estar envolvidas no processo de mineralizacao (Colfen, 2010; Niu et al.,

2017).

1.2. AS PROTEINAS NAO COLAGENICAS NA MINERALIZACAO

As proteinas ndo colagénicas (NCPs), constituintes da matriz organica, incluem as
glicoproteinas/sialoproteinas, os proteoglicanos, as fosfoproteinas e os fatores de
crescimento (L. He et al., 2019). Das NCPs, as pequenas glicoproteinas ligadas a integrina
com Nligantes (SIBLINGs), que incluem a osteopontina (OPN), a fosfoglicoproteina da
matriz extracelular (MEPE), a sialoproteina 6ssea (BSP), a proteina da matriz da
dentinaria (DMP-1) e a sialofosfoproteina dentindria (DSPP) e os seus subdominios,
sialoproteina dentinaria (DSP), glicoproteina dentinaria (DGP) e fosfoproteina dentinaria
(DPP) (George & Veis, 2008; Zhang et al., 2016), tém sido amplamente implicadas na
regulacdo da mineralizagdo dentindria devido a abundancia de aminoacidos acidos
(Fujisawa & Tamura, 2012). Estas podem atuar como promotores, inibidores, moléculas
de ancoragem, modificadores de crescimento ou substratos para a deposi¢ao mineral (E
Beniash et al., 2001; Gulseren et al., 2018).

A descoberta da DPP em 1967 por Veis & Perry, foi a primeira evidéncia de que as

fosfoproteinas estavam envolvidas na mineralizacdo. Estes verificaram que esta era

19



Andalise da Mineralizacdo Dentinaria in Vitro

particularmente rica em residuos de serina, acido aspartico e acido glutdmico e levantaram
a hipotese de que, quando ligada ao colagénio, seria capaz de nuclear HA, o que veio
suportar a teoria de que o crescimento desta resulta de uma interagdo das NCPs com o
colagénio (Veis & Perry, 1967). Tal descoberta levou a que o papel destas proteinas fosse
ativamente estudado, tendo alguns dos primeiros estudos in vitro utilizado a precipitagao
em gel para analisar o efeito de proteinas especificas como a BSP. No decorrer desses
estudos foi demonstrado que a concentragdo e a imobilizacdo, ou ndo, das proteinas nao
colagénicas pode afetar profundamente a sua fungdo. Contudo, embora estes estudos
fornecam informagdes valiosas, ndo mimetizam a complexidade da interacdo entre o
mineral, as proteinas e o colagénio (George & Veis, 2008; He et al., 2019; Nudelman et
al.,, 2013). Além disso, muitas proteinas tém fungdes multiplas, o que complica a
interpretacdo da acdo isolada de cada uma no fenémeno global (He et al., 2019).
Atualmente sdo conhecidas as func¢des de algumas das proteinas ndo colagénicas da
dentina. Sabe-se que a OPN e MEPE atuam como inibidores da mineralizagdo, enquanto
a BSP, a DMP-1, a DSPP, a DSP, a DGP ¢ a DPP estdo ativamente envolvidas na
mineralizacdo (George & Veis, 2008). A DPP participa na mineralizagdo intrafibrilhar,
na mineralizacdo intertubular da dentina, na formacao inicial dos cristais e na maturagao
dos mesmos (Gulseren et al., 2018). A DMP-1 est4 envolvida na regulacio da nucleagio
e do crescimento e formagao do cristal devido a sua capacidade de ligagdo ao célcio e
elevada afinidade com o colagénio (Beniash et al., 2012; He & George, 2004). A BSP
participa também na nucleacdo e deposi¢do mineral (George & Veis, 2008).
Inicialmente os estudos sugeriam que o colagénio sozinho nao era capaz de induzir
a formagao de HA e que as NCPs eram fundamentais (George & Veis, 2008; Landis &
Jacquet, 2013; Sharma et al., 2020). Mais tarde, foi observado em estudos in vitro que o
colagénio serve como matriz para a formagdo de HA mesmo na auséncia destas proteinas.
Todavia desta observagdo nao resultou numa conclusdo linear, uma vez que, tal pode ser
verdade para a formagdo mineral intrafibrilhar mas ndo necessariamente para a
interfibrilhar, j& que a nucleagdo e o crescimento do cristal ndo ocorrem exclusivamente
nos buracos de colagénio, como ja referido anteriormente (Landis & Jacquet, 2013).
Existem, como tal, questdes por clarificar sobre o papel das NCPs na mineralizagdo

(George & Veis, 2008; G. He & George, 2004; Lausch et al., 2013).
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I.3. OS PERCUSSORES AMORFOS E A HIDROXIAPATITE

Os animais invertebrados, durante o processo de formagdo do seu esqueleto
mineralizado, utilizam percursores amorfos que evoluem posteriormente para uma fase
cristalina. Nos animais vertebrados, mas especificamente no Homem, este processo tem
vindo a ser alvo de debate e estudo intensivo (Mahamid et al., 2008).

Inicialmente a mineralizagcdo do colagénio e de outros bio minerais cristalinos era
vista como uma precipita¢do classica ou mecanismo de nucleacdo e crescimento. Por
outras palavras, assumia-se que os i0es que precipitavam do fluido intersticial formavam
um aglomerado de tamanho critico que iniciava a nucleagdo, € que o seu crescimento se
dava pela adi¢do de ides a superficie (Gower, 2008; Wang & Nancollas, 2010).

Em 1960, as etapas da fase mineral do osso foram repensadas uma vez que, na
analise de fosfatos de calcio bioldgicos foram observados padrdes pobres de difracao de
raios-X e variagcdes nas composi¢des quimicas (Cui et al., 2008; Rey et al., 2009). Foi
entdo sugerido que na formacao da hidroxiapatite (HA) existia uma fase amorfa (Termine
& Posner, 1966), teoria também apoiada pelos estudos experimentais de Eanes et al.
(1965) que mostraram que em condigdes fisiologicas, inicialmente os precipitados sdo
amorfos e evoluem posteriormente para fosfato de octacélcio (OCP) e sé depois para
hidroxiapatite. Estes resultados revelaram que o mineral ndo cristaliza diretamente na
forma termodinamica mais estavel, pelo contrario, precipita primeiro na forma
cineticamente mais acessivel, o ACP (fosfato de calcio amorfo), e s6 depois se transforma
(Eanes et al., 1965; Wang & Nancollas, 2010). No entanto, por estes terem sido
conduzidos in vitro, durante algum tempo ndo permitiram concluir se in vivo 0s
percursores amorfos também se formavam.

Mais recentemente, com a evolugado das técnicas laboratoriais, foi possivel observar
in vivo evidéncias da existéncia destas fases percussoras. Em 2006, Crane et al., utilizando
a espectroscopia de Raman, mostraram que em osso de cranio de rato existem fases
intermediarias semelhantes a OCP. Beniash et al., em 2009, identificaram a presenca de
ACP no esmalte de camundongo. Em 2010 e 2011, Mahamid et al., através do
crescimento de ossos de peixe zebra, cranio de rato e osso longos, mostraram que o
mineral ¢ libertado em globulos pelas células na zona de crescimento, e que estes em
contacto com as fibrilhas de colagénio se transformam em HA. Destes estudos resultou
uma mudanca de paradigma na visao do processo de mineralizacao, e os trabalhos in vitro

passaram a ter como objetivo elucidar o papel do ACP. Uma questao importante € nao
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evidente que emergiu destes estudos relaciona-se com o processo de infiltracio do ACP
no colagénio, tendo sido levantadas duas hipoteses. A primeira propde que uma vez
depositado no meio extracelular, o ACP se dissolve e os ides se infiltram no colagénio
onde ocorre a sua re-precipitagdo e posterior nucleagdo em apatite (Silver & Landis,
2011). No entanto nao foram encontras evidéncias que apoiem esta teoria. A segunda,
que o proprio ACP existe num estado liquido e se difunde no colagénio por meio de forcas
capilares (Gower, 2008; Olszta et al., 2007). Contudo, estudos posteriormente realizados
mostraram que a infiltragdo do ACP no colageno resulta das interagdes de carga entre o
mineral e as fibrilhas de colagénio (Nudelman et al., 2010) e que, o tamanho dos
aglomerados de ACP tém influéncia na mineralizacdo (L. He et al., 2019). Aglomerados
menores de ACP permitem uma infiltragdo mais rapida nas fibrilhas e consequentemente
formagdo mais rapida de apatite, o que ¢ apoiado pela caracteristica de exclusao de
tamanho do colagénio, que limita a dimensdo das moléculas que se podem infiltrar.
(Toroian et al., 2007). Moléculas maiores que 40 kDa nao se infiltram no colageno,
enquanto que menores que 6 kDa podem facilmente fazé-lo (Toroian et al., 2007). Outros
estudos revelaram também que quando a velocidade de infiltragdo ¢ reduzida, apenas o
ACP se forma, enquanto que velocidades elevadas originam cristais de apatite
corretamente orientados (Lausch et al., 2013). Estas observacdes sugerem que o ACP
quando formado rapidamente ¢ instavel e, como tal, transforma-se rapidamente em
apatite.

Atualmente, € entdo aceite que, tanto in vitro como in vivo, pH neutro e saturagdes
moderadas levam inicialmente a formagao ACP, com relagcdes de Ca/P ~1,5, que
posteriormente se transforma em apatite (Wang & Nancollas, 2010; Zhao et al., 2012).
Estudos sugeriram, no entanto, que esta transformac¢ao ndo ocorre diretamente, mas sim
por meio de um intermediario tipo OCP. Feenstra & Bruyn, 1979, apds a andlise da
estrutura solida em desenvolvimento, durante a mineralizacdo, observaram que
associados a ACP foram encontrados OCP e cristais de apatite e, mais tarde, um estudo
da cinética de conversdo, a pH fisiologico, revelou a existéncia clara de duas fases (Zhao
et al., 2012): uma primeira que consome acido e converte o ACP num intermediario tipo
OCP; e uma segunda que consome base e converte intermedidrio tipo OCP em apatite ou,

possivelmente, converte diretamente ACP em apatite (Zhao et al., 2012).
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4. HIDROXIAPATITE E AS APATITES BIOLOGICAS

Os fosfatos de célcio (tabela 1) podem ser classificados em trés grandes grupos de
acordo com a sua estrutura, as apatites, as glaserites e compostos com camadas de CaPOs.
As apites, cuja formula quimica ¢ Cajo(PO4)sX2, incluem os derivados de hidroxiapatite
(X=0H) e de fluorapatite (X=F), bem como as formas relacionadas com estruturas do
tipo apatite, tais como fosfato octacalcico, o octacalcio bis-hidrogenofosfato tretrafosfato
pentahidratadobis (Cag(HPO4)2(PO4)4-5H20) e o fosfato tetracélcico (Cas(PO4)2). Ja a
glaserite inclui todos os polimorfos de fofosfato tricalcico (Ca3(PO4)2) e os compostos
com camadas de CaPO4 incluem o fosfato dicalcico di-hiratado (CaHPO4.2H>0), fosfato
dicélcico anidro (CaHPOy) e os fosfatos monocélcicos (Ca(H2PO4)-2H20 e Ca(H2PO4)2)
(Mathew & Takagi, 2001).

Tabela 1 - Fosfatos de célcio e as suas propriedades. Adaptado de (Okada & Matsumoto, 2015) com
permissdo. Copyright (2015) Elsevier Inc.

Ca/P molar ratio Chemical formula Name Abbr. Water solubility pH stability
at 25°C (g/L) range at 25°C

0.5 Ca(H;PQ4);-H; 0 Monocalcium MCPM ~18 0-2
phosphate
monochydrate

0.5 Ca(H;POs):z Monocalcium MCPA ~17 a
phosphate anhydrous

1.0 CaHPO4-2H,0 Dicalcium phosphate DCPD ~0.088 2-6
dihydrate (brushite)

1.0 CaHPO, Dicalcium phosphate DCPA ~0.0048 >
anhydrous (monetite)

1.2-2.2 Ca,H,(PO4);-nH,0 Amorphous calcium ACP = ~5-12°

(n=3-4.5) phosphate

1.33 Cag(HPO4);(PO4)4-5H, 0 Octacalcium oce ~0.0081 5.5-7
phosphate

1.5 a-Caz(POy4);2 a-Tricalcium a-TCP ~0.0025 e
phosphate

1.5 B-Caz(P0Os):2 B-Tricalcium B-TCP ~0.0005 g
phosphate

1.5—1.67 Ca1g.x(HPO4)x(PO4)ex(OH)2 Calcium-deficient CDHA ~0.0094 6.5-9.5

(D<x<1) hydroxyapatite

1.67 Ca1o(PO4)s(0H)2 Hydroxyapatite HAp ~0.0003 9.5-12

2.0 Cas(P04):0 Tetracalcium TTCP ~0.0007 g
phosphate

(hilgenstockite)

2 Stable at above 100°C.

b Cannot be measured precisely.

© Always metastable.

9 These compounds cannot be precipitated from aqueous solutions.

As apatites sao definidas como um conjunto de compostos de formula quimica geral
M;i0o(XO4)sY2, sendo capazes de acomodar um largo espectro de modificagdes e
substituicoes de id0es dentro da sua estrutura. Entre as varias formas de fosfatos de calcio,

estas representam a fase termodinamicamente mais estavel e por isso, sdo consideradas
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como o produto final provavel em muitas reagdes biologicas (Liu et al., 2013; Markovic
et al., 2004; Mathew & Takagi, 2001; Okada & Matsumoto, 2015; Palmer et al., 2008).

A hidroxiapatite (HA), Caio(PO4)s(OH)2, tem sido largamente estudada pelo seu
papel em diversas areas, como a quimica dos solos, os materiais dentarios, a etiologia da
carie, a mineralizagdo Ossea, a osteoporose ¢ a administragdo de medicamentos. Além
disso, ¢ considerada o maior componente inorganico dos ossos e dentes (Liu et al., 2013;
Mathew & Takagi, 2001). A HA pode apresentar duas formas de cristal, a hexagonal
cujos parametros da rede cristalina sio a = b =9.432 A, c =6.881 A,ey =120°¢ a
monoclinica cujos pardmetros sio a = 9.421 A, b =2a, c = 6.881 A, e y = 120°. Ambas
as formas partilham os mesmos elementos constituintes e apresentam uma relagao
estequiométrica de Ca/P igual a 1,67 (Kay et al., 1964), sendo a grande diferenca a
orientacdo dos grupos hidroxilo. Na HA hexagonal, dois grupos hidroxilo adjacentes
apontam para sentidos opostos, enquanto na monoclinica, os grupos hidroxilo tém o
mesmo sentido quando localizados na mesma coluna, mas sentidos opostos entre colunas
(Howard, 1973; Kay et al., 1964).

A organizagdo estrutural, anteriormente descrita, e caracteristica da HA, permite
um vasto conjunto de variagoes, face a capacidade de retengdo de diferentes ides. Como
resultado, as apatites, tal como ocorrem nos tecidos biologicos, formagdes minerais e
produtos de laboratorio raramente sdo encontradas na forma estequiométrica pura
(Markovic et al., 2004).

Em ambiente fisiologico, a dissolu¢do parcial dos CaP, que ocorre num
microambiente acido resultante da atividade celular, leva a uma supersaturacao do fluido
bioldgico, apds a qual ocorre a precipitagdo de diversos ides (Figura 4). As apatites
bioldgicas sdo por isso, usualmente deficientes em célcio e detentoras de uma grande
variedade de pequenas quantidades de atomos e grupos substitutos, principalmente nas
posi¢des ocupadas pelos os ides Ca?*, POs* ¢ OH’, o que resulta em cristais com
propriedades distintas proporcionais ao nimero de substituigdes (Mathew & Takagi,
2001). O Ca*" pode ser ocupado por catides bivalentes ou monovalentes como o Mg*",
Sr**, Ba?", Min?*, Fe?*, Zn?**, Cd**, Pb**, H*, Na", K" ou ter lugares livres, sendo os mais
frequentes nas o0 Mg?*, Na" e K* (Liu et al., 2013; Okada & Matsumoto, 2015). Por sua
vez, 0 PO4>", pode ser substituido por AsO4>~, VO4>~, SO4*~, COs?", SiO4*", sendo o mais
comum o COs?", que origina a carboapatite (Elliott et al., 1985; Liu et al., 2013). O OH
por outro lado, ¢ frequentemente substituido por F~, CI", mas também pode ser por Br,

0%, COs*, ter lugares livres ou uma combinacdo de ambos. Neste local, X da férmula
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geral, quando a apatite ¢ pura cada ido ocupa um local especifico, mas quando dois ou
mais i0es destes estdo presentes, interagem entre si € causam alteragdes estruturais. A
fluoroapatite, resultante da substitui¢do do id3o OH™ por F-, ¢ frequentemente encontrada
nas estruturas dentarias face a disponibilidade deste ido na cavidade oral (Sudarsanan &
Young, 1978). O ido carbono pode entdo substituir ides em duas localizagdes distintas,
sendo identificadas por substituicdes do tipo A quando ocorrem no local do ido OH™ e
substituicdes do tipo B quando ocorrem no local do ido PO4>~. As substitui¢des do tipo B
sao frequentemente encontradas nas apatites biologicas e por isso o estudo das formas
carbonatadas tem especial interesse clinico, visto que altera as propriedades do mineral

(Abou Neel et al., 2016; Elliott et al., 1985; Mathew & Takagi, 2001).

Dissolugdo parcial dos cristais
causada pela atividade celular

Precipitacdo de ides

05 Tl T ol
. . i i
Vo, , 50,°
L h
PO,’
a o™ oD, 00y, F.ol
g OH @ ou livre
° # Ca(ll)

o
’ ' ¥ ¥, 3
Ca(I) Sr**,Ba*",Mg™*,Na",
KJ.

Figura 4 — Esquema do mecanismo de dissolucdo/precipitacdo nas apatites bioldgicas e possiveis
substitui¢cdes. Adaptado de (Liu et al., 2013) com permissdo. Copyright (2013)
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A apatite biologica pode ser como tal definida como um fosfato de calcio
incorporado por varios tipos de ides, em que o célcio, o fosforo e o oxigénio sdo os trés
elementos principais que a compdem. Como consequéncia, a relagao Ca/P € quase sempre
distinta do valor conhecido para a HA estequiométrica, 1,67, podendo apresentar quer
valores inferiores quer superiores, mas também valores semelhantes (Liu et al., 2013;

Mathew & Takagi, 2001; Okada & Matsumoto, 2015; Palmer et al., 2008).

I.5. OBJETIVO

Neste trabalho pretendeu-se otimizar o processo de formagdo in vitro de
hidroxiapatite na presenca de colagénio, a partir dos resultados anteriormente obtidos
(Aragjo, 2019). Para tal, foram considerados os grupos A-C anteriores, com as alteracdes
entretanto introduzidas e avancar em cada passo de acordo com os resultados obtidos da

analise elementar.

26



Materiais e Métodos

Il. MATERIAIS E METODOS

II.1.  Grupos Experimentais

Neste trabalho experimental pretendia-se otimizar o processo de formacao in vitro
de hidroxiapatite na presenca de colagénio, a partir dos resultados anteriormente obtidos
por Aratjo, 2019. Para tal foram inicialmente considerados os grupos de estudo de
Aratjo, 2019, identificados na tabela 2. Contudo, face aos resultados discrepantes obtidos
no primeiro ensaio, € ao tempo experimental limitado pela Covid-19, procedeu-se apenas

a produgao e otimizagao do grupo A.

Tabela 2— Grupos de Estudo descritos por Araujo, 2019.

Grupo A Amostra preparada por adigdo de cloreto de calcio 0,1 M a uma solugéo acida de colagénio (colagénio tipo
| de cauda de rato, Sigma-Aldrich), seguida de adi¢&o da solugéo de neutralizagdo a pH 7,4. Evolugdo do

processo de mineralizagao durante 72 horas a 25°C. Recuperagao do mineral para analise;

Grupo B Amostra preparada como descrito para o grupo A, mas utilizando Recaldent™ CPP-ACP como agente
mineralizante;
Grupo C Amostra preparada como descrito para o grupo A, mas utilizando ProRoot® MTA como agente

mineralizante.

I1.2. Mcétodo Experimental

O método experimental inicialmente utilizado foi o descrito por Aratjo, 2019,
esquematizado na figura 5, tendo-se procedido, ao longo dos 4 ensaios realizados, a sua
otimizagdo e consequente alteragdo face aos resultados obtidos em cada um.

As solugdes de acido cloridrico 10 mM (HCI), cloreto de calcio 0,1 M (CaCly),
cloreto de sodio 0,5 M (NaCl), tampao de fosfatos de soédio 0,1 M, pH 7,4 e de tampao
Tris-HCI (hidroximetilaminometano) 0,2 M, pH 7,4 foram produzidas uma tnica vez, a
partir dos reagentes identificados na tabela 3. Os reagentes colagénio tipo I de cauda de
rato (CAS 9007-34-5), Recaldent™ CPP-ACP e ProRoot® MTA foram adquiridos dos

fornecedores Sigma-Aldrich, GC e Dentsply respetivamente.
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Tabela 3 - Reagentes com respetiva densidade/massa molar, CAS-number e fornecedor.

Reagente Fornecedor CAS-number MM/Densidade
Cloreto de célcio - CaClz Sigma-Aldrich 10043-52-4 110.98 g/mol
Cloreto de sddio - NaCl Sigma-Aldrich 7647-14-5 58.44 g/mol
Acido cloridrico - HCI Sigma-Aldrich 7647-01-0 36,46 g/mol
1.18 g/mL
Tris hidroximetilaminometano Sigma-Aldrich 77-86-1 121.14 g/mol
Hidrogenofosfato de sodio - NazHPO4 Sigma-Aldrich 7558-79-4 141.96 g/mol
Di-hidrogenofosfato de sodio - NaH2PO4 Sigma-Aldrich 7558-80-7 137.99 g/mol

A partir das solugdes iniciais e reagentes adquiridos, foi preparada uma solugdo

acida de colagénio de concentragdo 2 mg/ml por adicdo de HCI e, uma solugdo salina de

neutralizagdo por adi¢ao das solugdes tampao Tris-HCI, cloreto de sddio e tampao fosfato

de sddio (figura 5).

Os microtubos dos 4 ensaios realizados, foram preparados por adicao de 400 puL da

solugdo 4cida de colagénio, 150 pL de cloreto de calcio e 800 puL de solucdo salina de

neutralizagdo (figura 5), tendo-se homogeneizado a solugdo apods cada adicao.

D

olagénio tipo | de Solucao de
cauda de rato Acido Cloridric
(Sigma-Aldrich) 10mM a 4°C

4

Solucao Cloretd
de Cilcio 0,1M

I ambiente

ampao Tris-HCl
02MepH 743

: I ambiente
{

Sodioc0iMepH 74 a

ampao de Fosfato rh)
| ambiente

Cloreto de Sodio
0.5M a
| ambiente

Solucao Salina de
MNeutralizacdo na
proporcao de G0:26:9

+ 150
Solugio Acida de .
mees 400yl 800l
Colagénio 2mg/ml
| Evolugan do processo de mineralizagao durante 72 horas a T ambiente ]
L
[ Centrifugacdo em Microcentrifuga a velocidade maxima durante 1min I

. 4

A

[ Recuperacio do Mineral por Decantacao ]

D{ Controlo do pH do sobrenadante com tiras de pH

L 4

I Lavagem com agua bidestilada |

| Secagem ao Ar em tubo invertido durante 48H |

Figura 5 — Esquema representativo do método experimental utilizado e descrito por Aratjo, 2019.
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No ensaio A0.1 seguiu-se o procedimento da figura 5, tendo-se realizado o processo
de mineralizacdo a temperatura ambiente (~25°) ndo controlada, no ensaio A0.2 a
temperatura foi mantida a ~25° com controlo e nos ensaios A0.3 e A0.4 a temperatura foi
mantida constante a ~21°C.

O processo de secagem foi otimizado para a observacao em SEM. Para tal, entre a
lavagem com 4gua bidestilada e a secagem em tubo invertido durante 48 horas, (Tabela
4), foi realizada a desidratagdo das amostras com imersdo em etanol a percentagens
crescentes: alcool a 70% durante 5 min 1 vez, alcool a 96% durante 5 min 2 vezes, alcool
a 100% durante 5 min 3 vezes, e em hexametildisilazano (HMDS) durante 15 min 1 vez
(Perdigao et al., 1995).

Depois de secas, as amostras dos 4 ensaios foram pesadas em balanca analitica e
observadas em estereomicroscopio didatico Leica EZ4D, onde foram fotografadas com

uma ampliagdo de 25x.

Tabela 4 - Resumo dos ensaios com respetivas alteragdes referentes a temperatura e secagem.

Ensaio A0.1 Ensaio A0.2 Ensaio A0.3 Ensaio A0.4
30 microtubos 30 microtubos 4 microtubos 4 microtubos
T ambiente T ~25° T~21° T~ 21° em ambiente
controlado
Secagem otimizada Secagem otimizada

II.3.  Analise Mineral - SEM e EDS

No Centro de Microscopia Eletronica (Cmicros) da Egas Moniz, CRL, as amostras
foram observadas em microscopio eletroénico de varrimento (SEM), modelo JOEL JSM-
5400 (Figura 6), e sujeitas a analise EDS (espectroscopia de energia dispersiva de raios
X). Para tal, foram fixadas em cola de carbono num suporte de aluminio e recobertas com
ouro-paladio (Figura 7), ~20 nm, por sputtering, com recurso a um revestidor de

bombardeamento idnico.
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Figura 6 - Microscdpio eletronico de varrimento modelo JOEL JSM-5400.

Figura 7- Amostras recobertas com ouro-paladio.

As ampliacdes e tensdes de aceleracdo utilizadas encontram-se identificadas nas

figuras presentes nos resultados e discussao.
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I11. RESULTADOS E DISCUSSAO

Num trabalho realizado recentemente na Egas Moniz por Araujo (2019), foram
realizados ensaios que permitiram estabelecer algumas das condigdes experimentais
aparentemente conducentes a formacao in vitro de hidroxiapatite, tal como revelaram os
resultados de SEM e EDS. Este trabalho foi baseado no método descrito por Cui et al.,
(2008), que promove simultaneamente o self-assembly do colagénio e¢ o inicio do
processo de mineralizacado in vitro, através da adi¢do de uma solucdo de cloreto de célcio
e uma solugdo salina de neutralizagdo a uma solugdo 4cida de colagénio.

A acidificacdo do colagénio provoca um desarranjo conformacional reversivel e um
aumento de energia, que desfavorece as interacdes entre moléculas de colagénio,
colocando-as num estado tenso. A rapida reposi¢ao do pH a valores fisiol6gicos favorece
a recuperagdo da estrutura quaterndaria (self-assembly). Assim, o efeito da acidificagdo
prévia do meio no colagénio pode ser revertido adicionando uma solucdo salina de
neutralizacdo. Uma vez que a solu¢do de cloreto de calcio ¢ adicionada antes da
neutralizagdo, é esperado que a formagdo de fibrilhas de colagénio e a mineralizagdo
tenham inicio simultaneamente.

Em concordancia com outros estudos publicados, Araujo, (2019) concluiu, no seu
trabalho experimental, que valores de propor¢do Ca/P proximos a 1,67 (valor tedrico)
eram obtidos a temperatura ambiente (~25°C). Valores baixos de temperatura estabilizam
a fase amorfa, ndo promovendo a consequente formacao de HA, valores entre os 20-25°
destabilizam a fase amorfa, favorecendo a formagao de HA, enquanto valores superiores
a temperatura ambiente afetam a organizacdo tridimensional do colagénio, o que terd
implicagdes no mineral obtido (Lausch et al., 2013; Nudelman et al., 2011; Toroian et al.,
2007).

No trabalho anterior realizado por Aratjo, 2019, a temperatura ideal (~25°) foram
obtidos valores médios de massa mineral de 54,8 mg e propor¢des de Ca/P médias de
1,72. O objetivo inicial deste trabalho experimental era otimizar o processo de formagao
in vitro de hidroxiapatite, com base nestes resultados, considerando os mesmos grupos
A-C, com as alteragdes entretanto introduzidas, e avangar em cada passo de acordo com
os resultados obtidos da andlise elementar por espectroscopia de WDXRF. No entanto,

face aos resultados obtidos no ensaio A0.1, apenas o grupo A foi otimizado e, perante a
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impossibilidade de realizacdo da andlise proposta, foi realizada a analise EDS e

observagao SEM.

III.1. Ensaio AO.1

Inicialmente foram preparados 30 microtubos do Grupo A seguindo o procedimento
de Aratjo (2019), e colocados a temperatura ambiente. Este primeiro ensaio teve como
objetivo testar a reprodutibilidade do trabalho efetuado e avaliar a eventual necessidade
de otimizagao deste grupo.

Ap6s a adigdo da solucdo salina de neutralizacdo e homogeneizagdo do microtubo
foi controlado o pH do primeiro tubo com recurso a tiras de pH, tendo-se obtido um pH
de ~7 (Figura 8). Apds 30 min, foi possivel observar uma alteracdo da turbidez (Figura
9), como reportada noutros trabalhos (Aratijo, 2019 e Cui et al., 2008), e atribuido por
diversos autores ao self-assembly do colagénio. As observagdes feitas as 24 h, 48 he 72
h seguintes foram também consistentes com os resultados dos trabalhos anteriores, tendo-
se verificado um aumento da turbidez, mas também um aumento da viscosidade do meio,

caracteristica da formagao das fibrilhas de colagénio.

Figura 8 - Controlo de pH no minuto zero, pH ~7.

Figura 9 - No microtubo B ¢é possivel observar o aumento da turbidez ao fim de 30 min, quando
comparado com o microtubo A antes da adi¢do da solucdo salina de neutralizagao.

32



Resultados e Discussdo

Findas as 72 horas, os microtubos foram centrifugados e descartado o sobrenadante,
a partir do qual se fez o controlo de pH, tendo-se registado em todos um pH neutro, ~7.
As amostras foram entdo lavadas com dgua destilada, secas em tubo invertido durante 48
horas e pesadas em balanga analitica. A massa média calculada foi de 2,1 mg, um
resultado substancialmente inferior ao obtido por Araujo, (2019) nas mesmas condi¢des,
54,8 mg.

Tendo em conta estes resultados, as amostras foram observadas em
estereomicroscopico didatico Leica EZ4D, a uma ampliagao de 25x, (Figura 10), onde foi
possivel verificar que o mineral obtido nao era uniforme. Este apresentava zonas de maior
translucidez e zonas de maior opacidade, sugerindo uma constitui¢cao heterogénea. A fim
de confirmar estas observagdes, as amostras foram sujeitas as analises SEM e EDS, uma
vez que a andlise elementar por espectroscopia de WDXRF requer o minimo de 1gr de

amostra mineral.

Figura 10 - Imagem de mineral obtida em estereomicroscopio didatico Leica EZ4D, onde € possivel
observar a heterogeneidade do mesmo. Ampliagdo 25x.

Nas imagens de SEM (figura 11), comprovou-se a heterogeneidade do mineral
obtido, pois sdo observadas zonas de cor branca, correspondentes as zonas mais opacas
nas imagens de estereomicroscopio, € zonas escuras, correspondentes as zonas mais
translucidas. A andlise EDS revelou também uma heterogeneidade na constituicdo do
mineral (figura 11), tendo sido detetado nas zonas claras carbono, oxigénio, sddio,
fosforo, cloro e calcio, enquanto nas zonas escuras se detetou apenas O, P, Cl e Ca, com

Ca/P de 18 ¢ 9,75 respetivamente.
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Figura 11 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliagdo de 100x, de uma amostra do mineral do ensaio
AO.1. E possivel observar a heterogeneidade do mesmo, pelas zonas brancas e escuras observadas, e pelos
valores de analise EDS em cada zona do mineral.

Os resultados foram, portanto, significativamente distintos dos obtidos no trabalho
anterior, ndo sO a nivel de massa - 2,1 mg neste ensaio e 54,8 mg no trabalho anterior -
mas também da constituicdo do proprio mineral — 18 e 9,75 relacdo Ca/P neste ensaio e
1,72 no trabalho anterior. A disparidade de resultados pode ser atribuida a realiza¢do de
ambos os ensaios sem controlo da temperatura, sendo que, durante o aqui descrito, se
registaram valores maximos superiores a 30°C. De facto, e como ja referido, temperaturas
acima de ~25° podem gerar altera¢des da conformagao do colagénio e consequentemente
no mineral obtido. Tendo em conta este fator houve necessidade, ndo so6 de efetuar um
segundo ensaio em ambiente com temperatura controlada, mas de focar o presente
trabalho apenas na otimiza¢do do grupo A, tendo-se adiado a realizagdao dos ensaios
relativos aos grupos B e C. A decisdo de otimizagdo resultou do facto de este ser um
estudo promissor, com etapas seguintes ja idealizadas, que requerem que o método seja

altamente reprodutivel.
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III.2. Ensaio A0.2

Numa primeira fase do processo de otimizagdo do Grupo A, foi realizado o ensaio
A0.2, em que foram preparados 30 microtubos e colocados numa estufa a 25°.

Durante o ensaio, uma vez que a temperatura exterior permanecia excecionalmente
quente, o termoémetro da estufa foi controlado diariamente, tendo-se registado oscilagdes
de temperatura entre os 25-32°. Nao obstante, o ensaio nao foi interrompido e, apos as 72
horas, procedeu-se a secagem do mineral obtido como descrito anteriormente. O pH dos
sobrenadantes apresentou valores neutros, ~7, € na pesagem obteve-se uma massa média
de 3,3 mg. Um valor novamente inferior aos resultados de Aratjo, 2019, mas concordante
com os valores obtidos no ensaio A0.1.

Dos 30 microtubos preparados, foram selecionados 3 aleatoriamente para serem
observados em esteromicroscopio/SEM e sujeitos a analise EDS. Na figura 12, imagem
de uma das amostras selecionadas, ¢ possivel observar que, ao contrario do mineral do
ensaio A0.1, este apresenta uma translucidez uniforme e homogeneidade de composicao

aparente.

Figura 12 - Imagem de mineral obtida em estereomicroscopio didatico Leica EZ4D, onde é possivel
observar a transparéncia do mesmo. Ampliagdo 25x.

A observagdao em SEM veio confirmar a homogeneidade do mineral, visto que, em
baixa ampliacdo, como se pode verificar na figura 13, ndo € possivel identificar diferentes
zonas como na figura 11.

Quando analisadas em pormenor, na ampliagdo de 200x, as amostras sugerem a

existéncia de uma estrutura tridimensional (figuras 14, 15 e 16). No entanto, ¢ dificil de
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caracterizar pela falta de detalhe na superficie. Esta pode ser resultado do processo de
secagem utilizado ndo ser adequado para a preservagdo da estrutura tridimensional do
material organico. A secagem diretamente ao ar pode levar a uma distor¢do da estrutura
tridimensional devido a tensdo de superficie exercida pela 4gua. Adicionalmente, as
amostras quando subtidas ao SEM, por serem analisadas sob véacuo, necessitam de ser
sujeitas a um processo de secagem completa (D. Bray, 2000).

Virios procedimentos de secagem tém sido testados em espécimes bioldgicos e com
arranjos tridimensionais, como € o caso da amostra em questdo (Braet et al., 1997; Bray
et al., 1993; Jusman et al., 2014; Lee & Chow, 2012). De entre as vdarias técnicas
existentes e regularmente utilizadas, a desidratagdo com percentagens de alcool
crescentes e posterior imersdo em HMDS ¢ a que, em espécimes animais € com arranjos
tridimensionais, mostrou melhores resultados em termos de preservacdo dos tecidos
aquando da observacdo em SEM (Braet et al., 1997; D. Bray, 2000; D. F. Bray et al.,
1993; Jusman et al., 2014; Lee & Chow, 2012).

A0 72H estufa 1557
MAG: 50x HV:25kv WD: 10 mm

Figura 13 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliagdo de 50x, onde ¢ possivel observar a homogeneidade
de uma amostra de mineral do ensaio A0.2.
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'AO 72H estufa 1554
MAG: 200x HV: 25 kV WD: 10 mm

Figura 14 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliacdo de 200x, de uma amostra do mineral do ensaio
A0.2. A imagem sugere a existéncia de uma estrutura tridimensional, pela existéncia de uma leve
granulagdo.

AQ 72H estufa 1559
MAG: 750x HV:25kV WD: 10 mm

Figura 15 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliagdo de 200x, de uma amostra do mineral do ensaio
A0.2. A imagem sugere a existéncia de uma estrutura tridimensional, pela existéncia de uma leve
granulagao.
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MAG: 750x HV:25kV WD: 10 mm

Figura 16 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliacdo de 200x, de uma amostra do mineral do ensaio
A0.2. A imagem sugere a existéncia de uma estrutura tridimensional, pela existéncia de uma leve
granulagio.

Relativamente a analise EDS, as 3 amostras tiveram resultados semelhantes nos
elementos identificados como constituintes (Figura 17, 18 e 19). Elementos como o
aluminio, cobre e ouro sdo resultado da liga de ouro-paladdio com que as amostras foram
recobertas, enquanto o C, O, Ca, Cl, sédio e P sdo constituintes do mineral. Apesar de
apresentarem os mesmos elementos, a percentagem deles em cada uma ¢ varidvel, e os
valores da relagdo de Ca/P s3o discrepantes, com resultados de 2,9, 2,4 e 1,7
respetivamente.

A amostra A0.2.1, quando comparada com as restantes, apresenta uma elevada
percentagem de C, 47,41 e de O, 26,19 e reduzida de Ca, 14,85 e P, 5,04. Quando
observados os picos do grafico da Figura 17, verifica-se que os picos de Ca e P sdo
menores ou a0 mesmo nivel que os de Au (resultantes do recobrimento), o que indica a
perda destes ides, ou seja, os ides disponiveis ndo foram totalmente incorporados no
mineral analisado.

A amostra A0.2.2 apresenta picos de Ca e P evidentes (Figura 18), no entanto
quando comparada com a amostra A0.2.3, que apresenta o melhor valor de relacao Ca/P,
observa-se que o valor de C corresponde a menos de 50% do valor desta, o valor de Ca ¢

aproximadamente o dobro e os valores de P sdo semelhantes.
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A amostra A0.2.3, cujo valor darelagdo ¢ 1,7, ¢ concordante com a média de valores
obtida por Aratjo, 2019, no entanto as imagens obtidas em SEM quando comparadas, sdo

significativamente distintas.

x 0,001 cps/eV

2 4 [ 8 10 12 14 16 18 20
Energy [keV]

Spectrum C 0O Al P C Ca Cu Au
A0 72H estufa 627 47,41 26,19 2,53 5,04 1,15 14,85 1,29 1,54

Figura 17 - Gréfico da analise EDS da amostra A0.2.1. Relagdo Ca/P 2,9.

cps/eV

6 8 10 12 14 16 18 20
Energy [keV]

Spectrum C 0O Na P (C Ca Au
AQ 72H estufa 628 11,24 23,68 1,20 16,39 3,17 39,71 4,62

Figura 18 - Grafico da analise EDS da amostra A0.2.2. Relagdo Ca/P 2.4.
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Figura 19 - Grafico da analise EDS da amostra A0.2.3. Relagdo Ca/P 1,7.

Uma tal variagdo na relacdo e percentagem dos elementos constituintes, pode ser
resultado da oscilagdo da temperatura. Como ja referido, temperaturas acima da ambiente
podem influenciar a estrutura do colagénio que por sua vez pode interferir na estrutura do
mineral. Por outro lado, a diferenca nas imagens obtidas em SEM pode estar relacionada
com o processo de secagem e consequente perda de estrutura.

Considerando estes resultados optou-se por realizar um terceiro ensaio em que o
objetivo seria avaliar o efeito de um processo de secagem aquando da visualizagdo da
estrutura do mineral e o efeito da estabilidade da temperatura no intervalo de 20-25°

durante as 72h.

II1.3. Ensaio A0.3

No ensaio A0.3 foram preparados 4 microtubos e colocados em ambiente de
temperatura controlada e mantida a 21-22°C. Embora se tenha utilizado um método pouco
sofisticado (figura 20), conseguiu-se controlar a temperatura durante todo o ensaio,

registando-se valores entre 21 e 22°C nas horas de temperatura atmosférica mais elevada.
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Figura 20 — Imagem obtida durante o ensaio realizado com temperatura controlada entre 21 e 22°C.

Foram também realizados controlos fotograficos dos microtubos aos tempos t=0,
t=0,5, t=1, t=24, t=48 e t=72 horas (figura 21), onde se pode observar uma evolugao
favoravel (aumento) da turbidez e viscosidade, consistente com os resultados descritos

por Aratjo, 2019, e na literatura.

Figura 21 - Controlo fotografico onde ¢ possivel observar o aumento da turbidez e viscosidade ao longo
do tempo. A) 0 h; B) 0,5 h; C) 1 h; D) 24 h; E) 48 h; F) 72 h.

41



Andlise da Mineralizag¢do Dentinaria in Vitro

Apds as 72 horas, os microtubos foram centrifugados e confirmado o pH ~7 dos
varios sobrenadantes. Os pellets obtidos foram entdo sujeitos a uma desidratagdo com
recurso a percentagens crescentes de dlcool e posteriormente imersos em HMDS, antes
de se proceder a secagem ao ar em tubo invertido durante 48 horas. A massa média de
mineral obtida neste ensaio foi de 1,8 mg, um resultado novamente inferior ao de Aradjo
(2019).

Dos 4 microtubos foram selecionados 2 aleatoriamente para serem observados em
estereomicroscopio/SEM e sujeitos a analise EDS. As imagens obtidas em
estereomicroscopio revelaram um mineral opaco, de cor branca e de aparéncia

homogénea (figura 22), substancialmente diferente dos obtidos nos ensaios A0.1 e A0.2.

Figura 22 - Imagem de mineral obtida em estereomicroscopio didatico Leica EZ4D, onde ¢é possivel
observar a opacidade homogénea do mesmo. Ampliagao 25x.

Quandos observadas em SEM, as amostras evidenciaram a existéncia de uma
conformagdo tridimensional, com aglomerados de mineral e pequenas esferas como é
possivel observar nas figuras 23 e 24. Adicionalmente, a composicdo revelou-se
aparentemente uniforme, visto que ndo se visualizaram zonas distintas. As imagens
obtidas, apesar de distintas das publicadas no trabalho de Araujo, 2019, que se
pressupunha serem de ACP, sdo similares as observagdes de hidroxiapatite feitas por

alguns autores em SEM (Geng et al., 2017; Panggabean, 2018).
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cristal 3 2020 1534
MAG: 350x HV:20kv WD:6 mm

Figura 23 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliacdo de 350x, de uma amostra do mineral do ensaio
AO0.3. E possivel observar a existéncia de uma conformacao tridimensional, com aglomerados de mineral
e pequenas esferas.

cristal 5 2020 1541
MAG: 750x HV:20kV WD: 6 mm

Figura 24 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliagdo de 750x, de uma amostra do mineral do ensaio
AO0.3. E possivel observar a existéncia de uma conformagéo tridimensional, com aglomerados de mineral
e pequenas esferas.
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A anélise EDS das duas amostras mostrou resultados semelhantes de composicao.

Em ambas foram identificados os elementos C, O, Na, P, Cl, Ca e Au em percentagens

similares (figuras 25 e 26). Como ja mencionado, o Au resulta do recobrimento com ouro-

paladio e os restantes elementos sao com os reais constituintes da amostra.
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2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Energy [keV]

Spectrum C 0O Na P Cl Ca Au

cristal 3 2020 618 15,34 31,69 0,86 12,17 1,69 29,13 9,12

Figura 25 - Gréfico da analise EDS da amostra A0.3.1. Relagdo Ca/P 2,3.

cps/eV

Energy [keV]

Spectrum C 0O Na P a ca Au
cristal 5 2020 622 14,06 24,15 0,73 13,85 2,76 29,49 14,96

Figura 26 - Grafico da analise EDS da amostra A0.3.2. Relagdo Ca/P 2,1.
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Embora os resultados elementares sejam equivalentes aos registados por Araujo,
2019, a relagdo Ca/P ¢ superior, tendo-se estimado valores de 2,3 e 2,1 para a amostra
A0.3.1 e A0.3.2, respetivamente. Os valores obtidos sdo, contudo, semelhantes a alguns
do ensaio A0.2, realizado na estufa a 25°, ainda que a aparéncia do mineral e os valores
de percentagem de cada elemento sejam distintos.

O presente ensaio levantou entdo duas hipoteses explicativas dos resultados
obtidos:

1* O procedimento podera requerer otimizagao adicional da temperatura de
mineralizagdo, caso exista uma conducente a uma razao Ca/P de 1,67 pelo método
usado;

2* O mineral embora aparente ser homogéneo ao nivel microscopico (por
SEM), podera apresentar heterogeneidade ao nivel atdbmico, ou seja, poderd ndo ser

uma hidroxiapatite pura e apresentar algumas substituicdes idnicas.

Para estudar estas hipoteses realizou-se um novo ensaio, com o objetivo de
aceitar/rejeitar a 1* hipotese (seccdo III.4). Com o intuito de avaliar a 2* hipoétese,
desenvolveu-se um modelo tedrico com base nos conhecimentos descritos na literatura

sobre as apatites bioldgicas (seccdo II1.5).

[I1.4. Ensaio A0.4

O ensaio A0.4 teve o objetivo de otimizar as condi¢des de temperatura de modo a
verificar se a relagdo de Ca/P poderia ser aproximada do valor tedrico, 1,67. Foram
preparados 4 microtubos e colocados num microambiente que garantiu que durante as 72
horas estes se encontravam a temperatura uniforme e sem possibilidade da existéncia de
variagdes nas suas superficies.

A figura 27 apresenta os controlos fotograficos efetuados as 24, 48 e 72 horas, onde
¢ visivel um aumento da turbidez e viscosidade do meio mais evidente do que os

registados no ensaio anterior (figura 20).
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Figura 27 - Controlo fotografico onde ¢ possivel observar o aumento da turbidez e viscosidade ao longo
do tempo. A) 24h; B) 48h; C) 72h.

Apo6s 72 horas, seguiu-se 0 mesmo procedimento de secagem utilizado no ensaio
A0.3. Obteve-se um pH dos sobrenadantes ~7 e uma massa média de 2,1mg. Tal como
anteriormente, a massa foi inferior aos resultados de Araujo, 2019, no entanto, semelhante
aos ensaios anteriores.

Dois dos microtubos foram selecionados aleatoriamente para serem observados por
estereomicroscopio/SEM e sujeitos a analise EDS.

A observagdo em esteromicroscopio revelou amostras de aparéncia similar as do

ensaio anterior, opacas, de cor esbranquigada e aparentemente homogéneas (Figura 28).

Figura 28 - Imagem de mineral obtida em estereomicroscopio didatico Leica EZ4D, Ampliagdo 25x.

As imagens de SEM revelaram, tanto em baixa ampliagdo (Figuras 29 e 31) como
numa ampliacdo mais elevada (figuras 30 e 32), a existéncia de uma estrutura
tridimensional e homogeneidade. Nas imagens de baixa ampliagdo ¢ possivel identificar
um padrao na superficie do mineral que, quando ampliando a semelhanca do ensaio

anterior, corresponde a aglomerados de mineral e pequenas esferas.
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A0 72H agua 1545
MAG: 50x HV: 25 kV

Figura 29 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliacdo de 50x, de uma amostra do mineral do ensaio
A0.4. E possivel observar a existéncia de uma estrutura tridimensional e homogeneidade.

A0 72H agua 1547
MAG: 500x HV:25 kV WD: 10 mm

Figura 30 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliacdo de 500x, de uma amostra do mineral do ensaio
A0.4. E possivel observar a existéncia de uma conformagdo tridimensional, com aglomerados de mineral
e pequenas esferas.
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A0 72H agua 1549
MAG: 50x HV:25kv WD: 10 mm

Figura 31 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliacdo de 50x, de uma amostra do mineral do ensaio
A0.4. E possivel observar a existéncia de uma estrutura tridimensional e homogeneidade.

A0 72H agua 1547
MAG: 500x HV:25kV WD: 10 mm

Figura 32 - Imagem obtida em SEM, a uma ampliacdo de 500x, de uma amostra do mineral do ensaio
A0.4. E possivel observar a existéncia de uma conformagao tridimensional, com aglomerados de mineral
e pequenas esferas.

48



Resultados e Discussdo

A andlise EDS das amostras identificou constituicoes semelhantes entre ambas,
tanto na presenc¢a dos elementos, C, O, Na, P, Cl, Ca e Au, como nas percentagens dos
mesmos (figura 33 e 34). Por sua vez, a relacdo Ca/P foi idéntica a obtida no ensaio

anterior, com valores de 2,4 e 2,3 para as amostras A0.4.1 e A0.4.2 respetivamente.

cps/eV

o] W

[

Energy [keV]

Spectrum C N O Na P d Ca Au
AO 72H agua 624 22,06 5,49 44,08 1,02 6,93 1,64 17,04 1,74

Figura 33 - Grafico da analise EDS da amostra A0.4.1. Relagdo Ca/P 2.4.
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(=]
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(=]

Energy [keV]
Spectrum C O Na P d Ca Au

A0 72H agua 626 21,89 40,81 0,95 9,61 1,84 22,45 2,45

Figura 34 - Grafico da analise EDS da amostra A0.4.2. Relagdo Ca/P 2,3.
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Tendo em conta os resultados deste ensaio, em que todos os passos
desestabilizadores foram otimizados (secagem e temperatura), e que as observagdes em
SEM sao consistentes nos ultimos dois ensaios e idénticas a observagdes descritas na
literatura, foi dado como otimizado o processo de mineralizagao e procedeu-se ao estudo

da 2% hip6tese proposta.

II1.5. Hidroxiapatite pura ou Conjunto de Apatites — modelo

Apatite ¢ um termo geral utilizado para minerais cristalinos que podem ser
representados pela formula M0(Z0O4)6X2, em que M, ZO4 e X podem ser substituidos por

uma variedade de ides:
M = Ca*", Mg?', Sr**, Ba**, Mn?", Fe?*, Zn**, Cd*', Pb*", H', Na', K*, AI**, etc.
Z04=P0Os*", AsO4*, VO4*~, SO4*7, CO3*, SiO4*, etc.
X=0H, F, Cl,Br, 0%, COs*, livre, etc.

As apatites mais comuns na natureza sio as com calcio e fosfato, ou seja, M= Ca**
e ZO4=PO4>. A Hidroxiapatite pura, cuja formula quimica ¢, Caio(PO4)s(OH)2, acontece
quando X= OH" e apresenta uma relagdao de Ca/P igual a 1,67. No entanto, as apatites, tal
como ocorrem nos tecidos biologicos, formagdes minerais e produtos de laboratorio,
podem incorporar uma grande variedade de impurezas e raramente sdo encontradas na
forma estequiométrica pura, ou seja, com relagdo Ca/P = 1,67. Normalmente, estas sao
deficientes em calcio e incorporam ides com carga positiva como o Mg?*, Na* e K* e ides
com carga negativa como o COs*>", F~ e CI", sendo mais frequente o CO3>" que pode
substituir o PO4+*~ e o OH™ (Liu et al.,, 2013; Mathew & Takagi, 2001; Okada &
Matsumoto, 2015).

As apatites bioldgicas, ndo estequiométricas, podem entdo ser resumidas numa

forma generalista em que sdo consideradas as substituicdes mais comuns:
Caiox Mx (POs)s.y (CO3)y (OH)2-z (F/Cl)z

Em que M representa os ides Mg?", Na" e K e X o nimero de substitui¢cdes de Ca,

Y o numero de substitui¢des de PO4 por CO3 e Z o niimero do substitui¢des de OH por
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F/Cl (Abou Neel et al., 2016; Liu et al., 2013; Mathew & Takagi, 2001; Okada &
Matsumoto, 2015).

Com base nestes fundamentos tedricos, os valores de Ca/P obtidos nos ensaios
A0.2, A0.3 e A0.4 nao indicam necessariamente que o objetivo de promover a
mineralizagdo in vitro na presenca de colagénio nao foi atingido. Uma vez que, tal como
explicado anteriormente, raramente se encontram apatites biologicas puras, pelo que os
valores de Ca/P podem ser superiores ou inferiores ao valor estequiométrico, 1,67.

Na tabela 5, tabela resumo da relagao Ca/P e respetiva composicao elementar das
amostras, estimada por EDS, ¢ possivel constatar que apenas uma, a A(.2.3, apresenta
um valor proximo da estequiometria pura, 1,67. No entanto, estdo presentes no mineral
i0es C, O e CI, o que nos indica que, embora haja um resultado desejavel, ndo significa
necessariamente que seja pura. Nas restantes amostras os valores de Ca/P sdo superiores
a 2, e, portanto, ndo compativeis com nenhum valor de relacdo Ca/P presentes na tabela
1, o que apoia a teoria de que provavelmente estaremos perante apatites impuras ou ndo

estequiométricas.

Tabela 5 — Tabela resumo da relagdo Ca/P e composi¢do das amostras.

Amostra Ca/P %C %0 %Ca %P %Cl %Na
A0.2.1 29 47,41 26,19 14,85 5,04 1,15 0
A0.2.2 24 11,24 23,68 39,71 16,39 317 1,2
A0.2.3 1,7 31,98 20,79 21,45 12,59 2,03 0
A0.3.1 2,3 15,34 31,69 29,13 12,17 1,69 0,86
A0.3.2 2,1 14,06 24,15 29,49 13,85 2,76 0,73
A0.4.1 24 22,06 44,08 17,04 6,93 1,64 1,02
A0.4.2 23 21,89 40,81 22,45 9,61 1,84 0,95

Tendo em conta os elementos identificados na analise EDS e as substitui¢oes
descritas na literatura, gerou-se a hipdtese de que o mineral obtido podera ser um misto
de hidroxiapatite, Caio(PO4)s(OH)2, cloroapatite, Caio(PO4)s(Cl)2 e carboapatite,
Cai0(CO3)6(OH)2, com défice de ides OH/CI, uma vez que X na equagdo anteriormente
referida pode estar livre. Assim, a diferenca dos valores encontrados de propor¢ao Ca/P
para o valor tedrico 1,67, sera resultado do célcio presente na carboapatite.

Para testar esta hipotese foi necessario desenvolver um modelo que procura estimar

o balanco das percentagens dos compostos moleculares identificados, respeitando a
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composi¢ao elementar das amostras. O modelo em questdo foi desenvolvido utilizando o
Simplex Method associado ao Solver do Microsoft Excel.

A teoria e validag¢do do Simplex Method, encontra-se descrita na literatura, tendo
este ja sido utilizado em problemas no ambito da parametrizagdo molecular e otimizagao
de variaveis quimicas (Bezerra et al., 2016; Santos et al., 2010; Krause & Lott, 1974;
Pasamontes & Callao, 2006). O simplex é uma figura geométrica cujo nimero de vértices
¢ mais um do que o nimero de dimensdes do espago que ocupa, sendo cada dimensdo
uma varidvel experimental. Quando duas variaveis estdo a ser analisadas
simultaneamente, o simplex ¢ um tridangulo; com trés variaveis, ¢ um tetraedro € com mais
de trés variaveis, ndo ¢ possivel visualizar, porque terd quatro ou mais dimensdes. O
primeiro passo deste método consiste em definir a resposta a ser otimizada — funcdo
objetivo - e, 0 segundo passo consiste em identificar as varidveis que a afetam e os limites
das mesmas. O modelo ird assumir, num sistema hipotético, que o0 méaximo de resposta X
¢ o ideal desejado e, desta forma, o simplex sera alterado através da rejeicao das respostas
nao ideais, até atingir o ponto ideal, sendo que o tamanho inicial da figura geométrica ird
determinar o qudo precisa € a localizacdo deste (Krause & Lott, 1974).

A fim de comprovar a hipdtese descrita, definiu-se entdo como funcdo objetivo
minimizar o valor de ides sobrantes. Isto €, com os valores disponiveis dados pela analise
EDS pretende-se estimar qual o maximo de hidroxiapatite, cloroapatite e carboapatite que
podem estar presentes nas amostras, € se alguma destas pode ndo estar presente. Neste
contexto, as varidveis que afetam a funga@o objetivo sdo, por isso, a quantidade disponivel
de cada 130 e a quantidade necessaria para formar cada uma das apatites.

Com recurso ao Solver do Microsoft Excel, foi construida uma tabela seccionada
em trés blocos (figura 35), cada um com a respetiva formula quimica de apatite e nimero
de ides, e um quarto bloco com trés colunas (Figura 36). A primeira coluna onde se
colocam as quantidades de cada ido resultantes da andlise EDS, a segunda que estima a
quantidade utilizada no total das apatites, e a terceira que calcula o valor sobrante de cada

elemento.
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A B C D E
3
4 Qiy 1 [ 0 Qty 2
5 Cal0(PO4)6(0H)2 Cal0PO4)6(C)2
6| C 0 0 0
7, O 26 0 24
8 Ca 10 0 10
9| P 6 0 6
10 0 0 2

[N R i R

Qty3
Cal0(CO3)6(0H)2
3
20
10
0

0

o o o o O

1
12
13

Figura 35 — Tabela dividida em 3 blocos onde cada um representa uma apatite e respetiva constituicdo em

i0es.

Disponivel Utilizado Sobrante
C 1] 0 0
0 1] 0 0
Ca 0 0 0
P ] 0 0
Cl 0 0 0
[Funczo Objetivo | of

Figura 36 — Bloco com trés colunas que representam o valor dos ides, disponivel, utilizado e sobrante, ¢ a

célula fungdo objetivo.

Nas defini¢des do Solver foi definido como objetivo a célula da fungdo objetivo que

calcula o valor de ides sobrantes ¢ com a fun¢ao de o minimizar. As células a alterar

foram definidas como a quantidade de cada apatite, identificadas com as cores amarelo,

azul e verde. Foram ainda inseridas as restrigdes, isto €, os limites das varidveis

envolvidas, mais especificamente, o valor de ides utilizado ndo pode exceder o disponivel,

excepto o O, uma vez que pode haver défice de OH e que a quantidade de cada apatite

nao pode ser negativa (figura 37).
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Definir Objetivo: HSE

Para: () Maximo (® Minimo () Valor de:

Alterando as Células de Variavel:

SC94;5F54:9154

Sujeito &s Restricdes:

5058 <= SNS8
5C58 =0
SFS8>=0

5158 ==10
S0510 <= SNS10
5056 <= SM36
5059 <= SNS9

[] Tornar Ndo Megativas Varidveis Nio Constrangidas

Selec. Método
Resolucdo:

LP Simplex

1%
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Adicionar

Alterar

Eliminar

Repor Tudo

Carregar/Guardar

Opgdes

Figura 37 — Defini¢des introduzidas no Solver do Microsoft Excel.

As amostras foram individualmente submetidas, tendo-se obtido os resultados

presentes nas figuras 38 a 44.

L M M
Disponivel Utilizado Sobrante
47,41 3.87 43,54
26,19 33,59 -74
14,85 14.85 0
5,04 5.04 0
1,15 1.15 0

0
L M ™

Disponivel Utlizado Sobrante|

A B C o E F G H 1 K
1
2
3
4 Qty 1 0265 [ot2 0573 [ows3 0,643,
5 Cal0(PO4)6(0H)2 Cal0OPO4E(CI2 Cal0(CO3)6(0H)2
6| C 0 0 0 0 6 3.87 C
7| o 26 6,89 24 13.8 20 12,9 0
8| Ca 10 2,65 10 575 10 6,45 Ca
5| P 6 1,59 6 3.4 0 0 P
10| cl 0 0 2 1,15 0 0 cl
1
12
13 Fungéo Objetivo

Figura 38 - Resultados Solver amostra A0.2.1

A B C D E [F G H J K
,
2
3
4 Qty 1 114667 [ow2 [ 1585 [ow3 [[123933
5 Cal0(PO4)6(0OH)2 Cal0O(PONG(CDH2 Cal0(CO3)6(0OH)2
6| C 0 0 0 0 6 7436 C
7| o 26 29.8133 24 38.04 20 24,7867 0
8| Ca 10 11.4667 10 15.85 10 12.3933 Ca
s| p 6 6,88 6 9,51 0 0 P
e 0 0 2 317 0 0 cl
11
12
13 |Pu.m;zio Objetivo

11,24 7.436 3.804
23,68 92,64 -68.96
39,71 39.71 0
16,39 16,39 0
3,17 3.17 0

0

Figura 39 - Resultados solver amostra A0.2.2
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Disponivel Utilizado Sobrante

31,98 0,28 317
20,79 53,46 -32,67

21,45 21,45 0

12,59 12,59 0

2,03 2.03 0
ol

L M M

Disponivel Utlizado Sobrante

15,34 5308  10.032
31,69 68,74  -37.05

29,13 20.13 0
12,17 12,17 0
1,69 1,69 0

1]

A B T E F H ) K
Qty 1 [L08333] [ow2 1013] [ows [o.04667
Cal0@O4)6(0H)2 Cal0@O6(CD2 Cal0(CO3)6(0H)2

C 0 0 0 0 6 0.28 C

o 26 28,1667 24 24,36 20 0,93333 0

Ca 10 10,8333 10 10,15 10 0.46667 Ca

P 6 6.5 6 6.09 0 0 P

al 0 0 2 2,03 0 0 cl

Fungio Objetivo
Figura 40 - Resultados Solver amostra A0.2.3.

A B C E F H J K
Quy 1 118333]  [Qw2 [ o845 [ows 0.88467
Cal0@O4)6(OH)2 Cal0@O46(CI2 Cal0(CO3)6(0H)2

C 0 0 0 0 6 5308 C

0 26 30,7667 pY] 20,28 20 17.6933 0

Ca 10 11,8333 10 8.45 10 8.84667 Ca

P 6 7.1 6 5.07 0 0 D

cl 0 0 2 1,69 0 0 c

Fungdo Objetivo
Figura 41 - Resultados solver amostra A0.3.1

A B T E [ H J K
Qty 1 0.92833] [Qw2 [ 13g [ows [L0.64067
CalOPO4)6(0H)2 CalOPO46(CD2 CalO(CO3)6(OH)2

C 0 0 0 0 6 3.844 C

0 26 24,1367 24 33,12 20 12,8133 0

Ca 10 9.28333 10 13.8 10 6.40667 Ca

P 6 5.57 6 8.28 0 0 P

Cl 0 0 2 2,76 0 0 cl
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A E T E F G H J K L M N
,
2
3
4 Quy 1 [ 0333 Jow:2 o8 [ows 0.549) Disponivel _Utlizado _ Sobrante
5 Cal0PO46(OH)2 Cal0PO4)6(CH2 Cal0(CO3)6(0H)2
6 C 0 0 0 0 6 3294 c 22,06 3294 18,766
70 26 8.71 4 19.68 20 10,98 o as08 | 3937 471
g Ca 10 335 10 8.2 10 549 Ca 17,00 17.04 0
s P 6 2,01 6 4,92 0 0 P 5,93 6.93 0
10 Cl 0 0 2 1,64 0 0 c 164 1.64 0
1
12
13 Fungio Objetivo 0

Figura 43 - Resultados Solver amostras A0.4.1.

A B © E F G H J K L M N
1
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3
4 Qiy 1 [ 068167] [Qw2 092 |Qw3 0.64333 Disponivel _Utilizado _ Sobrante
5 Cal0PON6(0H)2 Cal0PON6(CH2 CalO(CO3)6(0H)2
6 C 0 0 0 0 6 3.86 C 21,89 386 | 1803
70 26 17.7233 24 22,08 20 12,8667 o} a081 5267  -11.86
8| Ca 10 6.81667 10 92 10 643333 Ca 245 | 2245 0
o P 6 4,09 6 5.52 0 0 P 9,61 9.61 0
10, Cl 0 0 2 1,84 0 0 Cl 1,84 1,84 0

[T

Fungio Objetivo

Figura 44 - Resultados Solver amostra A0.4.2.

Os resultados obtidos encontram-se compilados na tabela 6. Para todas as amostras

foram encontrados resultados para as trés formas de apatite e apenas os ides C e O

apresentaram valores diferentes de zero na coluna sobrante.

Tabela 6 - Tabela resumo dos resultados do solver.

A0.21  A0.22 A0.23  A031  A03.2 A041  A0.4.2
Hidroxiapatite | 0,265 | 1,14667 & 1,0833 | 1,18333 | 0,92833 | 0,335 | 0,68167
Cloroapatite 0,575 1,585 1,015 0,845 1,38 0,82 0,92
Carboapatite | 0,645 | 1,23933 | 0,04667 | 0,88467 @ 0,64067 = 0,549 | 0,64333
Sobrante de C | 43,54 3,804 31,7 10,032 | 10,216 | 18,766 18,03
Sobrantede O | -7,4 6896 | -32,77 | -37,05 | -4592 4,71 -11,86
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Quando comparados os resultados obtidos podemos constatar que, dentro do grupo
AO0.3 e A0.4, os resultados nos varios parametros foram semelhantes. Pelo contrario, no
grupo A0.2 houve resultados substancialmente distintos, que podem ser explicados pelas
variacoes existentes na temperatura da estufa como ja mencionado anteriormente.

Podemos também observar que em todos as amostras o C aparece como ido
sobrante. O carbono ¢ constituinte principal do material organico, como tal, o excesso
uniforme deste elemento pode ser explicado pela presenca do colagénio.

Tendo em conta que os resultados do grupo A0.2 sdo inconsistentes, como era de
esperar face a situagdo ja descrita, devemos examinar em detalhe apenas os resultados
dos grupos A0.3 ¢ A0.4. Analisando os resultados destes dois grupos em pormenor,
verifica-se que no grupo A0.3 foram registados valores superiores de cada forma de
apatite, mas com valores bastante negativos de O, enquanto que no grupo A0.4, os valores
de cada forma de apatite foram menores, mas os de O foram positivos ou ligeiramente
negativos, o que permite retirar algumas conclusdes.

Por um lado, o impacto da temperatura que aqui pode estar refletido, dado que o
valor de O encontrado para o grupo A0.4, pode ser resultado do microambiente permitir
uma maior estabilidade e, consequentemente, a formagao de apatites com um menor
nimero de locais livres, ainda que com substituicdes. Por outro lado, quantidades
superiores de hidroxiapatite foram obtidas em ambientes de maior instabilidade, grupo
A0.3, enquanto a cloroapatite e a carbopatite apresentaram apenas ligeiras discrepancias.
Ou seja, a instabilidade parece favorecer o aumento de locais livres, mas também a
formagao de hidroxiapatite.

Os resultados do modelo, em conjunto com as observagdes em SEM e analise EDS,
bem como a literatura existente sobre as apatites bioldgicas, permitem-nos aceitar a 2*
hipotese proposta. Ou seja, o mineral obtido pode nao ser hidroxiapatite, mas um conjunto

de formas de apatite, como constatado pelos valores do modelo.
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IV. CONCLUSAO

Perceber o processo de mineralizagdo € essencial para desenvolver materiais
capazes de regenerar os tecidos colagénios mineralizados. Por isso, o papel do colagénio
neste processo tem vindo a ser largamente estudado. Neste sentido, surgiu o presente
estudo que pretendeu estudar as condi¢des in vitro conducentes a formacdo de
hidroxiapatite na presenca de colagénio.

Na mineralizagao in vitro, os resultados obtidos sugerem que a temperatura acima
da ambiente tem impacto na formagdo mineral devido as alteragdes provocadas na
estrutura do colagénio. Por sua vez, quando formado em condi¢des Otimas e em
observagdes microscopicas, o mineral aparenta ser hidroxiapatite, mas a sua constitui¢ao
elementar revela-se incoerente com esta hipotese.

Fundamentado pelos dados existentes na literatura e pelos valores obtidos no
modelo desenvolvido, este trabalho sugere que o mineral formado in vitro nas condigdes
experimentais utilizadas ndo ¢ apenas hidroxiapatite, mas uma mistura de formas de
apatite, nomeadamente hidroxiapatite, cloroapatite e carboapatite. Embora a analise EDS
possa apresentar erro, por ser realizada a superficie € em zonas aleatérias, as amostras,
que foram selecionadas aleatoriamente, apresentaram resultados consistentes, que
corroboram a hipotese proposta. Contudo, tratando-se de resultados preliminares para que
esta hipdtese seja cientificamente provada, € necessario realizar novos ensaios.

Assim, os proximos trabalhos devem ter como objetivos ndo so recorrer a métodos
mais fidedignos para a andlise elementar, mas também testar em massa a sensibilidade e

eficacia do modelo desenvolvido.

59



Andalise da Mineralizacdo Dentinaria in Vitro

60



Bibliografia

V. BIBLIOGRAFIA

Abou Neel, E., Aljabo, A., Strange, A., Ibrahim, S., Coathup, M., Young, A., Bozec, L.,
& Mudera, V. (2016). Demineralization-remineralization dynamics in teeth and
bone. [International Journal of Nanomedicine, Volume 11, 4743-4763.
https://doi.org/10.2147/1IN.S107624

Araujo, G. S. (2019). Mineralizagdo  dentinaria in  vitro [IUEM].
http://hdl.handle.net/10400.26/29757

Beniash, E, Traub, W., Veis, A., & Weiner, S. (2001). A Transmission Electron
Microscope Study Using Vitrified Ice Sections of Predentin : Structural Changes in
the Dentin Collagenous Matrix prior to Mineralization. 225(2000), 212-225.
https://doi.org/10.1006/jsbi.2000.4320

Beniash, Elia, Deshpande, A. S., Fang, P. A, Lieb, N. S., Zhang, X., & Sfeir, C. S. (2012).
Possible role of DMP1 in dentin mineralization. Journal of Structural Biology,

174(1), 100—-106. https://doi.org/10.1016/j.jsb.2010.11.013.Possible

Bezerra, M. A., dos Santos, Q. O., Santos, A. G., Novaes, C. G., Ferreira, S. L. C., & de
Souza, V. S. (2016). Simplex optimization: A tutorial approach and recent

applications in analytical chemistry. Microchemical Journal, 124, 45-54.

https://doi.org/10.1016/j.microc.2015.07.023
Boskey, A. L. (2007). Mineralization of Bones and Teeth. Elements, 3, 387-393.

Braet, F., Zanger, R. De, & Wisse, E. (1997). Drying cells for SEM , AFM and TEM by
hexamethyldisilazane : a study on hepatic endothelial cells. 186(July 1996), 84-87.

Bray, D. (2000). Critical Point Drying of Biological Specimens for Scanning Electron
Microscopy. J. Nat. Prod, 63(12), 235-243. https://doi.org/10.1021/np0007426

Bray, D. F., Bagu, J., & Koegler, P. (1993). Comparison of Hexamethyldisilazane (
HMDS ), Peldri 11 , and Critical-Point Drying Methods for Scanning Electron
Microscopy of Biological Specimens. Microscopy Research and Technique, 26,

489—495.

Cao, C. Y., Mei, M. L., Li, Q. L., Lo, E. C. M., & Chu, C. H. (2015). Methods for
biomimetic remineralization of human dentine: A systematic review. International
Journal of Molecular Sciences, 16(3), 4615-4627.
https://doi.org/10.3390/ijms 16034615

61



Andalise da Mineralizacdo Dentinaria in Vitro

Colfen, H. (2010). BIOMINERALIZATION A crystal-clear view. Nature Publishing
Group, 9(12), 960-961. https://doi.org/10.1038/nmat2911

Crane, N. J., Popescu, V., Morris, M. D., Steenhuis, P., & Ignelzi, M. A. (2006). Raman
spectroscopic evidence for octacalcium phosphate and other transient mineral

species deposited during intramembranous mineralization. 39, 434-442.

https://doi.org/10.1016/j.bone.2006.02.059

Cui, F. Z., Wang, Y., Cai, Q., & Zhang, W. (2008). Conformation change of collagen
during the initial stage of biomineralization of calcium phosphate. Journal of

Materials Chemistry, 18(32), 3835-3840. https://doi.org/10.1039/b805467¢

Cui, Fu Zhai, Li, Y., & Ge, J. (2007). Self-assembly of mineralized collagen composites.
Materials  Science and  Engineering R:  Reports, 57(1-6), 1-27.
https://doi.org/10.1016/j.mser.2007.04.001

Deshpande, A. S., & Beniash, E. (2008). Bioinspired Synthesis of Mineralized Collagen
Fibrils. Crystal Growth & Design, 8(8), 3084-3090.
https://doi.org/10.1021/cg800252f

Dos Santos, Q. O., Novaes, C. G., Bezerra, M. A., Lemos, V. A., Moreno, 1., Da Silva,
D. G., & Dos Santos, L. (2010). Application of simplex optimization in the
development of an automated online preconcentration system for manganese
determination. Journal of the Brazilian Chemical Society, 21(12), 2340-2346.
https://doi.org/10.1590/s0103-50532010001200022

Eanes, E. D., Gillessen, I. H., & Posner, A. S. (1965). Intermediate States in the
Precipitation of Hydroxyapatite. Nature Publishing Group, 5008, 365-367.

Elliott, J. C., Holcomb, D. W., & Young, R. A. (1985). Infrared Determination of the
Degree of Substitution of Hydroxyl by Carbonate lons in Human Dental Enamel.
372-375.

Feenstra, A. M., & Bruyn, P. L. De. (1979). Formation of Calcium Phosphates in
Moderately Supersaturated Solutions. The Journal of Physical Chemistry, 83(4), 0—
4.

Fujisawa, R., & Tamura, M. (2012). Acidic bone matrix and their roles in calcification.

Frontiers in Bioscience, 17, 1891-1903.

Geng, Z., Yuan, Q., Zhuo, X., Li, Z., Cui, Z., & Zhu, S. (2017). Synthesis ,

62



Bibliografia

Characterization , and Biological Evaluation of Nanostructured Hydroxyapatite with
Different Dimensions. Nanomaterials, 7(38), 1-13.

https://doi.org/10.3390/nan07020038

George, A., & Veis, A. (2008). Phosphorylated Proteins and Control over Apatite
Nucleation , Crystal Growth , and Inhibition. 4670—4693.

Gower, L. B. (2008). Biomimetic Model Systems for Investigating the Amorphous
Precursor Pathway and Its Role in Biomineralization. Chemical Reviews, 108(11),

4551-4627.

Gulseren, G., Tansik, G., Garifullin, R., Tekinay, A. B., & Guler, M. O. (2018). Dentin
Phosphoprotein Mimetic Peptide Nanofibers Promote Biomineralization. 1800080,
1-10. https://doi.org/10.1002/mabi.201800080

He, G., & George, A. (2004). Dentin Matrix Protein 1 Immobilized on Type I Collagen
Fibrils Facilitates Apatite Deposition in Vitro. Journal of Biological Chemistry,
279(12), 11649—-11656. https://doi.org/10.1074/jbc.M309296200

He, L., Hao, Y., Zhen, L., Liu, H., Shao, M., Xu, X., Liang, K., Gao, Y., Yuan, H., Li, J.,
Li, J., Cheng, L., & van Loveren, C. (2019). Biomineralization of dentin. Journal of
Structural Biology, 207(2), 115—122. https://doi.org/10.1016/j.jsb.2019.05.010

Henriksen, K., & Karsdal, M. A. (2019). Type I collagen. In Biochemistry of Collagens,
Laminins and Elastin: Structure, Function and Biomarkers (Second Edi, Vol. 2).

Elsevier Inc. https://doi.org/10.1016/B978-0-12-817068-7.00001-X
Howard, K. A. (1973). Monoclinic Hydroxyapatite. 12, 1055-1057.

Jusman, Y., Ng, S. C., & Azuan, N. (2014). Investigation of CPD and HMDS Sample
Preparation Techniques for Cervical Cells in Developing Computer-Aided

Screening System Based on FE-SEM / EDX. The Scientific World Journal.

Kay, M. I, Young, R. A., & Posner, A. S. (1964). Crystal Structure of Hydroxyapatite.
Nature Publishing Group, 204, 1050—1052.

Krause, R. D., & Lott, J. A. (1974). Use of the Simplex Method to Optimize Analytical
Conditions in Clinical Chemistry. 20(7), 775-782.

Landis, W. J., & Jacquet, R. (2013). Association of Calcium and Phosphate lons with
Collagen in the Mineralization of Vertebrate  Tissues. 329-337.
https://doi.org/10.1007/s00223-013-9725-7

63



Andalise da Mineralizacdo Dentinaria in Vitro

Landis, W. J., Silver, F. H., & Freeman, J. W. (2006). Collagen as a scaffold for
biomimetic mineralization of vertebrate tissues. Journal of Materials Chemistry,

16(16), 1495-1503. https://doi.org/10.1039/b505706j

Landis, W. J., & Silver, H. (2009). Mineral Deposition in the Extracellular Matrices of
Vertebrate Tissues : Identification of Possible Apatite Nucleation Sites on Type [
Collagen. 44272, 20-24. https://doi.org/10.1159/000151454

Lausch, A. J., Quan, B. D., Miklas, J. W., & Sone, E. D. (2013). Extracellular Matrix
Control of Collagen Mineralization In Vitro. Advanced Functional Materials

Journal, 4906—4912. https://doi.org/10.1002/adfm.201203760

Lee,J. T. Y., & Chow, K. L. (2012). SEM Sample Preparation for Cells on 3D Scaffolds
by Freeze-Drying and HMDS. 34, 12-25. https://doi.org/10.1002/sca.20271

Levin, M. (2011). Topics in Dental Biochemistry (Springer (ed.)).

Liu, Q., Huang, S., Matinlinna, J. P., Chen, Z., & Pan, H. (2013). Insight into Biological
Apatite : Physiochemical Properties and Preparation Approaches. 2013.

Mahamid, J., Aichmayer, B., Shimoni, E., Ziblat, R., Li, C., Siegel, S., & Paris, O. (2010).
Mapping amorphous calcium phosphate transformation into crystalline mineral
from the cell to the bone in zebrafish fin rays. 107(14).
https://doi.org/10.1073/pnas.0914218107

Mahamid, J., Sharir, A., Addadi, L., & Weiner, S. (2008). Amorphous calcium phosphate
is a major component of the forming fin bones of zebrafish : Indications for an

amorphous precursor phase. May 2014. https://doi.org/10.1073/pnas.0803354105

Mahamid, J., Sharir, A., Gur, D., Zelzer, E., Addadi, L., & Weiner, S. (2011). Bone
mineralization proceeds through intracellular calcium phosphate loaded vesicles : A
cryo-electron microscopy study. Journal of Structural Biology, 174(3), 527-535.
https://doi.org/10.1016/5.jsb.2011.03.014

Markovic, M., Fowler, B. O., & Tung, M. S. (2004). Preparation and Comprehensive
Characterization of a Calcium Hydroxyapatite Reference Material. Journal of

Research of the National Institute of Standards and Technology, 109(6), 553—568.

Martinez-Ortiz, M. A., Herndndez-Fuentes, A. D., Pimentel-Gonzalez, D. J., Campos-
Montiel, R. G., Vargas-Torres, A., & Aguirre-Alvarez, G. (2015). Extraction and

characterization of collagen from rabbit skin: PArtial characterization. CYTA -

64



Bibliografia

Journal of Food, 13(2), 253-258. https://do1.org/10.1080/19476337.2014.946451

Mathew, M., & Takagi, S. (2001). Structures of Biological Minerals in Dental Research.
106(6), 1035-1044.

Niu, X., Fan, R, Tian, F., Guo, X., Li, P., Feng, Q., & Fan, Y. (2017). Calcium
concentration dependent collagen mineralization. Materials Science & Engineering

C, 73, 137-143. https://doi.org/10.1016/;.msec.2016.12.079

Nudelman, F., Pieterse, K., George, A., Bomans, P. H., Friedrich, H., Brylka, L. J.,
Hilbers, P. A., With, G., & Sommerdijk, N. A. (2010). The role of collagen in bone
apatite formation in the presence of hydroxyapatite nucleation inhibitors. Nature

Materials, 9(12), 1004—1009. https://doi.org/10.1038/nmat2875.The

Nudelman, Fabio, Lausch, A. J., Sommerdijk, N. A. J. M., & Sone, E. D. (2013). In vitro
models of collagen biomineralization. Journal of Structural Biology, 183(2), 258—
269. https://doi.org/10.1016/].jsb.2013.04.003

Nudelman, Fabio, With, G. De, & Sommerdijk, N. A. J. M. (2011). Cryo-electron
tomography :  3-dimensional  imaging of soft matter. m, 17-24.
https://doi.org/10.1039/c0sm00441c

Okada, M., & Matsumoto, T. (2015). Synthesis and modification of apatite nanoparticles

for use in dental and medical applications. Japanese Dental Science Review, 51(4),

85-95. https://doi.org/10.1016/5.jdsr.2015.03.004

Olszta, M. J., Cheng, X., Soo, S., Kumar, R., Kim, Y., Kaufman, M. J., Douglas, E. P., &
Gower, L. B. (2007). Bone structure and formation : A new perspective. 58, 77-116.
https://doi.org/10.1016/j.mser.2007.05.001

Orgel, J. P.R. O, Irving, T. C., Miller, A., & Wess, T. J. (2006). Microfibrillar structure
of type I collagen in situ. 103(24), 9001-9005.

Palmer, L. C., Newcomb, C. J., Kaltz, S. R., Spoerke, E. D., & Stupp, S. L. (2008).
Biomimetic Systems for Hydroxyapatite Mineralization Inspired By Bone and
Enamel. Chemical Reviews, 108(11), 4754-4783.
https://doi.org/10.1021/cr8004422

Panggabean, R. D. (2018). Preparation and Characterization of Hydroxyapatite Based on
Human teeth with Various of Calcination. 2018 Ist International Conference on

Bioinformatics, Biotechnology, and Biomedical Engineering - Bioinformatics and

65



Andalise da Mineralizacdo Dentinaria in Vitro

Biomedical Engineering, 1, 1-4.

Pasamontes, A., & Callao, P. (2006). Fractional factorial design and simplex algorithm
for optimizing sequential injection analysis (SIA) and second order calibration.
Chemometrics and  Intelligent  Laboratory  Systems, 83(2), 127-132.
https://doi.org/10.1016/j.chemolab.2005.10.007

Perdigao, J., Lambrechts, P., Meerbeek, B. Van, Vanherle, G., & Lopes, A. L. B. (1995).
Field emission SEM comparison of four postfixation drying techniques for human

dentin. 29, 1111-1120.

Petruska, J. A., & Hodge, A. J. (1964). A SUBUNIT MODEL FOR THE
TROPOCOLLAGEN MACROMOLECULE (Vol. 51).

Qiu, Z., Cui, Y., Tao, C., Zhang, Z., Tang, P., Mao, K., Wang, X., & Cui, F. (2015).
Mineralized Collagen: Rationale, Current Status, and Clinical Applications. 4733—

4750. https://doi.org/10.3390/ma8084733

Rey, C., Combes, C., Drouet, C., & Glimcher, M. J. (2009). Bone mineral: update on
chemical composition and structure. Osteoporos Int., 20(6), 1013-1021.
https://doi.org/10.1007/s00198-009-0860-y.Bone

Sharma, V., Srinivasan, A., Nikolajeff, F., & Kumar, S. (2020). Biomineralization
Process in Hard Tissues : The Interaction Complexity within Protein and Inorganic

Counterparts. Acta BioMaterialia. https://doi.org/10.1016/j.actbi0.2020.04.049

Silver, F. H., & Landis, W. J. (2011). Deposition of apatite in mineralizing vertebrate
extracellular matrices : A model of possible nucleation sites on type I collagen.

52(September 2009), 242-254. https://doi.org/10.3109/03008207.2010.551567

Sudarsanan, K., & Young, R. A. (1978). Structural Interactions of F, Cl and OH in
Apatites. 1401-1407.

Termine, J. D., & Posner, A. S. (1966). Infrared Analysis of Rat Bone : Age Dependency
of Amorphous and Crystalline Mineral Fractions. Science, 153, 1523-1525.

Tomoaia, G., & Pasca, R. D. (2015). On the collagen mineralization. A review. Clujul
Medical, 88(1), 15-22. https://doi.org/10.15386/cjmed-359

Toroian, D., Lim, J. E., & Price, P. A. (2007). The Size Exclusion Characteristics of Type
I Collagen IMPLICATIONS FOR THE ROLE OF NONCOLLAGENOUS BONE
CONSTITUENTS. The Journal OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 282(31), 22437—

66



Bibliografia

22447, https://doi.org/10.1074/jbc.M700591200
Veis, A., & Perry, A. (1967). The Phosphoprotein of the Dentin Matrix. 6(8).

Wang, L., & Nancollas, G. H. (2010). Dynamics of Biomineralization and
Biodemineralization. Met lons Life Sci., 413—456.

Zhang, X., Xiao, Z., Wang, H., & Kishen, A. (2016). Biomineralization and Biomaterial
Considerations in Dentin Remineralization. Journal of Operative Dentistry &

Endodontics, 1(1), 7-12. https://doi.org/10.5005/jp-journals-10047-0004

Zhao, J., Liu, Y., Sun, W., & Yang, X. (2012). First detection , characterization , and
application of amorphous calcium phosphate in dentistry. Journal of Dental

Sciences, 7(4), 316-323. https://doi.org/10.1016/j.jds.2012.09.001

Zhu, S., Yuan, Q., Yin, T., You, J., & Gu, Z. (2018). Self-assembly of collagen-based
biomaterials: preparation, characterizations and biomedical applications. Journal of

Materials Chemistry B, 6, 2650-2676. https://doi.org/10.1039/C7TB02999C

67



Andalise da Mineralizacdo Dentinaria in Vitro

68



ANEXOS

Anexo 1- Permissdo para utilizacdo das figuras 1 e 2 concedida pela ELSEVIER.

This Agreement between Mrs. Claudia Anfunes ("You") and Elsevier ("Elsevier™) consists of
your license details and the terms and conditions provided by Elsevier and Copyright

Clearance Center.

License Number

License date

Licensed Content Publisher

Licensed Content Publication

Licensed Content Title

Licensed Content Author

Licensed Content Date

Licensed Content Pages

Start Page

End Page

Type of Use

Portion

MNumber of
figures/tables/illustrations

Format
Are you the author of this Elsevier
chapter?

Will you be translating?

MNumber of languages

Title

Institution name

Expected presentation date

Portions

Specific Languages

Requestor Location

Publisher Tax ID

Total

Terms and Conditions

4893211035873

Aug 20, 2020

Elsevier

Elsevier Books

Biochemistry of Collagens, Laminins and Elastin

K. Henriksen,M.A. Karsdal

Jan 1, 2019

1z

reuse in a thesis/dissertation

figures/tables/illustrations

both print and ¢lectronic

No

Yes, without English rights

ANALISE DA MINELARIZACADQ DENTINARIA
IN VITRO

Institate Universitirio Egas Moniz

Sep 2020

fig. 1.1; 1.2; 1.3

Portuguese

Mrs, Claudia Antunes
Rua do Parque N*19

Loures, 2670-536
Portugal
Attn: Mrs. Claudia Antunes

GB 494 6272 12

0.00 USD



Anexo 2 - Permissao para utilizagdo da Figura 3 concedida pela ELSEVIER.

ELSEVIER LICENSE

TERMS AND CONDITIONS

Aug 23, 2020

This Agreement between Mrs. Claudia Antunes ("You") and Elsevier ("Elsevier") consists of
your license details and the terms and conditions provided by Elsevier and Copyright

Clearance Center.

License Number

License date

Licensed Content Publisher

Livensed Content Publication

Licensed Content Title

Licensed Content Author

Licensed Content Date

Licensed Content Volume

Licensed Content Issue

Licensed Content Pages

Starl Page

End Page

Type of Use

Portion

4354710638648

Aug 23, 2020

Elsevier

Journal of Structural Biology

In vitro models of collagen biomineralization

Fabio Nudelman, Alexander J. Lansch, Nico ALM.
Sommerdijk, Eli I, Sone

Aug 1,2013

183

[

265

reuse in a thesis/dissertation

figurestablesillustrations

Number of
figures/iables/illustrations

Format

Are you the author of this
Elsevier article?

Will you be translatmg?

Numbser of languages

Title

[nstitution name

Expected presentation date

Portions

Specific Languages

Requestor Location

Publisher Tax 11

Total

bodh print and electronic

Mo

Yes, without English nghts

ANALISE DA MINELARIZACAD DENTINARIA TN

VITRO

Institute Universitario Egas Moz
Sep 2020

fig.1

portuguese

Mirs. Cliudia Antunes
Rua do Pargque N°19

Loures, 2670536
Portugal
Atn: Mrs, Clibwdiz Antunes

GB 494 6272 12

0.00 EUR



Anexo

License Number

License date

Licensed Content

Licensed Content Publisher

Licensed Content Publication
Licensed Content Title

Licensed Content Author
Licensed Content Date
Licensed Content Volume
Licensed Content Issue
Licensed Content Pages

Journal Type
B About Your Work
Title

Institution name

Expected presentation date

Q Requestor Location

Requestor Location

§ Price

Total

4892820984150

Aug 20, 2020

Elsavier

International Japanese Dental Science Review GerontelogyTechnalogy

Synthesis and modification of spatite nanaparticles for use in dental

and medicsl applications
Masahire Okada, Takuya Matsumoto
Now 1, 2015

Bl

4

h

HS

ANALISE DA MINELARIZACAG DENTINARIA IN VITRO
tuta Universitario Ezas Moniz
Sep 2020

Ins

Mrs. Cléudia Antunes
Rua do Pargue N°19

Loures, 2670-536
Portugsl
Atn: Mrs. Cldudia Antunes

0.00 EUR

B Order Details

Type of Use

Portion

Number of figures/tables/illustrations
Format

Are you the author of this Elsevier article?
Will you be transiating?

Number of languages

& Additional Data

Partions
Specific Languages

B Tax Details

Publisher Tax ID

3 - Permissao para utilizagdo da Tabela 1 concedida pela ELSEVIER.

reuse in a thesis/dissertation

figures/ables/illus
bath print and electronic
N

Yes, withaut English rights

table 2

Portuguese



