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RESUMO 

 

Nos animais vertebrados, a mineralização dos tecidos conjuntivos, como 

nomeadamente osso, dentina e cemento ocorre tipicamente em espaços extracelulares, em 

íntima associação com constituintes orgânicos de uma matriz extracelular, constituída 

maioritariamente por o colagénio tipo I. A compreensão do processo de deposição de 

mineral no colagénio é imprescindível para o desenvolvimento de terapias e estratégias 

de autorreparação ou autorregeneração de tecidos humanos mineralizados. 

O presente trabalho teve como objetivo a otimização do processo de obtenção de 

mineral na presença de diferentes agentes de ligação com potencial mineralizante na 

formação in vitro de hidroxiapatite na presença de colagénio por SEM e EDS. Baseando-

se num trabalho já iniciado anteriormente neste laboratório, pretendeu-se explorar a via 

da presença de agentes mineralizantes usando como referência o grupo mais promissor 

que no presente trabalho vai ser identificado por grupo A0. 

Foram preparados três grupos experimentais de estudo. O grupo A0 consistiu em 

uma solução ácida de colagénio a 2 mg/ml em HCl contendo cálcio, a qual foi adicionado 

uma mistura de tampão a pH 7,4. Os grupos A1 e A2 foram preparadas como descrito 

para o grupo A0, mas na presença de 5% de glutaraldeído e 0,5% de genipina 

respetivamente. Aos demais grupos foram feitos ajustes de pH e tempos de contacto, entre 

outros, a partir do estabelecido anteriormente para o grupo A0. Os valores de pH das 

soluções foram avaliados e as amostras tratadas para visualização em microscópio 

eletrónico, pela técnica SEM e análise elementar por EDS. 

O presente trabalho baseia-se num papel ativo do colagénio na regulação da 

mineralização in vitro, assim como o potencial de formação de ligações cruzadas na 

molécula de colagénio dos agentes estudados. 

 

Palavras-Chave: Mineralização, Hidroxiapatite, Glutaraldeído, Genipina 
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ABSTRACT 

 

In vertebrate animals, the mineralization of connective tissues, such as bone, dentin 

and cementum typically occurs in extracellular spaces, in close association with organic 

constituents of an extracellular matrix, consisting mostly of type I collagen. The 

understanding of the mineral deposition process in collagen is essential for the 

development of therapies and strategies of self-separation or self-regeneration of 

mineralized human tissues. 

Therefore the present work aims to optimize the process of obtaining mineral in the 

presence of different binding agents with mineralizing potential in the in vitro formation 

of hydroxyapatite, in the presence of collagen, by means of SEM and EDS. Based on a 

work already initiated previously in this laboratory, it intends to explore the route of the 

presence of mineralizing agents using as reference the most promising group, that in the 

present work will be identified by group A0. 

Three experimental study groups were prepared. Group A0 consisted of a 2 mg/ml 

acid collagen solution in HCL containing calcium, to which a buffer mixture at pH 7.4 

was added. Group A1 and A2 consisted of solutions prepared as described for group A0, 

but in the presence of 5% glutaraldehyde and 0.5% genipin respectively. The other groups 

were made adjustments of pH and contact times, among others, from the previously 

established for group A0. The pH values of the solutions were evaluated and the samples 

were treated for visualization in an electronic microscope by the SEM technique and 

elemental analysis by EDS. 

The present work is based on an active role of collagen in the regulation of in vitro 

mineralization, as well as, the potential formation of cross-links in the collagen molecule 

of the agents studied.  

 

 

Keywords: Mineralization, Hydroxyapatite, Glutaraldehyde, Genipin 
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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 

Στα σπονδυλωτά ζώα, η ανοργανοποίηση των συνδετικών ιστών, όπως το οστό, η 

οδοντίνη και το τσιμέντο τυπικά συμβαίνει σε εξωκυτταρικούς χώρους, σε στενή 

συσχέτιση με οργανικά συστατικά μιας εξωκυτταρικής μήτρας, που αποτελείται κυρίως 

από κολλαγόνο τύπου Ι. Η κατανόηση της διαδικασίας εναπόθεσης ορυκτών στο 

κολλαγόνο είναι απαραίτητη για την ανάπτυξη θεραπειών και στρατηγικών αυτο-

διαχωρισμού ή αυτο-αναγέννησης μεταλλοποιημένων ανθρώπινων ιστών. 

 

Ως εκ τούτου, η παρούσα εργασία στοχεύει στη βελτιστοποίηση της διαδικασίας 

απόκτησης ορυκτών παρουσία διαφορετικών συνδετικών παραγόντων με δυνατότητα 

ανοργανοποίησης στον in vitro σχηματισμό υδροξυαπατίτη, παρουσία κολλαγόνου, 

μέσω SEM και EDS. Με βάση ένα έργο που έχει ήδη ξεκινήσει προηγουμένως σε αυτό 

το εργαστήριο, σκοπεύει να διερευνήσει την οδό της παρουσίας παραγόντων 

ανοργανοποίησης χρησιμοποιώντας ως αναφορά την πιο ελπιδοφόρα ομάδα, η οποία 

στην παρούσα εργασία θα αναγνωριστεί από την ομάδα Α0. 

 

Παρασκευάστηκαν τρεις πειραματικές ομάδες μελέτης. Η ομάδα Α0 συνίστατο σε 

διάλυμα όξινου κολλαγόνου 2 mg / ml σε HCl που περιείχε ασβέστιο, στο οποίο 

προστέθηκε ρυθμιστικό μίγμα σε pΗ 7.4. Οι ομάδες Α1 και Α2 αποτελούνταν από 

διαλύματα που παρασκευάστηκαν όπως περιγράφεται για την ομάδα Α 0, αλλά παρουσία 

5% γλουταραλδεΰδης και 0, 5% γενιπίνης αντίστοιχα. Οι άλλες ομάδες έγιναν 

προσαρμογές του ρΗ και των χρόνων επαφής, μεταξύ άλλων, από τις προηγουμένως 

καθιερωμένες για την ομάδα Α0. Οι τιμές ρΗ των διαλυμάτων αξιολογήθηκαν και τα 

δείγματα υποβλήθηκαν σε επεξεργασία για απεικόνιση σε ηλεκτρονικό μικροσκόπιο με 

την τεχνική SEM και στοιχειακή ανάλυση με EDS. 

 

Η παρούσα εργασία βασίζεται στον ενεργό ρόλο του κολλαγόνου στη ρύθμιση της 

in vitro ανοργανοποίησης, καθώς και στον πιθανό σχηματισμό εγκάρσιων δεσμών στο 

μόριο κολλαγόνου των παραγόντων που μελετήθηκαν. 

 

 

Λέξεις Κλειδιά: Ορυκτοποίηση, Υδροξυαπατίτης, Γλουταραλδεΰδη, Γενιπίνη 
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INTRODUÇÃO 

A natureza é rica por diferentes exemplos de materiais sofisticados com 

propriedades notavelmente importantes que emergem da sua estrutura hierárquica 

específica. Materiais como nácar, osso e dentes possuem organização estrutural distinta 

em diferentes escalas de comprimento, o que aumenta as suas propriedades e 

funcionalidades de material. A capacidade de criar materiais sintéticos que emulem essas 

arquiteturas engenhosas representa um objetivo principal na ciência dos biomaterias e 

uma oportunidade de ajustar e melhorar profundamente a funcionalidade dos sistemas 

biológicos. Em particular, o campo dos biomateriais beneficia-se muito das 

funcionalidades que podem surgir das organizações hierárquicas bem definidas. O estudo 

do osso e dos dentes num contexto de biomimética da biomineralização é particularmente 

interessante pelo grande impacto que pode apresentar na terapias de reparação e 

regeneração dos tecidos humanos (Elsharkawy et al., 2018; Tomoaia & Pasca, 2015; Zhu 

et al., 2018). 

 

ORGANIZAÇÃO ESTRUTURAL DO COLAGÉNIO 

O colagénio é um polímero natural que representa uma família importante de 

proteínas fibrosas no corpo humano e em outros vertebrados. É o componente 

predominante das matrizes orgânicas extracelulares do osso, dentina, cemento e tendões 

(Abou Neel et al., 2016). Foram identificados pelo menos 20 tipos de colagénios humanos 

distintos. O colagénio tipo I, além de proporcionar suporte estrutural aos tecidos e órgãos, 

também desempenha um papel importante na formação destes, uma veja que participa na 

orientação das moléculas e está envolvido em diversas expressões celulares funcionais. 

Sendo assim, torna-se um excelente material amplamente utilizado na preparação de 

biomateriais desenvolvidos para diversas aplicações clínicas (Cui et al., 2007; William J. 

Landis & Jacquet, 2013; Nudelman, Pieterse, George, Bomans, Friedrich, Brylka, 

Hilbers, De With, et al., 2010a; Qiu et al., 2015; Tomoaia & Pasca, 2015). 

As fibras de colagénio tipo I, são constituídas por fibrilhas formadas por moléculas 

de tropocolagénio. Estas últimas, unidades estruturais básicas desta proteína, são 

compostas por três cadeias polipeptídicas, duas idênticas, denominadas α-1, e mais uma 

α-2, associadas umas às outras em uma configuração helicoidal, exceto nas extremidades 

carboxilo e amina-terminal, onde há regiões com aminoácidos que não são agrupados à 
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estrutura da tripla hélice. Estas regiões são os denominados telopeptídeos que são 

responsáveis pela antigenicidade da proteína de colagénio (Cui et al., 2007; Elsharkawy 

et al., 2018; William J. Landis & Silver, 2002). 

Cada cadeia polipeptídica contém, aproximadamente, 1000 resíduos de 

aminoácidos, sequenciados em unidades repetitivas que contêm glicina (Gly), 

denominadas tripletes do tipo (Gly-X-Y)n, onde os resíduos X e Y, frequentemente, são 

prolina e hidroxiprolina, respetivamente. A localização do resíduo de Gly nesta posição, 

ao longo da cadeia polipeptídica, é um pré-requisito para a formação da tripla hélice 

(Levine, 2011; Neel et al., 2016; Silver & Landis, 2011; Zhu et al., 2018). 

As cadeias polipeptídicas do colagénio são estabilizadas por meio de ligações de 

hidrogénio, interações eletrostáticas e hidrofóbicas, intra- e intermoleculares que 

proporcionam estabilidade e resistência à degradação proteolítica. 

Em análise ultraestrutural, as moléculas de colagénio medem, aproximadamente, 

300 nm de comprimento e 1,5 nm de diâmetro. Para formar as fibrilhas, estas moléculas 

organizam-se longitudinalmente, com intervalos de 40 nm entre o final de uma molécula 

e o início de outra, denominados gaps (zonas de buracos de colagénio), e dispõem-se 

bilateralmente com uma diferença de um quarto em relação ás moléculas adjacentes, o 

que forma regiões de sobreposição conhecidas como overlaps, medindo 27 nm. Este 

espaçamento pode ser observado por microscopia eletrónica e corresponde a 

aproximadamente em 234 resíduos de aminoácidos. Esta distribuição molecular é 

repetitiva e ordenada ao longo da estrutura da fibrilha, o que carateriza os períodos D 

(=67 nm) desta proteína. Nestes períodos, os aminoácidos estão distribuídos em grupos, 

de acordo com o seu caráter ácido ou básico, que caraterizam os subperíodos, também 

conhecidos como bandas (Figura 1). Os buracos de colagénio são críticos para a 

mineralização biológica, já que parecem ser o local de eleição para a nucleação dos 

minerais. Os cristais aparentemente crescem e proliferam a partir deste núcleo de cristal. 

Além disto, o próprio tamanho disponível nestas estruturas parece restringir o 

crescimento mineral (Abou et al., 2012; Crane et al., 2006; William J. Landis & Jacquet, 

2013; Nudelman, Pieterse, George, Bomans, Friedrich, Brylka, Hilbers, De With, et al., 

2010a; Silver & Landis, 2011). 

A conformação assumida pela molécula do colagénio tipo I, tanto nas zonas dos 

buracos como nas zonas de sobreposição, admite uma especificidade de aminoácidos que 

possuem a capacidade de serem transladados tridimensionalmente (Landis et al., 1992). 

Assim, as moléculas de colagénio adjacentes encontram-se organizadas em matrizes 
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microfibrilhares (seis moléculas em um modelo quasi-hexagonal de montagem 

microfibrilar e molecular) que são escalonadas por um múltiplo de 2 a 5 de 234 

aminoácidos. Os polipéptidos constituintes de cada molécula foram previamente 

definidos pela análise sequencial das cadeias humanas α (alfa), α-1 e α-2, as quais podem 

ser obtidas através da página do Instituto National de Saúde Americano (NIH), que 

fornecem informações sobre as relações intra-fibrilares entre os aminoácidos (William J. 

Landis & Jacquet, 2013; Orgel et al., 2006; Palmer et al., 2008). 

 

 

Segundo o trabalho de Silver & Landis, 2011, para cada molécula de colagénio tipo 

I, a identidade e posição dos aminoácidos carregados exibem diversas caraterísticas 

interessantes. Entre eles, o mesmo aminoácido carregado pode ser frequentemente 

encontrado adjacente em cada uma das três cadeias polipeptídicas de colagénio, ou caso 

os aminoácidos não sejam idênticos, eles possuem a mesma carga positiva ou negativa 

nas três cadeias. Em cada molécula de colagénio do tipo I, os mesmos dois ou três 

aminoácidos adjacentes de carga semelhante (ácido glutâmico/ aspártico ou lisina/ 

arginina) estão localizados próximos dos dois ou três aminoácidos adjacentes da mesma 

carga (ácido aspártico/ glutâmico ou arginina/ lisina). Finalmente, um dos três 

aminoácidos  de lisina ou arginina encontrados nas cadeias polipeptídicas adjacentes pode 

ser substituído por um aminoácido de hidroxilisina da mesma carga positiva (William J. 

Landis & Jacquet, 2013; Silver & Landis, 2011). Assim, criam-se aglomerados de 

Figura 1 - Micro e ultraestrutura do colagénio. (A) Conversão do procolagénio em tropocolagénio por clivagem dos N 

e C propeptídeos. (B) Tripla hélice de colagénio. (C) imagem de AFM de fibrilhas de colagénio alinhadas in situ de um 

tendão. Adaptado por (Abou et al., 2012) © 2012 Published by Elsevier B.V com permissão de reprodução (anexo) 
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aminoácidos carregados em cada molécula de colagénio, um resultado que leva a altas 

densidades de carga em sítios intrafibrilhares discretos dentro das moléculas. Estes sítios 

correspondem em 12 bandas diferentes ou regiões sequencialmente designadas diferentes, 

que se coram com sais de metálicos pesados nos buracos de colagénio ou nas zonas de 

sobreposição no colagénio tipo I (Chapman & Hardcastle, 1974; Crane et al., 2006; 

William J. Landis et al., 2006; William J. Landis & Jacquet, 2013; Silver & Landis, 2011) 

 

INICIAÇÃO DA MINERALIZAÇÃO E FORMAÇÃO DA FASE MINERAL  

A mineralização é um processo natural que acontece durante toda a vida, em que 

uma substância inorgânica precipita em uma matriz orgânica. Os processos biológicos 

normais incluem a formação de tecidos conjuntivos duros, como osso, dentina e cemento, 

em que as fibrilhas de colagénio formam uma estrutura para uma arranjo altamente 

organizado de cristais de fosfato de cálcio dispostos num eixo único (Nudelman, Pieterse, 

George, Bomans, Friedrich, Brylka, Hilbers, De With, et al., 2010b). O componente 

inorgânico desses tecidos duros consiste em apatite biológica, Ca10 (PO4)6 (OH)2. A célula 

unitária da apatite biológica tem forma hexagonal e as repetições das células unitárias 

produzem cristais de vários tamanhos. Na dentina, os cristais são dispostos em placas de 

50 nm de comprimento, 20 nm de largura e 2–5 nm de espessura (Abou Neel et al., 2016). 

Devido à possibilidade dos iões da apatite poderem ser substituídos por outros 

equivalentes ou de se perderem para o meio, a relação de cálcio/fosforo é normalmente 

diferente da hidroxiapatite pura, também designada por hidroxiapatite estequeométrica 

(HAP, Ca/P=1,67). A apatite do esmalte, semelhante à HA estequiométrico, tem menos 

substituições do que o mineral ósseo e dentinário (Boskey, 2007). 

Na dentina, o colagénio tipo I acomoda ~ 56% do mineral nas zonas de buracos e 

poros das fibrilhas. As proteínas não colagénicas atuam como inibidores, promotores e/ou 

estabilizadores de deposição mineral. A proteína da matriz da dentina-1, uma 

fosfoproteína ácida, desempenha um importante papel na iniciação da nucleação e 

modulação da morfologia da fase mineral (Abou Neel et al., 2016). 

Inicialmente, a mineralização do colagénio foi considerada como uma precipitação 

inorgânica tradicional, tendo um crescimento cristalino originado diretamente do fluido 

intersticial, supersaturado com fases de fosfato de cálcio (Petruska & Hodge, 1964; 

Robinson & Watson, 1952). Recentemente, foi demostrado que a deposição de apatite, 

no osso e nos dentes, não ocorre diretamente por associação de iões da solução mas é 
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precedida por uma fase precursora de fosfato de cálcio amorfo (ACP) que mais tarde pode 

transformar-se em fosfato octacálcio (OCP) antes de se tornar HAP (Elia Beniash et al., 

2009), no entanto este mecanismo está ainda sobre debate (Rey et al., 2009). Foi sugerido 

que a formação de fosfato de cálcio in vitro é conduzida cineticamente, o que significa 

que o mineral não cristaliza diretamente no produto termodinamicamente mais estável, 

mas, em vez disso, precipita inicialmente na forma cineticamente mais acessível, ACP, 

que é subsequentemente transformada na fase termodinamicamente mais estável. 

Acredita-se que a formação de ACP se prossegue por meio de aglomerados pré-

nucleados, denominados clusters, de tamanho de um subnanômetro com uma composição 

química Ca9(PO4)6, que são aglomerados estáveis presentes em solução antes da 

nucleação, como foi recentemente demonstrado para CaCO3 (Pouget et al., 2009). No 

entanto, o papel desses aglomerados como unidades estruturais para a formação de ACP 

tem sido debatido há já alguns anos. A origem do mineral e como o mesmo infiltra as 

partículas de colagénio ainda são desconhecidos. 

O mecanismo de iniciação do processo de mineralização biológica permanece um 

tema controverso. A teoria do precursor transitório do início da mineralização da apatite 

é uma opinião bastante considerável na comunidade da biomineralizção (Mahamid et al., 

2011; Weiner., 2006). Dados obtidos por espectroscopia de Raman de um modelo de 

mineralização intramembranosa murina confirma a existência de OCP, e possivelmente 

o precursor ACP (Crane et al., 2006; Steve Weiner, 2006). O OCP, que é menos estável 

termodinamicamente do que a apatite, em condições fisiológicas e compartilha planos 

cristalográficos semelhantes com a hidroxiapatite, foi relatado como um intermediário 

transitório para a nucleação homogênea de HAP in vitro (Betts et al., 1981; Brown, 1966; 

Grynpas & Omelon, 2007). 

Estudos mais recentes, com a aplicação de técnicas mais sensíveis, confirmaram a 

presença in vivo de fases intermediárias similares a OCP, primeiro em tecidos de crânio 

de rato (Crane et al., 2006) e posteriormente no esmalte de ratos (Beniash et al., 2009), 

em ossos finos de peixe-zebra (Mahamid et al., 2010, 2008) e no crânio e ossos longos 

de ratos (Mahamid et al., 2010, 2011). Permitiram ainda confirmar que o mineral é 

depositado em clusters (presumivelmente ACP) pelas células presentes nas zonas de 

crescimento, fundindo-se com a malha de colagénio e transformando-se em apatite. Estas 

observações geraram uma alteração na forma como a formação mineral nos tecidos 

conjuntivos acontece. 
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NUCLEAÇÃO NOS BURACOS DE COLAGÉNIO 

Vários estudos mostraram que o processo da nucleação da fase mineral ocorre 

preferencialmente dentro das regiões dos buracos das fibrilhas de colagénio (E. Beniash 

et al., 2000; Robinson & Watson, 1952), nos quais a maioria dos cristais encontram-se 

bem organizados em arranjos paralelos, em bandas negras praticamente contínuas (Traub 

et al., 1989). No entanto os fatores que direcionam a nucleação na zona de buraco de 

colagénio permanecem ainda um tema controverso. Diversas investigações in vitro têm 

sido efetuadas com objetivo analisar os mecanismos relacionados com a especificidade 

espacial da formação de apatite no colagénio. Análises da sequência de aminoácidos e da 

estrutura primária, secundária e terciária da proteína demostraram que o local específico 

na região do buraco de colagénio no qual os cristais são nucleados (Weiner et al., 1992) 

contêm clusters de aminoácidos carregados (Chapman & Hardcastle, 1974; Dahl et al., 

1998). 

Num modelo tridimensional de microfibrilhas de colagénio, proposto por Hodge e 

Petruska. (1964), foi altamente notável a repetição de seis resíduos de aminoácidos 

carregados específicos. Neste caso, muitos dos locais desses aminoácidos carregados 

particulares ocupam locais conhecidos dentro das zonas dos buracos ou das zonas de 

sobreposição de colagénio. As cadeias laterais destes aminoácidos podem tomar  uma 

conformação tridimensional capaz de coordenar iões de cálcio e fosfato, providenciando 

assim, centros de nucleação de apatite (Dahl et al., 1998; William J. Landis & Silver, 

2002; Petruska & Hodge, 1964; Silver & Landis, 2011). Adicionalmente, Landis & 

Silver, (2002), sugeriram que a ligação preferencial dos iões de cálcio e fosfato na zona 

de buraco de colagénio poderia ser uma consequência de flexibilidade presente nesta 

região. Entretanto, a maioria dos estudos in vitro reportam cristais de apatite sendo 

nucleados uniformemente nos buracos de colagénio e nas zonas de sobreposição, 

sugerindo a existência de um mecanismo adicional com o intuito de direcionar a formação 

de apatite em locais específicos (Elia Beniash et al., 2009; Nudelman, Pieterse, George, 

Bomans, Friedrich, Brylka, Hilbers, De With, et al., 2010a; Olszta et al., 2007). 

Os eventos de nucleação parecem ser independentes uns dos outros (Kevin Range, 

2012), sugerindo que núcleos de apatites individuais possam ser formados em diferentes 

momentos e em locais distintos em um ou mais canais de zona de buraco, bem como em 

zonas de sobreposição (Landis et al., 2006; Landis & Silver, 2002). Com o crescimento 

da apatite formem-se cristais em plaquetas muito pequenas nos vários locais de buracos 
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e sobreposição das fibrilhas de colagénio. É importante notar que, enquanto o mineral 

precipita preferencialmente nas zonas dos buracos de colagénio, os cristais têm mostrado 

crescer em dimensão e eventualmente excedem o tamanho da zona de buraco de colagénio 

(W.J Landis et al., 1992).  

Uma outra hipótese considera que as regiões de buraco de colagénio das fibrilhas 

adjacentes criam canais para providenciar espaço, permitindo assim a formação mineral 

(W.J Landis et al., 1992; Yamauchi et al., 1989). Embora a constrição do espaço possa 

realmente exercer um papel importante, o fato é que a nucleação in vitro no colagénio foi 

observada tanto no buraco de colagénio como na zona de interposição, sugerindo que a 

disponibilidade espacial não limitaria o crescimento dos cristais (Elia Beniash et al., 2009; 

Nudelman, Pieterse, George, Bomans, Friedrich, Brylka, Hilbers, De With, et al., 2010a; 

Olszta et al., 2007). Na realidade, os cristais são capazes de empurrar as fibrilhas de 

colagénio enquanto crescem, permitindo assim a formação mineral na zona de 

sobreposição. 

Pouco se sabe a respeito dos detalhes de como as moléculas orgânicas por si só 

mudam no estágio inicial de mineralização. A razão para isto é que a mineralização no 

seu estágio inicial é relativamente rápida e as reações relativas de interface são difíceis 

de serem observadas. Investigações in situ da maneira com a qual o processo de 

mineralização biológica evolui na interface orgânica/mineral, a partir do seu estágio 

inicial, revelam alguns dos mecanismos de reação à nível molecular (F. Z. Cui et al., 

2008). Enquanto esta matriz estruturada descrita acima providencia a base para uma 

associação do mineral com o colagénio tipo I, há relatos na literatura de que a 

mineralização ocorre tanto internamente (deposição intrafibrilhar) como externamente 

(deposição interfibrilhar) às moléculas de colagénio tipo I, por processos aparentemente 

distintos um do outro. Adicionalmente, foi demonstrado que este mineral é composto de 

cristais de apatite carbonados e finos, em forma de platelets alinhados, geralmente 

paralelos uns aos outros dentro da estrutura de colagénio tipo I com os seus eixos c 

orientados paralelamente ao longo eixo do colagénio com o qual se associam (Landis et 

al., 2006; Landis & Jacquet, 2013; Weiner & Traub, 1992). 

Como já foi descrito, enquanto a associação entre iões de cálcio e fosfato ao 

colagénio foi relatada com bastante detalhe durante o processo da nucleação heterogênea 

intrafibrilar, pouco se sabe no que diz respeito à superfície de colagénio e entre 

microfibrilhas, fibrilhas e fibras. Tanto os iões quanto as diferentes espécies moleculares, 

como alguns dos membros da proteína da família SIBLING (small integrin-binding 
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ligand, N-linked glycoprotein), são sugeridos como mediadores da nucleação da 

superfície do colagénio e da nucleação heterogênea interfibrilar (William J. Landis & 

Jacquet, 2013; Olszta et al., 2007). Numerosos estudos demonstraram que os membros 

da família SIBLING são proteínas ácidas com cadeias de peptídeos estruturalmente 

flexíveis e pedido limitado de longo alcance (Elia Beniash et al., 2011; George & Veis, 

2008). Algumas destas proteínas, nomeadamente a sialoproteína óssea (BSP), a 

osteopontina (OP), a fosfoforina de dentina (DPP) e a proteína da matriz de dentina 1 

(DMP1), contêm regiões que reconhecem o colagénio, bem como domínios 

caracterizados por aminoácidos carregados e locais de glicosilação, sulfatação e 

fosforilação capazes de interagir com os iões do mineral (He & George, 2004; William J. 

Landis & Jacquet, 2013). Certas evidências de microscopia eletrónica, identificaram a 

fosfoforina da dentina e sialoproteína óssea ligadas nas zonas superficiais de colagénio 

onde as conformações carregadas ou fosforiladas podem possivelmente estender-se para 

espaços interfibrilhares, atraindo iões de fosfato e cálcio e originando assim a nucleação. 

Esta interação pode contribuir na deposição de mineral entre as fibrilhas de colagénio e 

nas fibras dos espaços extracelulares (Fujisawa & Tamura, 2012; Stephen Weiner & 

Traub, 1992). A DPP, em particular, liga-se preferencialmente ao local no qual a 

nucleação dos cristais de apatite pode ser observada (Dahl et al., 1998; Traub et al., 1989; 

Stephen Weiner & Traub, 1992). No entanto, estudos de mineralização in vitro realizados 

por Beniash et al. (2011), sugerem que a DPP não induz preferencialmente a formação de 

apatite nos buracos de colagénio. Sendo assim, as proteínas não colagénicas podem atuar 

tanto como inibidores, quanto como promotores e/ou estabilizadores de deposição de 

mineral. A extensão da inibição pode ser tal que a deposição de mineral é altamente 

controlada e restrita apenas ao colagénio e não a outros constituintes do tecido (Toroian 

et al., 2007). 

Estudos mais recentes afiram que a estequiometria polipeptídica do colagénio tipo 

I é fundamental para os eventos iniciais da deposição mineral nos espaços intrafibrilhares 

da molécula. Neste sentido, as cadeias de aminoácidos laterais carregados do polipéptido 

nos arredores dos buracos de colagénio tipo I e zonas de interposição são consideradas 

como zonas de ligação adjuvantes para os iões de cálcio e fosfato encontrados nos fluidos 

supersaturados teciduais circundantes (Silver & Landis, 2011; Y. Wang et al., 2012). 

A combinação de iões de cálcio e fosfato encontra-se em íntima associação, 

constituindo um centro para a nucleação de cristais minerais nos buracos de colagénio 

zonas de sobreposição intrafibrilhares. O colagénio tipo I parece então atuar como uma 
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matriz para a nucleação dos cristais independentemente das outras moléculas (não 

colagénicas) presentes nos tecidos. Porém, embora esta última conclusão possa ser válida 

para a mineralização intrafibrilhar, não é necessariamente aplicável à formação de 

mineral entre as fibras de colagénio (mineralização interfibrilhar), nem às demais 

formações hierárquicas estruturais da proteína. Nestes casos, os meios de deposição 

mineral que circundam o colagénio são ainda incertos e requerem uma maior clarificação, 

possivelmente com o envolvimento das proteínas não colagénicas (NCPs) e demais 

moléculas acessórias presentes no meio (William J. Landis & Jacquet, 2013; Silver & 

Landis, 2011). 

Enquanto a regulação e controlo da mineralização interfibrilhar do colagénio é 

conjetural nos espaços extracelulares dos vertebrados, outros aspetos da interação 

colagénio-mineral carecem de um maior conhecimento e entendimento. Por exemplo, 

existe pouca informação relativa à ocorrência do alinhamento paralelo dos cristais recém-

formados e à orientação estrita dos seus eixos c-cristalinos ao longo do eixo principal do 

colagénio. Há também evidência incompleta em relação da progressão do crescimento e 

do desenvolvimento destes cristais após a sua nucleação com o colagénio tipo I e há 

poucos dados relevantes relativos à deposição mineral intrafibrilhar no espaço 

longitudinal estreito existente entre as moléculas de colagénio tipo I (William J. Landis 

& Jacquet, 2013). 

 

MÉTODOS DE CARATERIZAÇÃO DO COLAGÉNIO MINERALIZADO 

Os principais métodos utilizados para caraterização do colagénio mineralizado 

apresentam-se na tabela 1. As diferentes técnicas oferecem aspetos importantes sobre o 

comportamento do colagénio durante o processo de biomineralização e novas perspetivas 

sobre o mecanismo envolvido.  

Como é sabido, uma variedade de mudanças na morfologia e na mecânica, 

associadas ao processo de mineralização do colagénio podem ser observadas por meio de 

variadas técnicas. Com base nisso um grande número de estudos utiliza métodos 

correspondentes a microscopia (SEM, TEM, AFM e fluorescência) para visualizar a fibra 

de colagénio mineralizada ou espectroscopia (Raio-X, FTIR, Raman, Imagem de 

Ultrassom de Espectro de Alta Resolução) para determinar o conteúdo químico das 

amostras e testes in vitro em culturas celulares para verificar a interação do novo material 

com o meio biológico, e mais alguns outros como: determinar as propriedades mecânicas, 



Mineralização dentinária in vitro promovida por diferentes agentes de ligação 

26 

comportamento térmico (DSC, TGA), capacidade de absorção e algumas simulações 

moleculares das interações que podem ocorrer entre o colagénio e os outros componentes, 

nomeadamente a hidroxiapatite (Niu et al., 2017a; Tomoaia & Pasca, 2015). 

 

Tabla 1-  Métodos de caracterização do colagénio mineralizado 

Caraterização Morfológica Microscopia Eletrónica de Varrimento (SEM) 

Microscopia Eletrónica de Transmissão (TEM) 

Microscopia de Força Atómica (AFM) 

Microscopia de Fluorescência 

Análise do Conteúdo Mineral Difração de RaiosX 

Espectroscopia Infravermelha transformadora de Fourier 
(FTIR) 

Espectroscopia Raman 

Imagem de ultrassom espectral de alta resolução 

Propriedades Mecânicas Módulo de elasticidade 

Biocompatibilidade Culturas celulares 

Análise térmica Calorimetria de varredura diferencial (DSC)  

Análise Termogravimétrica (TGA) 

 

 

INTERAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO DE CÁLCIO NA MINERALIZAÇÃO DO COLAGÉNIO 

Existem vários estudos com objetivo de explorar os diferentes fatores que 

influenciam o self-assembly do colagénio, o crescimento dos cristais de fosfato de cálcio 

e a suas interações. O cálcio ionizado livre aparenta ser um fator extracelular crucial para 

o processo de mineralização e tem sido amplamente investigado. Alguns investigadores 

usaram concentrações baixas de iões de cálcio nos seus estudos experimentais. Por 

exemplo, Liu et al. utilizou redes revestidas com carbono flutuantes, contendo colagénio 

reticulado sobre ácido poliacrílico simulando o fluido corporal (SBF) com uma 

concentração de Ca2+ 2,5 mM. Deshpande et al. também colocou fibrilhas de colagénio 

em solução de mineralização com Ca2+ 1,67 mM. No entanto, outros autores usaram 

concentrações altas nos seus estudos. Por exemplo, Zhang et al. preparou uma solução de 

mineralização com mais de 10 mM Ca2+  (Deshpande et al., 2010; Liu et al., 2011; Zhang 

et al., 2010). 

A fibrilogénese ocorre previamente à mineralização no tecido ósseo natural, sendo 

que a sequência correta entre o self-assembly do colagénio e a nucleação dos cristais 
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minerais continua um tema de debate. A fibrilogénese pode ser realizada em 2 ou 3 etapas 

in vivo. O processo foi proposto inicialmente pela síntese da cadeia polipeptídica alfa em 

ambiente intracelular, com posterior conversão em procolagénio (depois de clivagem 

enzima-específica ao nível do seu peptídeo terminal), transferindo para o meio 

extracelular, rico em iões de Ca2+ e PO4
3- dentro da faixa de concentração fisiológica (Niu 

et al., 2017b). 

Em todos os tecidos osteoides, encontra-se a mesma estrutura básica: fibrilhas de 

colagénio, cristais de HAP (platelets), com eixos c (0 0 1) alinhados paralelamente ao 

longo eixo das fibrilhas, estruturadas previamente por self-assembly em uma matriz 

apresentando uma sequência periódica de buracos e zonas de sobreposição. Os cristais de 

HAP são nucleados nos buracos de colagénio, mas crescem além deles e são armazenados 

no espaço existente entre as moléculas de tropocolagénio, originando os nanocompósitos 

orgânicos-inorgânicos (Elia Beniash et al., 2009; Tomoaia & Pasca, 2015). 

Apesar de todos esses avanços, o efeito das várias concentrações de cálcio na 

estrutura hierárquica mineralizada do colagénio ainda não foi estabelecido. Num estudo 

recente, os resultados obtidos por DSC sugeriram que o aumento da concentração de iões 

de cálcio provoque uma diminuição no grau de self-assembly do colagénio, podendo 

mesmo inibi-lo. Os autores apontam duas possíveis razões para explicar esse fenómeno: 

a combinação do cálcio em excesso nos locais de ligação pode influenciar a estabilização 

da carga do colagénio durante o processo de automontagem; a estrutura espacial do 

conjunto ACP-colagénio e dos cristais afeta a estabilidade do colagénio fibrilhar (Niu et 

al., 2017; Qiu et al., 2015). Posto isto, a pesquisa da influência das concentrações na 

mineralização do colagénio é beneficiada não apenas para obter um conhecimento 

aprofundado da interação entre os cristais de fosfato de cálcio e colagénio, mas também 

para desenvolver o substituto ósseo artificial com propriedades ideais. 
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LIGAÇÕES CRUZADAS: O PAPÉL DO GLUTARALDEÍDO (GTA) E DA GENIPINA (GEN) 

 

Nos sistemas biológicos, a organização do colagénio tipo I em fibrilhas é 

acompanhada pela formação de ligações cruzadas covalentes inter e intramoleculares 

entre as cadeias alfa, que conferem alta resistência à tração, integridade mecânica 

necessária para os tecidos e resistência fibrilhar contra as degradações enzimáticas (Han 

et al., 2003; Sung, Chang, et al., 1999a). As moléculas de colagénio tipo I têm quatro 

tipos de ligações cruzadas, um em cada telopeptídeo e dois outros no domínio da tripla 

hélice. Considerava-se que a estabilização inicial da fibrilha de colagénio era por meio da 

ação da enzima lisil-oxidase que catalisa os grupos aldeídos dos resíduos de lisina e 

hidroxilisina nos N- e C- telopeptídeos (figura 1). Esta ação é responsável por quase todas 

as ligações cruzadas em tecidos jovens. Os aldeídos catalisados são altamente reativos e, 

portanto, reagem quimicamente e espontaneamente com outros resíduos de lisina 

modificados ou não modificados de outra cadeia dentro da mesma molécula ou de 

moléculas adjacentes, ligando duas moléculas da cabeça à cauda ao longo da fibrilha por 

meio de ligações cruzadas intra-microfibrilares imaturas (Abou et al., 2012; Di Foggia et 

al., 2019; Knott & Bailey, 1998). Outro tipo de reticulação que é baseado na reação com 

glicose ou os seus metabolitos é conhecido como glicação. Este processo ocorre de forma 

Figura 2- Ilustração esquemática do mecanismo de automontagem do colagénio dependente da concentração de íons de cálcio. 

A molécula de colagénio, o grupo fosfato e a baixa concentração de iões de cálcio combinam-se regularmente através da ligação 

de hidrogênio e o efeito de carga. A alta concentração de iões de cálcio leva a combinação irregular devido à combinação 

superabundante de cálcio nos locais de ligação e ACP coletivo. Adaptado de (Niu et al., 2017), com permissão de utilização da 

Elsevier B.V e do autor (anexo) 



Introdução 

29 

não enzimática e origina ligações cruzadas intermoleculares (Li et al., 2012; Yamauchi et 

al., 2018).  

No contexto da bioengenharia tecidual, a regulação da biodegradação do colagénio 

é essencial para a regeneração dos tecidos biológicos. Biomateriais a base de colagénio 

em diferentes formas físicas (fibras, filmes, esponjas, hidrogéis e pó) são amplamente 

usados para aplicações de engenharia de tecidos. Tais estruturas auto-organizadas de 

colagénio ou poliméricas revestidas com proteínas da matriz extracelular, são 

consideradas biologicamente ativas e, consequentemente, devem facilitar a regeneração 

dos órgãos. É, no entanto, essencial que as propriedades físicas das fibras correspondem 

às do tecido a substituir. A reticulação natural, a formação de ligações covalentes inter- e 

intramoleculares entre proteínas, é utilizada pela natureza para gerar novas entidades com 

propriedades completamente diferentes da forma monomérica original. A principal 

função da reticulação natural é transmitir a mecânica desejada e a resistência proteolítica 

nas fibras de colagénio no tecido conjuntivo.  

As ligações cruzadas, responsáveis pela conformação tridimensional da molécula 

de colagénio (Orgel et al., 2006), encontram-se em abundância nos tecidos vivos. A 

extração de colagénio a partir de tecidos de vivos envolve a quebra das ligações cruzadas 

e a consequente perda da sua integridade e estabilidade mecânica. A reticulação mediada 

pela lisil-oxidase não ocorre in vitro e, consequentemente, as formas reconstituídas de 

colagénio podem não ter resistência suficiente e podem desintegrar-se durante a sua 

aplicação sobre o tecido circundante in vivo. Assim, as formas reconstruídas de colagénio 

precisam de ser reforçadas por mecanismos exógenos, por meio de métodos químicos, 

físicos e/ou biológicos (Charulatha & Rajaram, 2003; Zeugolis et al., 2009).  

Há vários agentes químicos sintéticos e naturais que podem  aumentar o número 

das ligações cruzadas do colagénio tanto a nível inter como intramolecular (Abou et al., 

2012; Delgado et al., 2017; Han et al., 2003; Sung, Chang, et al., 1999a; Sung, Huang, et 

al., 1999). As ligações cruzadas podem ainda ser formadas entre duas microfibrilhas 

adjacentes (ligações cruzadas intermicrofibrilares) quando a distância entre as duas 

microfibrilas (1,3-1,7nm) é menor do que o comprimento do agente de reticulação 

introduzido. Uma série de abordagens de reticulação foram investigadas ao longo dos 

anos, tendo-se verificado produzirem matrizes com diferentes propriedades físicas, 

dependendo do método de reticulação adotado. Entre os vários métodos, mais efetivos 

são os químicos com preferência na ligação cruzada química através do terminal amina 

ou carboxilo (Sallent et al., 2019; Zeugolis et al., 2009).  
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A reticulação química do colagénio envolve a formação de ligações covalentes 

entre os grupos de amina ou carboxilo do colagénio com o agente de reticulação. A 

redução das aminas ou dos carboxilos livres pode ser usada como um indicador de 

eficiência de reticulação (Delgado et al., 2017). O tratamento das fibrilhas de colagénio 

com agentes de ligação com o objetivo aumentar as propriedades mecânicas e diminuir a 

degradação enzimática pode ser uma aplicação importante na área da dentisteria 

operatória. Foi demonstrado que agentes de reticulação seletivos aumentam a resistência 

à tração final e o módulo de elasticidade da dentina desmineralizada (Bedran-Russo et 

al., 2006, 2008). 

A reticulação química do colagénio está associada a uma resposta predominante de 

macrófagos pró-inflamatórios, inibição da polarização de macrófagos, redução da 

infiltração celular, aumento da expressão de citocinas pró-inflamatórias e retardamento 

na cicatrização tecidular resultando em citotoxicidade e biocompatibilidade reduzida. O 

mecanismo relacionado com a resposta inflamatória e com a cicatrização retardada ainda 

não está bem definido. Os macrófagos já foram descritos como um tipo de célula de 

resposta rápida, com papel crucial na coordenação da resposta inflamatória e das fases de 

regeneração tecidular (Delgado et al., 2015, 2017). 

Cada agente ligante tem um modo de ação único que é consequentemente 

responsável pelas propriedades do composto resultante. O glutaraldeído (GTA, figura 3) 

é o reagente mais amplamente utilizado para reticulação de colagénio sendo considerado 

um dos mais potentes agentes de ligação. Contudo, o GTA está associado a citotoxicidade 

(Gough et al., 2001; Hass et al., 2016; Sung et al., 2003), a calcificação (Mcgregor et al., 

2016) e que desencadeia respostas do organismo a corpo estranho (Delgado et al., 2015). 

A genipina (GEN, figura 3) é um agente de reticulação de ocorrência natural que 

apresenta estabilidade mecânica enquanto reduz a citotoxicidade, tendo vindo a ser usado 

na fixação de tecidos biológicos (Delgado et al., 2017). 

Quimicamente, a ação do GTA sobre as matrizes colagénicas está relacionada com 

a sua capacidade de reagir com os grupos ε-amina de resíduos dos aminoácidos lisina e  

hidroxilisina para formar ligações cruzadas do tipo base de Shiff entre estes aminoácidos 

(-CH=N-) (Abou et al., 2012). A reticulação com o GTA forma ligações intra e 

intermoleculares, envolvendo o grupo ε-amino não protonado da lisina, que então forma 

uma imina (Gough et al., 2001). Além de introduzir mais ligações do que os outros tipos 

de aldeídos, com o uso do GTA, estas ligações são mais estáveis (Charulatha & Rajaram, 

2003). As ligações cruzadas entre os resíduos de lisina e hidroxilisina elevam o peso 
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molecular, reduzem a solubilidade, conservam a configuração molecular, aumentam as 

cargas negativas e a resistência à degradação e por fim diminuem a antigenicidade. A 

reação do GTA com o grupo amino do colagénio depende da espessura do biomaterial, 

da concentração do aldeído, do tempo de tratamento, da temperatura e do pH (Bowes & 

Cater, 1966). 

 

 

 

A reticulação com o GTA envolve uma distribuição heterogênea de ligações que 

ocorre maioritariamente na superfície das fibrilhas e fibras, que leva predominantemente 

a reticulações intermoleculares conectando moléculas de colagénio distantes. Já foi 

observada a polimerização de moléculas de GTA em solução aquosa com redução dos 

aldeídos livres. Na polimerização, os grupos funcionais de aldeído das duas moléculas de 

GTA podem sofrer uma condensação aldólica. Com a polimerização do GTA, após a 

fixação, uma estrutura de reticulação em rede pode ser criada intramolecularmente e 

intermolecularmente dentro das fibras de colagénio (figura 4a) (Sung, Chang, et al., 

1999b). A capacidade do GTA em se autopolimerizar é provavelmente responsável pela 

sua eficácia como um agente de reticulação, enquanto a eficácia do formaldeído como 

agente de reticulação depende de sua abundância (Delgado et al., 2015). 

A GEN pode ser obtida a partir do seu composto original, o geniposídeo, que é 

isolado dos frutos de Gardenia jasminoides Ellis (Fujikawa et al., 1987; Tsai et al., 2002; 

Winotapun et al., 2013). A GEN e os seus compostos iridoides relacionados têm sido 

amplamente utilizados como antipiréticos e colagogos na medicina tradicional chinesa e 

fitoterapia. Entre as suas funções biológicas, como metabólito secundário, a GEN pode 

Figura 3- Estruturas químicas de GTA e GEN - adaptado de (Hsing-Wen Sung et al., 1999), com 

permissão de utilização da Elsevier Science Ltd e do autor (anexo) 
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atuar como fonte de nutriente, armazenamento e fonte de energia. Foram já descritos 

algumas ações associadas à GEN, como a anti-inflamatória (Wishart et al., 2018), a 

analgésica, a antioxidante, a fibrolítica (Muzzarelli et al., 2015) e a anticarcinogénica (X. 

S. Wang et al., 2012). Adicionalmente, a reticulação da GEN (com quitosano, proteínas 

e aminas em geral) apresenta propriedades surfactantes, emulsionantes (Wishart et al., 

2018), colorimétricas (Lee et al., 2003), biocompatibilidade, sendo um composto 

biodegradável e de baixa citotoxicidade (Muzzarelli, 2009). A GEN reticulada tem 

encontrado aplicação em diferentes áreas terapêuticas, nomeadamente na veiculação de 

fármacos e como constituinte de stents cardíacos (Muzzarelli et al., 2015), bem como em 

ciências da nutrição reticulante químico e corante natural azul (Bentes et al., 2015). 

 

 

Sabe-se que a GEN reage espontaneamente com aminoácidos ou proteínas para 

formar pigmentos de azul escuro (Bentes et al., 2015; Fujikawa et al., 1987). Esses 

pigmentos azuis escuros têm sido usados na fabricação de corantes alimentares. Além 

disso, tem sido utilizado na imobilização de enzimas e na preparação de microcápsulas 

de gelatina (Sung et al., 2000). Essas aplicações da GEN levaram ao seu uso com agente 

de reticulação natural para fixar tecidos biológicos. Fujikawa et al., (1987) afirmam que 

a GEN reage com aminoácidos para formar um nitrogeniridóide espontaneamente, que 

então sofre desidratação para formar um monómero aromático. Pode reagir com os grupos 

de amina livres de lisina, hidroxilisina ou arginina para formar ligações cruzadas intra- 

ou intermoleculares com estrutura cíclica (figura 4b) dentro de uma molécula de 

Figura 4- Ilustrações esquemáticas das presumíveis estruturas de reticulação intramolecular e intermolecular de (a) 

tecido fixado com glutaraldeído, (b) tecido fixado por genipina- adaptado de (Hsing-Wen Sung et al., 1999), com 

permissão de utilização da Elsevier Science Ltd e do autor (anexo) 
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colagénio ou entre moléculas de colagénio adjacentes. O pigmento azul produzido é uma 

mistura de polímeros com aproximadamente 40-44 unidades monoméricas (Sung et al., 

2003; Sung, Chang, et al., 1999a). 

Verificou-se que o tecido fixado com GEN tem uma resistência à degradação 

enzimática comparável ao tecido fixado com GTA (Sung et al., 2003). Tal sugere que a 

GEN pode formar produtos reticulados estáveis. Além disso, a biocompatibilidade do 

tecido fixado com GEN foi estudada em um modelo de rato em crescimento por via 

subcutânea (Huang et al., 1998), tendo sido observado que a reação inflamatória do tecido 

fixado com GEN foi significativamente menor do que em tecido fixado com GTA. 

Adicionalmente, o conteúdo de cálcio do tecido fixado com GEN, medido durante todo o 

curso do estudo, foi mínimo, sugerindo que a genipina pode formar produtos reticulados 

biocompatíveis (Sung et al., 2000; Tsai et al., 2002). 

A reticulação com GEN é influenciada pelo pH do meio reacional, sendo que, de 

modo geral, em pH mais neutro, a GEN reage com materiais que contém grupos amina, 

acontecendo duas reações principais: na primeira (figura 5), ocorre um ataque 

nucleofílico à GEN que leva à alteração do grupo éster da GEN por uma amida 

secundária; na segunda (figura 5), dá-se novo ataque nucleofílico, desta vez no carbono 

C3, formando-se um grupo aldeído intermediário, seguido da abertura do anel 

diidropirano, resultando em um novo ataque ao grupo aldeído pela amina formada no 

primeiro passo da reação (Butler et al., 2003). 

A extensão da reticulação pode ser avaliada pela temperatura de desnaturação, 

quantificação de grupos amina livres, inchaço, propriedades mecânicas e / ou resistência 

à degradação enzimática. No entanto, a temperatura de desnaturação é normalmente usada 

para avaliar a densidade de reticulação devido à simplicidade e precisão do a técnica. 

Assim, os materiais de colagénio são definidos como ligeiramente reticulados, 

moderadamente reticulados, e fortemente reticulados como quando exibem temperaturas 

de desnaturação de  <65 ° C, 65-70 ° C, e > 70 ° C, respetivamente (Delgado et al., 2015). 

Um método adicional de avaliação de reticulação dos diferentes agentes pode ser o 

índice de fixação. O índice de fixação, determinado pelo ensaio da ninidrina, é definido 

como a percentagem de grupos amina livres no tecido que reagiram com um agente de 

reticulação de teste subsequente à fixação (Sung et al., 2000). 
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OBJETIVO DO TRABALHO 

O presente trabalho teve como objetivo comparar quantitativa e qualitativamente 

os minerais obtidos por adição de iões cálcio e iões fosfato a uma solução de colagénio, 

na ausência e na presença de agentes de reticulação ou de cross-link. De acordo com a 

literatura, era espectável que estes agentes favorecessem o processo self-assembly do 

colagénio, acelerando a formação da matriz proteica e, logo, a formação de hidroxiapatite: 

com um agente de reticulação eficaz esperava obter-se maior quantidade de um mineral 

com características de hidroxiapatite. Contudo, e devido às adversidades encontradas 

durante a execução experimental neste início de ano 2020 marcado pela pandemia 

COVID-19, optou-se por convertê-lo num projeto menos ambicioso, num ensaio piloto 

dedicado à otimização das condições de obtenção de mineral na presença de glutaraldeído 

(GTA) ou de genipina (GEN), por avaliação preliminar do cristal obtido em cada caso 

pelas técnicas de microscopia eletrónica de varrimento (SEM) e de espectroscopia de 

raios X com dispersão de energia (EDS).  

Figura 5- Reações principais de reticulação da genipina adaptado de (Butler et al., 2003) com permissão de autorização 

de Wiley Periodicals e to autor (anexo) 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

GRUPOS DE ESTUDO 

O presente trabalho continua um estudo anteriormente desenvolvido neste 

laboratório (Araújo, 2019), dedicado à otimização da produção in vitro de hidroxiapatite 

na presença de colagénio, sendo que neste caso se pretendeu estudar o efeito da adição de 

agentes de reticulação (agentes de ligação cruzada ou, simplesmente, de ligação, também 

conhecidos por agentes de crosslink) na obtenção de mineral. Assim, os grupos de estudo 

considerados foram (tabela 2): Grupo A0, controlo, mineralização in vitro sem qualquer 

agente de reticulação (grupo A do trabalho de Araújo, 2019); Grupo A1, mineralização 

in vitro na presença de gluteraldeído (GTA) como agente de reticulação; Grupo A2, 

mineralização in vitro na presença de genipina (GEN) como agente de reticulação. 

O trabalho experimental consistiu primeiramente na otimização dos passos de 

reticulação dos grupos A1 e A2, seguindo-se a aplicação do protocolo de mineralização 

desenvolvido anteriormente (Araújo, 2019) e finalmente a comparação dos cristais 

obtidos por análise das imagens de SEM e EDS. Realizou-se um total de dois ensaios para 

o grupo A0, seis para o grupo A1 e três para o grupo A2, os quais se encontram descritos 

mais à frente. A figura 6 mostra o esquema do procedimento experimental realizado, com 

identificação dos três diferentes grupos e dos ensaios efetuados em cada um. 

 

Tabela 2 - Grupos de estudo do presente trabalho e respetivas soluções usadas na obtenção do mineral em cada caso.  

Grupo A0 Solução ácida de colagénio + solução de cálcio + tampão salino de neutralização pH 7.4 

Grupo A1 Solução de colagénio+ glutaraldeído 5% + solução de cálcio de + tampão salino de 
neutralização pH 7.4 

Grupo A2 Solução ácida de colagénio + genipina 0,17% + solução de cálcio de + tampão salino de 
neutralização pH 7.4 
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Figura 6 - Representação esquemática do procedimento experimental realizado e respetivos ensaios efetuado com cada 

grupo. Na designação dos ensaios usou-se o grupo a que pertencem, seguido da numeração do ensaio pela ordem de 

realização.  
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REAGENTES E SOLUÇÕES 

As soluções usadas neste trabalho, identificadas na tabela 3, foram preparadas uma 

única vez, em quantidades suficientes para a totalidade dos ensaios realizados. À exceção 

das soluções de colagénio tipo I de cauda de rato (Sigma-Aldrich, CAS-number 9007-34-

5) e do ácido clorídrico 10 mM preparado, que foram mantidas a 4oC, todas as restantes 

foram armazenadas à temperatura ambiente entre utilizações (Araújo, 2019; Cui et al., 

2008). 

 

Tabela 3 - Soluções preparadas neste trabalho 

Solução de Ácido Clorídrico 1 M (HCl) 

Solução de Ácido Clorídrico 10 mM (HCl) 

Solução de Cloreto de Cálcio 0,1 M (CaCl2) 

Solução Tampão Tris-HCl 0,2 M pH 7,4 

Solução de Cloreto de Sódio 0,5 M (NaCl) 

Solução Tampão de Fosfatos de Sódio 0,1 M, pH 7,4 

Solução Salina de Neutralização (mistura 60:2:9 das três soluções anteriores) 

Solução de Glutaraldeído (Sigma-Aldrich, CAS-number 111-30-8) 5% em Tampão de Fosfatos 
de Sódio 0,1 M pH 7,4 

Solução aquosa de Genipina (FUJIFILM, CAS-number 6902-77-8) 0,17% pH 7,4 

Solução de Genipina 0,17% em Tampão Tris pH 7,4 

 

O glutaraldeído (GTA, CAS-number 111-30-8) utilizado neste trabalho foi fornecido pela 

Sigma-Aldrich e a genipina (GEN, CAS-number 6902-77-8) pela FUJIFILM) 

 

 

PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 

Num estudo prévio neste laboratório (Araújo, 2019), onde se analisou o efeito da 

temperatura na quantidade e qualidade de mineral formado, verificou-se que a 

temperatura ambiente (~25ºC) favoreceu a formação de cristais com características de 

hidroxiapatite, enquanto a 4ºC observou-se uma reduzida formação de mineral e a 37ºC 

o mineral formado apresentou-se irregular e heterogéneo. Atendendo a estes resultados, 

os primeiros ensaios realizados no presente estudo (ensaios A1.1 a A1.4 e A2.1) foram 

conduzidos a 25ºC, em ambiente de temperatura controlada. Porém, um estudo paralelo 

com o grupo A0 (Antunes, 2020) revelou que a diminuição da temperatura para 21ºC 
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resulta na obtenção de maior quantidade de cristais de estrutura ordenada. Por esta razão, 

as temperaturas da indução da mineralização dos últimos ensaios de cada grupo (ensaios 

A0, A0.1, A1.5, A1.6, A2.2 e A2.3) foram realizados a 21ºC, em ambiente termicamente 

controlado. 

A metodologia utilizada para obter os grupos A1 e A2 foi idêntica à do grupo A0, 

sendo as concentrações de agente de ligação cruzada baseada no trabalho Al-Ammar et 

al. (2009). 

 

GRUPO A0 

 

Cada amostra do grupo A0 foi preparada por adição de HCl 10 mM a 4oC ao 

colagénio de modo a originar uma solução 2 mg/ml em proteína. A 400 μL desta solução 

adicionaram-se 150 μL de CaCl2 e, posteriormente, 800 μL da solução de neutralização. 

Todas as amostras dos 2 ensaios A0 e A0.1 foram igualmente preparadas, mas em 

condições de temperatura e tempo de mineralização diferentes. Então após a adição da 

solução de neutralização, as amostras dos ensaios A0 e A0.1 foram incubadas a 

temperatura ambiente durante 72 horas e 24 horas respetivamente. 

 

GRUPO A1 

 

O ensaio A1.2 teve como objetivo o controlo do pH na presença de tampão durante 

a atuação do GTA, ou seja, antes do início da mineralização. Então foram preparadas 

quatro diferentes amostras e os respetivos ensaios: 

• ensaio A1.2(NaOH)0: 200μL colagénio a 4 °C, 75,8μL de solução de GTA 

5% a 4 °C e 200μL de solução de tampão de fosfatos 0,1M pH 7.4 a 4°C 

• ensaio A1.2(NaOH)20: 200μL colagénio a 4 °C, 75,8μL de sol. GA 5% a 

4°C, 180μL de tampão de fosfatos 0,1M pH 7.4 a 4°C e 20μL NaOH 1M 

• ensaio A1.2(NaOH)40: 200μL colagénio a 4 °C, de 75,8μL de sol. GA 5% 

a 4°C, de 160μL de tampão de fosfatos 0,1M pH 7.4 a 4°C e 40μL NaOH 1M 

• ensaio A1.2(NaOH)60: 200μL colagénio a 4 °C, 75,8μL de sol. GA 5% a 

4°C, 140μL de tampão de fosfatos 0,1M pH 7.4 a 4°C e 60μL NaOH. 
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Foram feitas medições de pH durante a primeira hora com a utilização de tiras de 

papel indicador de pH. 

Tendo em consideração os resultados do ensaio A1.2, foram preparadas as amostras 

do ensaio A1.3 por adição de 200μL colagénio a 4 °C, de 75,8μL de sol. GTA 5% a 4 °C 

e mais de 200 μL de tampão de fosfatos 0,1M pH 7.4 a 4°C. Após a adição da solução de 

GTA, as amostras foram incubadas a 37oC durante 1 hora e em seguida adicionaram-se 

724,2 μL de tampão de neutralização e 150 μL de CaCl2. O processo de mineralização 

evoluiu durante 72 horas a temperatura ambiente ~25oC. 

As amostras do ensaio A1.4 foram igualmente preparadas pela adição das soluções 

do ensaio anterior (A1.3) com única diferença a adição de diferentes quantidades de 

NaOH 1 M, neste caso já durante o processo de mineralização. Foram feitas medições de 

pH em 12 e 12 horas uma vez que o processo de mineralização, em condições normais 

ocorre durante 72 h. Foram preparadas dez amostras t0, t0.5, t1, t2, t12, t24, t36, t48, t60, 

t72. O tempo de atuação da solução de GTA (1 hora a 37oC) e tempo de indução de 

mineralização (72 horas a ~25oC) mantiveram-se estáveis. 

No ensaio A1.5, com o controlo do pH durante a fase de mineralização, foram 

igualmente preparadas às anteriores três amostras. Após o tempo de atuação da solução 

de GTA (1 hora a 37oC) e a adição da solução de neutralização, as amostras do ensaio 

A1.5 foram incubadas a temperatura ~21oC em ambiente controlado durante 72 horas. 

Foram feitas as seguintes adições de NaOH 1M, no t0 50μL de NaOH 1M, no t12: 30 μL 

de NaOH 1 M, t36: 20 μL NaOH 1 M e no t60: 15 μL NaOH 1 M. 

As amostras do ensaio A1.6 foram preparadas por adição de 200μL colagénio a 4 

°C, de 75,8μL de sol, GTA 5% a 4 °C e mais de 200μL de tampão de fosfatos 0,1M pH 

7.4 a 4°C. Após a adição da solução de GTA, as amostras foram incubadas a 37oC durante 

1 hora e em seguida adicionaram-se 724,2μL de tampão de neutralização, 150μL de 

CaCl2 e mais 50μL de NaOH 1Μ. O processo de mineralização evoluiu apenas durante 

24 horas a temperatura ~21oC num ambiente controlado. 

 

GRUPO A2 

 

No ensaio A2.1 foram preparadas quatro amostras, duas dessas por adição de 200μL 

de colagénio a 4 °C, 124,2μL de HCl 10mM a 4oC e 75,8μL de Genipina 0.17% em 5ml 

H2O a 4°C. Esta solução teve um tempo de tratamento durante 1 hora a 37oC, após a qual 

foram adicionados 150μL de CaCl2 0,1M e mais 800μL da solução de neutralização 
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previamente preparada. As outras duas amostras foram preparadas de modo igual, com 

única diferença a solução da genipina a qual foi em tampão Tris-HCl a 4°C em vez de 

H2O. Todas as amostras deste ensaio foram incubadas durante 72 horas a temperatura 

ambiente ~25oC. 

As amostras dos ensaios A2.2 e A2.3 foram preparadas de modo igual, mas em 

diferentes tempos de incubação da mineralização. Sendo assim foram adicionados 200μl 

de colagénio a 4 °C, 124,2μL de HCl 10mM a 4oC e 75,8μL de genipina 0.17% em 5ml 

H2O a 4°C. Esta solução teve um tempo de tratamento durante 1 hora a 37º C, depois da 

qual foram adicionados 150μL de CaCl2 0,1M e mais 800μL da solução de neutralização. 

Após a adição da solução de neutralização as amostras do ensaio A2.2 foram incubadas 

a ~21oC num ambiente controlado durante 72 horas, enquanto as amostras do ensaio A2.3 

foram incubadas a ~21oC num ambiente controlado durante apenas 24 horas. 

 

PREPARAÇÃO DO MINERAL PARA ANÁLISE 

Imediatamente após o final do passo de indução da mineralização, as amostras 

foram centrifugadas numa microcentífuga, à velocidade máxima durante 5 minutos, com 

o objetivo de separar o mineral da fase líquida. O mineral foi recolhido por decantação e 

posteriormente lavado com água bidestilada para reduzir a presença de sais solúveis, 

como por exemplo NaCl. A técnica de secagem descrita em Araújo, 2019, foi aplicada 

apenas nos ensaios A1.1-A1.4 e A2.1. Nos restantes ensaios usou-se um método de 

secagem mais adequado à análise por SEM de amostras contendo material biológico. Este 

método consiste numa primeira lavagem do mineral com água bidestilada, seguida de 

uma lavagem de 5 minutos com álcool a 70%, duas lavagens de 5 minutos cada com 

álcool a 96%, três lavagens de 5 minutos cada com álcool a 100% durante 5 minutos, 

concluindo-se com uma lavagem de 15 minutos com hexametildisilano (HMDS). No final 

desta última lavagem é expetável que a fase aquosa tenha sido totalmente removida, mas 

para prevenir vestígios de água, os eppendorfs devem ser mantidos invertidos numa 

atmosfera seca durante 48 horas. 

O sobrenadante obtido por centrifugação foi usado para controlar o pH durante a 

mineralização, tendo-se usado para o efeito tiras de papel indicador de pH face às 

reduzidas quantidades de solução. 

No final das 48 horas de secagem ao ar seco, estimou-se a massa de mineral obtida 

em cada ensaio por pesagem na balança analítica. 
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ANÁLISE DO MINERAL POR SEM E EDS 

As análises por microscopia electrónica de varrimento (SEM) foram realizadas no Centro 

de Microscopia Eletrónica e Histopatologia (Cmicros) da Egas Moniz, CRL, no 

equipamento JEOL LSM 5400 (figura 7). As amostras a serem analisadas foram 

colocadas sobre fita adesiva de dupla face, num suporte próprio com capacidade para 

quatro amostras diferentes (figura 8). Inicialmente, as amostras recebem um tratamento 

de paládio no evaporador a vácuo JEOL 400 (figura 9), por pulverização do metal em alto 

vácuo durante 15 minutos. 

 

 

Figura 7- Microscópio Eletrónicao de Varrimento (Cmicros) da Egas Moniz, 

CRL, no equipamento JEOL LSM 5400. 

Figura 8 - Amostras colocadas em fita adesiva de carbono em base metálica. 
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Figura 9- Instrumento de evaporação a vácuo JEOL 400, Cmicros Egas Moniz CRL. 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

O presente trabalho teve como objetivo a otimização do processo de obtenção de 

mineral na presença de diferentes agentes de ligação com potencial mineralizante, 

nomeadamente glutaraldeído (GTA) e genipina (GEN), na formação in vitro de 

hidroxiapatite, na presença de colagénio. Pretendia-se comparar o mineral obtido usando 

cada um destes agentes com o mineral obtido em condições idênticas, mas sem qualquer 

agente, recorrendo a análises por microscopia eletrónica de varrimento (SEM) e por 

espectroscopia de raios X com dispersão de energia (EDS). 

Diversos estudos abordam a importância da interação entre o fosfato de cálcio e o 

colagénio, visto este último ser fundamental para a formação mineral ao fornecer locais 

para a nucleação (Cui et al., 2008). Na literatura existem estudos de indução da reticulação 

de nanocompósitos hidroxiapatite/colagénio com glutaraldeído (GTA) (Kikuchi et al., 

2004), onde este agente tem como objetivo aumentar as ligações cruzadas inter e intra-

fibrilhares do colagénio nos compósitos e controlar as propriedades mecânicas e a taxa 

de reabsorção sem reduzir a alta biocompatibilidade dos mesmos (Panda et al., 2013). No 

entanto, não se encontram estudos onde a reação de reticulação é induzida com o objetivo 

de favorecer e/ou acelerar a reorganização molecular do colagénio após a desnaturação 

reversível do mesmo (self-assembly). Neste trabalho, em que o método usado se baseia 

na aparente sinergia entre os fenómenos de self-assembly do colagénio e de formação de 

hidroxiapatite, o estabelecimento de ligações cruzadas inter e intrafibrilhares esperava-se 

favorecer a reorganização estrutural do colagénio, logo, a formação de hidroxiapatite. 

 

 

MINERALIZAÇÃO IN VITRO 

Grupo A0 

 

O grupo A0, grupo A do trabalho de Araújo, 2019, foi produzido e usado como 

referência para o estudo dos grupos A1 e A2.  

Foram preparadas 3 amostras de acordo com o método descrito por Araújo, 2019, 

com a alteração já descrita nos materiais e métodos no processo de secagem. 

O pH do sobrenadante foi controlado com tiras de papel indicador de pH de modo 

a verificar que a reação de mineralização se ocorria num valor neutro (pH~7). As amostras 
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depois de secas foram pesadas em balança analítica tendo-se obtido uma massa média de 

2,4 g e observadas em estereomicroscópio didático Leica EZ4D (figura 10), a fim de se 

poder comparar as diferenças macroscópicas dos vários grupos estudados. 

 

 

Procedeu-se ainda à observação em SEM onde foi realizada também análise EDS 

com o intuito de comparar o aspeto microscópico e constituição dos minerais obtidos nos 

diferentes estudos. Os resultados desta análise podem ser observados na figura 11 e 12 e 

tabela 4. 

 

 

 

 

 

Figura 10 - Amostras do Grupo A0 (72 h) em estereomicroscópio didático Leica 

EZ4D a 25x, imagens iguais com diferente densidade de luminosidade. Amostras 

com estrutura tridimencional e homogénia com alta opacidade 
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Figura 11 - Microfotografia de SEM do grupo A0 a 50x (sem agente ligante 72h), estrutura 

tridimensional com forma e margens reguralares 

Figura 12 - Microfotografia de SEM do grupo A0 a 500x (sem agente ligante 72h), imagem com padrão 

homogénio, zonas de aglomerções de mineral  
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Durante os ensaios dos grupos A1 e A2, verificou-se, nos controlos realizados a 

cada 24 h que a turbidez a este tempo parecia por vezes ser superior à das 48 h. Como tal, 

foi realizado um ensaio com o grupo A0 que seguiu o método experimental do ensaio de 

72 horas apenas com a diferença do tempo de mineralização, tendo esta sido interrompida 

ao fim de 24 horas. Procedeu-se depois ao controlo do pH, pesagem, observação, SEM e 

análise EDS tal como nos restantes ensaios. O intuito deste ensaio foi verificar se para 

além da turbidez existiam diferenças entre os grupos nos restantes parâmetros analisados 

que nos possam ajudar a propor teorias para as observações feitas às 48h. 

Este ensaio, denominado A0.1, originou uma massa média de 2,6 mg, e pode ser 

observado na figura 13 de estereomicroscópio e 14 e 15 de SEM. A sua análise EDS 

encontra-se na tabela 4. 

 

 

 

É notável a diferença entre a opacidade e a estrutura das amostras dos diferentes 

ensaios. As amostras A0 têm uma estrutura mais uniforme.  Os valores médios das massas 

obtidas de mineral das amostras A0 foram 2,3 mg. A diferença das massas obtidas entre 

os dois grupos pode se justificar pela maior massa dos percursores amorfos antes da 

formação de mineral. 

 

 

 

Figura 13 - Amostras do Grupo A0.1 (24h) em estereomicroscópio didático Leica 

EZ4D a 25x. Imagens iguais de diferentes faces das amostras. Observem-se 

amostras transparentes com padrão homogénio  
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Figura 14 - Microfotografia de SEM do grupo A0.1 a 50x (sem agente ligante 24h), estrutura 

tridimensional com forma regular e padrão homogênio 

Figura 15 - Microfotografia de SEM do grupo A0.1 a 350x (sem agente ligante 24h), imagem com 

padrão homogênio 
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Tabela 4- Gráficos e constituição elementar obtidos por EDS dos grupos A0 e A0.1 
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(24h) 
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GRUPO A1 

 

O grupo A1 corresponde às amostras preparadas pela mesma solução do grupo A0, 

mas na presença do agente de ligação, GTA. Dos seis ensaios experimentais que se 

realizaram dentro do grupo A1, os quatro iniciais tiveram como objetivo a otimização das 

condições de atuação do agente e os dois últimos tiveram como objetivo a formação in 

vitro de hidroxiapatite na presença de colagénio com o tratamento do agente de ligação. 

No ensaio A1.1 foi estudado o tempo de incubação/tratamento das amostras com o 

GTA com objetivo otimizar a variante do tempo e controlar a temperatura de tratamento. 

Nas amostras A1.1 o colagénio foi tratado com o GTA durante vários tempos de 

incubação, numa temperatura controlada a 37º C sendo 1 hora o tempo indicado na 

literatura (Abou et al., 2012; Al-Ammar et al., 2009). No fim de cada tempo, foram 

adicionadas as soluções de cloreto de cálcio e tampão de neutralização pare se continuar 

o processo de mineralização. As amostras tiveram uma evolução de mineralização 

durante 72 horas em temperatura ambiente (~25º C), tempo ao fim do qual se observou 

não ter havido formação de mineral, mas sim de um composto amarelado (figura 16). 

Adicionalmente, o pH do meio medido no final da mineralização a pH ~3-4 (figura 17) , 

não compatíveis a mineralização (Tomoaia & Pasca, 2015). 

                                                  

 

Figura 17 - Controlo de pH do ensaio A1.1, valores 

obtidos entre 3-4 

Figura 16 - Ensaio A1.1 (A) amostra A1.1 1h de tratamento com GTA (B) após 72h de mineralização (C) amostra 

A1.1 24 horas de tratamento com GTA (D) após 72h de mineralização 
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A ausência de formação de mineral no ensaio A1.1 foi por nós interpretada como 

sendo devida à acidificação do meio, pelo que o tampão de neutralização não foi 

suficientemente forte na presença do GTA. O ensaio A1.2 foi então realizado com 

objetivo de controlar do pH após a adição do GTA e antes da mineralização. Para tal, o 

passo de adição da solução de HCl ao colagénio foi suprimida e o volume correspondente 

foi substituído por solução de tampão de fosfatos 0,1 M contendo NaOH. De forma a não 

alterar as concentrações finais de fosfato e cálcio durante o ensaio, o passo de 

mineralização foi igualmente adaptado. A tabela 5 descreve a constituição das amostras 

preparadas. 

 

Tabela 5 – Composição das amostras preparadas no ensaio A1.2 

Amostras Sol. colagénio 
4 mg/ml 

Solução GTA 5% Tampão de fosfatos 0,1 M NaOH 1 M 

A1.2 (NaOH)0: 200 μL  75,8 μL 200 μL 0 μL 

A1.2 (NaOH)20: 200 μL 75,8 μL 180 μL 20 μL 

A1.2 (NaOH)40: 200 μL 75,8 μL 160 μL 40 μL 

A1.2 (NaOH)60: 200 μL 75,8 μL 140 μL 60 μL 

 

 

O volume adicionado da junção de tampão fosfatos/NaOH manteve-se sempre igual 

(200μL) para não se alterar o volume final da solução e consequentemente as 

concentrações em solução dos restantes reagentes. 

As amostras foram preparadas em triplicado. 

Era esperado que a acidificação do meio se desse no tempo de atuação do GTA e 

como tal foram feitas medições de pH durante a primeira hora  do tratamento com o GTA 

com a utilização de tiras de papel indicador de pH para perceber se a adição do tampão 

de fosfatos foi suficiente ou havia necessidade de adicionar NaOH (figura 18a e 18b).  

As amostras A1.2(NaOH)0 nas quais foi adicionado apenas o tampão de fosfatos 

tiverem valor de pH ~7,4-8 (figura 18a) enquanto que as amostras A1.2(NaOH)20, 

A1.2(NaOH)40, A1.2(NaOH)60 nas quais foram adicionados os diferentes volumes de NaOH 

obtiverem valores de pH ~11-12, ~11-12 e ≥ 14 respetivamente (figura 18b).  
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Concluiu-se por isso neste ensaio que a adição de NaOH durante a atuação do GTA 

basifica demasiado o meio de solução, que se pretende ser mantida sempre a um pH 

neutro. No entanto, a substituição apenas do HCl pelo tampão fosfatos mostrou resultados 

favoráveis no controlo do pH durante o tempo de atuação do GTA. Como tal, foi efetuado 

o ensaio A1.3 em que se induziu a mineralização com esta substituição. 

No ensaio A1.3 foi induzido o processo de mineralização, prosseguindo o ensaio 

A1.2(NaOH) (grupo sem adição de NaOH), único grupo que se manteve em pH 7. Os 

microtubos deste ensaio, ao fim de 1 hora e logo após a adição de CaCl2 e do tampão de 

neutralização tiveram imediatamente uma formação de mineral observando um aumento 

significativo da turbidez dos microtubos superior ao observado no grupo A0 (figura 19). 

Esta observação leva-nos a pensar que o GTA influencia, como previsto, a velocidade da 

ocorrência da mineralização. 

 

 

Figura 18 - (a)Valores de pH das amostras A1.2(NaOH)0 e (b) das amostras A1.2(NaOH)20, A1.2(NaOH)40, 

A1.2(NaOH)60 

Figura 19- Amostras do ensaio A1.3 1 hora após o tratamento com GTA e no t0 da 

mineralização, aumento da turbidez e viscosidade do meio de solução 
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Após as 72 horas, os microtubos apresentavam uma alteração na sua coloração, para 

amarelo como pode ser observado na figura 20a, e aquando do controlo de pH com tiras 

de papel indicador, foi observada a acidificação do meio com valores de pH~3 (figura 

20b). Os pellets de mineral obtidos após a centrifugação, apresentaram-se com uma forma 

gelatinosa e amarela distinta do grupo A0 (figura 20c). Com a acidificação do meio é 

provável que tenha ocorrido a dissolução do mineral e que o composto gelatinoso obtido 

seja a precipitação do material orgânico resultante da centrifugação. Este ensaio mostrou 

que a acidificação do meio ocorre não durante o período de ação do GTA, mas sim após 

a indução da mineralização. Assim, projetou-se um novo ensaio, onde se controlou o pH 

do meio não no passo do tratamento com GTA, mas durante a mineralização: ensaio A1.4. 

 

 

O ensaio A1.4 teve como objetivo o controlo do pH durante a fase de mineralização 

com adição de NaOH para manter o pH do meio numa gama de valores compatível com 

a mineralização pretendida. 

Nas amostras A1.4, inicialmente tratadas com GTA 5%, foram adicionados 

volumes uniformes de NaOH 30 min após o início da mineralização. Como o processo 

de mineralização nas condições de controlo (Grupo A0) decorre durante 72 horas, 

estipulou-se um controlo do pH em períodos de 12 horas, sendo a adição de NaOH 1 M 

apenas efetuada caso se observasse acidificação do meio. Na tabela 6 apresentam-se os 

resultados obtidos no controlo do pH do meio, assim como os momentos em que houve a 

necessidade de neutralizar o meio com NaOH.  

Prepararam-se 10 amostras equivalentes no ensaio A1.4, de forma a poderem fazer-

se os controlos de pH programados, descartar o microtubo analisado, neutralizar o meio 

Figurea 20– (a) Amostra A1.3 no fim das 72 horas antes da centrifugação (b)Valores de pH das amostras A1.3, (c) 

Amostra A1.3 obtida após a centrifugação. 
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das amostras ainda em estudo no caso de ser necessário e prosseguir com a mineralização 

até às 72 horas.  

 

 

Tabela 6 - Valores de pH obtidos nos respetivos tempos após o início de mineralização 

 

 

 

Imediatamente após a adição de gluteraldeído à solução de colagénio (t=0) registou-

se uma acidificação, o que se revela positivo na medida em que, como referido, o passo 

de adição de ácido clorídrico para induzir uma desnaturação reversível e controlada foi 

suprimido dos ensaios do grupo A1 pelo facto do próprio GTA desempenhar essa função. 

Ocorrendo acidificação do meio imediatamente após a adição de GTA e não sendo esta 

muito acentuada, é possível que seja suficiente para destabilizar o colagénio e assim não 

comprometer o passo de reorganização estrutural que o método requer.  

A observação da acidificação do meio em t=0 exigiu a sua neutralização, tendo-se 

adicionado 50 µl de NaOH 1 M aos restantes tubos ainda em estudo e descartado o usado 

para analisar o pH. Os valores de pH registados aos tempos t=0,5, t=1, t=2 e t=12 horas 

foram aproximadamente neutros, pelo que a estes tempos não houve qualquer adição de 

NaOH. Contudo, os tubos onde se realizaram as medições foram descartados. 24 horas 

após o início da mineralização o pH do meio voltou a baixar, tendo resultado numa nova 

adição de NaOH aos tubos em estudo. O ensaio prosseguiu com a lógica descrita até às 

72 horas, tendo-se adicionado um total de 115 µl de NaOH 1 M para neutralizar 

completamente a solução durante o período de mineralização, tendo-se no final (t=72) 

registado um valor de pH ~7-8. É de referir que alguns estudos ex vivo com fragmentos 

de dentina humana fazem referência à necessidade de neutralizar o meio com NaOH 1 M 

quando se adiciona GTA ao colagénio (Al-Ammar et al., 2009).  

A figura 21 mostra as tiras de papel indicador de pH obtidas nos diferentes tempos. 
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Como pode ser observado na figura 22a, logo após a indução da mineralização e na 

presença do GTA houve um aumento da turbidez das amostras e a formação de um 

precipitado denso. Constatou-se então, que apesar de se ter observado novamente a 

coloração amarela ao fim de 24 horas de mineralização (figura 22.b) é possível neutralizar 

o meio da solução e estabelecer as condições para a evolução da mineralização. A 

alteração da coloração do meio de solução deve-se à reação do GTA com os aminoácidos 

de lisina e hidroxilisina, que resulta num produto de coloração amarela. 

 

 

 

 

 

Figura 21– Controlo de pH do ensaio A1.4 

Figura 22 – Ensaio A1.4 (a) amostras após 1h de tratamento com GTA e t0 de mineralização (b) 

t72 de mineralização 
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Estabelecida a quantidade de NaOH necessária para controlo do pH, realizou-se o 

ensaio A1.5, idêntico ao ensaio A1.4, mas onde as amostras foram mantidas a uma 

temperatura controlada a 21ºC durante a mineralização. Neste ensaio prepararam-se 10 

amostras iguais (decuplicados), tendo-se adicionado o GTA 5% à solução de colagénio, 

incubado durante uma hora e iniciado a mineralização com a adição de solução de cálcio 

e solução de neutralização. Adicionou-se um total de 115 μL de NaOH 1M durante a fase 

de mineralização, a tempos ajustados do seguinte modo: 50 μL (t=0), 30 μL (t=24), 35 

μL (t=48). A medição do pH do sobrenadante após as 72 horas e a centrifugação 

confirmou valores de pH ~7-8 (figura 23), compatível com a mineralização.  

 

 

 

Durante o processo de mineralização do ensaio A1.5, as amostras revelaram um 

aumento de turbidez, da viscosidade e a já reportada alteração da coloração (figura 24), 

indicadoras da reação do GTA com o colagénio. Estas observações podem ser justificadas 

pela ação do GTA sobre as matrizes colagénicas e sua capacidade de reagir com os 

aminoácidos já mencionados anteriormente (Abou et al., 2012; Gough et al., 2001). Está 

Figura 23– Controlo do pH das amostras A1.5, estimado no 

sobrenadante obtido após centrifugação do produto da 

mineralização. O esquema de cores indica ~7-8 para ambos as 

amostras escolhidas aleatoriamente entre as 10 ensaiadas. 

Figura 24 - Eppendorfs do ensaio A1.5 (GTA 72h) nos tempos t0, t24, t48, t72,  
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descrito na literatura que existe uma polimerização das moléculas de GTA em solução 

aquosa com redução dos aldeídos livres e formação de uma estrutura de reticulação em 

rede dentro das fibras de colagénio justificando assim o aumento da viscosidade e 

densidade do meio na presença de GTA em comparação com o grupo A0 (Delgado et al., 

2017; Sung, Chang, et al., 1999b). As amostras depois de secas foram pesadas em balança 

analítica tendo-se obtido uma massa média de 4,65mg e observadas/ fotografadas em 

estereomicroscópio didático Leica EZ4D com uma ampliação a 25x (figuras 25). Foi 

observada uma estrutura granulosa não uniforme, opaca e com uma coloração amarelada 

extremamente distinta das amostras do grupo A0. 

Como pode ser observado na figura 24, entre os diferentes tempos de evolução de 

mineralização foi observada uma diferença considerável da uniformidade e turbidez do 

eppendorf entre as 24 e 48 horas. Esta observação significativa induziu a necessidade de 

fazer uma comparação adicional dentro deste grupo. Sendo assim foi realizado o ensaio 

A1.6 no qual as amostras preparadas pelo mesmo procedimento do ensaio A1.5 tiveram 

tempo de mineralização apenas 24 horas com objetivo investigar se os cristais de apatite 

na presença de GTA se formam dentro da fibrilha de colagénio.  Este ensaio diferencial 

e desviado do tempo de mineralização completo indicado pelo trabalho de Araújo, (2019) 

foi baseado em estudos realizados do grupo A (controlo) que comprovaram após 24 horas 

de mineralização a formação de partículas de ACP observadas na superfície e no interior 

da fibrilha de colagénio (Nudelman, Pieterse, George, Bomans, Friedrich, Brylka, 

Hilbers, With, et al., 2010)  

 

 

 

Figura 25- Fotografia das amostras A1.5 (GTA 72h) em estereomicroscópio didático Leica EZ4D a 25x, 

imagens iguais com diferente densidade de luminosidade. Amostras com estrutura tridimencional, com 

coloração amarelada e forma irregular 
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Durante a execução dos ensaios do grupo A1 verificou-se, por diversas vezes, que 

a quantidade de mineral visível ao fim de 24 horas de mineralização parecia ser maior do 

que a que de facto se obtinha ao fim das 72 horas. De forma a perceber se, numa fase 

posterior de produção em grande quantidade de mineral formado na presença de 

colagénio e GTA para análise, a fase de mineralização poderia ser encurtada, decidiu 

realizar-se um ensaio idêntico ao anteriormente descrito, mas permitindo que a 

mineralização evoluísse apenas até às 24 horas: ensaio A1.6 

Uma vez terminada a mineralização (t=24), procedeu-se à secagem das amostras 

como descrito na secção Materias e métodos e os cristais foram pesadas em balança 

analítica tendo-se obtido uma massa não significativa. A observação em 

estereomicroscópio didático Leica EZ4D com uma ampliação a 25x revelou amostras 

muito finas, de aspeto irregular e coloração amarela translucida (figura 26), bastante 

destinta da observada nas amostras A1.5 (figura 25). Estes resultados sugerem que, na 

presença de GTA como agente de ligação do colagénio, um tempo de evolução de 

mineralização de 24 horas é insuficiente para se obter um produto com aspeto cristalino, 

como o obtido quando a mineralização evolui por 72 horas. 

 

 

 

 

 

 

Figura 26– Amostras do Grupo A1.6 (GTA 24h) em estereomicroscópio didático Leica EZ4D a 25x, imagens 

iguais com diferente densidade de luminosidade. Amostras de coloração amarelada zonas de diferentes 

opacidades e asperto irregular 
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ANÁLISE SEM E ANÁLISE EDS: GRUPO A1 

Com o propósito de comparar a superfície das amostras do grupo A1 e sua 

composição, foram observadas as amostras dos grupos A1.5 e A1.6 por SEM e EDS. 

Nas figuras 27 e 28 apresentam-se duas microfotografias do grupo A1.5 a 35x e 

750x respetivamente. Observa-se claramente que, a amostra A1.5 que teve uma evolução 

de mineralização de 72 horas visto que, apresenta uma forma mais parecida com o grupo 

A0, contudo com uma superfície mais irregular e granulada e com zonas de diferente 

opacidade. 

Na tabela 7 apresentam-se os resultados de EDS deste grupo. É importante referir 

nesta fase que todas as amostras dos grupos A1 e A2, foram sujeitas a um duplo 

tratamento de paládio antes da observação e por isso foram obtidos valores de Au mais 

elevados do que no grupo A0 foram registados.  

No grupo A1.5 registaram-se valores reduzidos de cálcio e fosfato, enquanto os 

valores de sódio e cloro foram superiores aos do grupo controlo A0. Tendo sido obtida 

uma proporção de Ca/P 2,30, idêntica à do grupo A0, 2,4. 

As figuras 29 e 30, microfotografias da amostra A1.6, grupo no qual a 

mineralização foi interrompida as 24 horas, apresentam um aspeto muito distinto tanto do 

grupo A1.5 como do grupo A0. Observa-se uma forma irregular e espessura fina com 

uma superfície completamente plana. 

No caso da EDS deste grupo, os valores de cálcio foram especialmente reduzidos e 

registou-se a ausência de fosfato, o que pode indicar que estes iões no foram incorporados 

no mineral obtido, devido à interrupção da mineralização às 24h. 
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Tabela 7 - Gráficos e constituição elementar obtidos por EDS dos grupos A1 (GTA) 
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Figura 27– Fotomicrografia de SEM da amostra A1.5 a 35x (GTA 72h), estrutura tridimensional com 

zonas irregulares e padrão heterogênio 

Figura 28- Fotomicrografia de SEM da amostra A1.5 a 750 x (GTA 72h), padrão heterogênio com 

diferentes zonas de aglomerções de mineral 
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Figura 29- Fotomicrografia de SEM da amostra A1.6 a 35x (GTA 24h), amostra com forma irregular e 

zonas de opoacidade distinta 

Figura 30- Fotomicrografia de SEM da amostra A1.6 a 150x (GTA 24h), imagem com padrão 

heterogênio e organização irregular 
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GRUPO A2 

O grupo A2 representa as amostras preparadas pelo mesmo método do grupo A0, 

mas na presença do agente natural de ligação genipina (GEN). Foi inicialmente realizado 

um ensaio piloto com objetivo otimizar as condições de reação da genipina e a formação 

da solução. Mais dois ensaios foram conduzidos, em condições estáveis para a atuação da 

GEN, com objetivo a formação in vitro de hidroxiapatite na presença de colagénio com o 

tratamento deste agente natural de ligação. 

O ensaio A2.1 foi realizado com o objetivo de criar uma solução de genipina 

adequado ao nosso trabalho experimental, visto ser um reagente sólido. Com base no 

protocolo de Al-Ammar et al. (2009) em que a genipina é dissolvida numa solução 0,5% 

de tampão de fosfato e na tentativa de criar esta solução foi observado que a GEN se 

degradava e formava um precipitado acastanhado com o aumento da temperatura e não 

sendo possível a sua dissolução. Sendo assim houve a necessidade de desviar do protocolo 

principal e criar uma solução com genipina. Não tendo sido possível encontrar muita do 

comportamento laboratorial da GEN, decidiu-se preparar duas soluções com a mesma 

concentração: uma solução aquosa de GEN 0,17%; uma solução de GEN 0,17% em 

tampão Tris-HCl 0,2 M pH 7,4. Com o recurso as estas duas soluções foram preparadas 

as amostras do ensaio A2.1 de acordo com o descrito na secção Materiais e Métodos.  

Logo no início da indução da mineralização observou-se o aumento da turbidez do 

meio, embora menos evidente do que a observada com o GTA. Esta análise, embora 

totalmente empírica, não é surpreendente se considerarmos que a reação da GEN com o 

colagénio foi caracterizada como mais lenta do que a reação do GTA (Sung et al., 2003) 

e se se comprovar que a ligação dos agentes de crosslink ao colagénio favorecem a 

formação de mineral. Após 24 horas, as amostras mostraram-se mais turvas do que 

inicialmente (t=0), aparentaram estar a formar mineral em toda a extensão do microtubo 

e apresentaram alteração da color para azul. Essa alteração de coloração está reportada 

como sendo correspondente ao produto da reação espontânea da GEN com os grupos 

amina livres dos resíduos de aminoácido lisina, hidroxilisina e arginina, da qual resultam 

ligações cruzadas com a mesma molécula de colagénio (intramoleculares) ou com 

moléculas de colagénio adjacentes (intramoleculares) (Bentes et al., 2015; Fujikawa et 

al., 1987; Sung et al., 2000). O processo de mineralização ocorreu durante 72 horas, 

tempo ao fim do qual o mineral foi separado da fase aquosa por centrifugação seguida de 

secagem completa. O pH durante o passo de mineralização, controlado por medição direta 
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do pH da fase aquosa em tiras de papel indicador de pH, como anteriormente descrito, 

mostrou-se próximo do neutro (figura 31 e 32). As amostras depois de secas foram 

pesadas em balança analítica tendo-se obtido uma massa média de 2,6 mg, no caso das 

amostras preparadas com a solução aquosa de GEN, e 2,2 mg, no caso das amostras 

preparadas com a solução de GEN tamponizada a pH 7.4. Não se tendo verificado 

diferenças no pH após a mineralização do meio entre as amostras tratadas com uma ou 

outra solução de GEN, a diferença observada nas massas médias presume-se ser devida a 

erros aleatórios. 

 

 

 

 

 

 

Ambas as amostras foram observadas em estereomicroscópio didático Leica EZ4D. Na 

figura 33 observamos que as duas amostras não apresentam diferenças significativas uma 

vez que ambas apresentam uma estrutura uniforme de cor azul escura e com 

irregularidades nas suas superfícies. 

 

 

 

 

Figura 31- Controlo de pH do ensaio A2.1 

Figura 32 - Ensaio A2.1 t0, t24, t72 
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Após o ensaio A2.1, a solução de GEN 0,17% em tampão Tris-HCl 0,2 M pH 7,4 

assumiu uma coloração azul, característica da presença de produto da reação da GEN com 

grupos amina a pH ácido e neutro, enquanto a solução aquosa se manteve incolor. Não 

tendo havido diferenças evidentes entres os resultados obtidos com as duas soluções, 

optou-se por prosseguir os ensaios usando apenas a solução aquosa. 

No ensaio A2.2 foram preparadas três amostras com o mesmo procedimento do 

ensaio anterior, mas desta vez utilizando apenas a solução de GEN em H2O. Tendo em 

conta os resultados obtidos com os grupos A0 e A1, optou-se por realizar este ensaio num 

microambiente controlado de temperatura ~21º C. Foram obtidos resultados semelhantes 

ao ensaio anterior, nomeadamente, alteração da coloração, aumento de viscosidade e 

densidade do meio de solução. Após a centrifugação foi também obtido um sedimento 

azul, mas desta vez mais claro (figura 32). A evolução de mineralização durou um tempo 

total de 72h horas no fim das quais controlou-se o pH do sobrenadante com tiras de papel 

indicador de pH de modo a verificar que a reação de mineralização se ocorria num valor 

neutro (pH~7), compatível com a mineralização (figura 34).  

 

 

Figura 33 - Amostras do Grupo A2.1 em estereomicroscópio didático Leica EZ4D a 25x 

Figura 34- Controlo de pH do ensaio A2.2 
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As amostras A2.2 depois de secas foram pesadas em balança analítica tendo-se 

obtido uma massa média de 2,8 mg e observadas/ fotografadas em estereomicroscópio 

didático Leica EZ4D (figura 35). As amostras deste ensaio mostram diferenças notáveis 

em relação ao ensaio A2.1. Neste ensaio foram obtidas amostras muito mais uniformes, 

com superfície lisa e regular, e com uma coloração muito mais clara. À parte da cor muito 

semelhantes às amostras do grupo A0. Estas diferenças podem ser justificadas pela 

alteração de temperatura e microambiente controlado da realização do ensaio. 

 

 

 

 

À semelhança do realizado para os outros dois grupos A0 e A1, também o grupo 

A2 foi submetido a um ensaio em que apenas se variou o tempo de mineralização, que foi 

concluído ao fim de 24 horas: ensaio A2.3. 

A mineralização foi interrompida às 24 horas e as amostras foram secas e pesadas 

em balança analítica tendo-se obtido uma massa média de 1,7 mg. A obtenção de uma 

massa média inferior quando se reduz o tempo de mineralização pode ser justificada com 

a interrupção do processo, que originaria mais mineral caso continuasse até às 72 horas, 

como observado no ensaio A2. 

Posteriormente, as amostras foram. Na figura 36 encontram-se imagens das 

amostras A2.3 observadas em estereomicroscópio didático Leica EZ4D. Quando 

comparadas com as imagens do ensaio anterior, estas apresentam um aspeto diferente, 

quer a nível de formato, quer a nível de cor, sendo visível uma coloração irregular, com 

Figura 35 - Amostras do Grupo A2.2 (GEN 72h) em estereomicroscópio didático Leica EZ4D a 25x, imagens 

iguais das mesmas amostras com diferentes densidades de luminosidade e de faces diferentes das amostras, 

coloração azulada com forma e margens regulares e aspeto uniforme 



Mineralização dentinária in vitro promovida por diferentes agentes de ligação 

66 

zonas de azul mais escuro e zonas de azul mais claro. Estas diferenças podem ser 

resultado do tempo reduzido de mineralização, visto que a reação da GEN é mais lenta.  

 

 

 

 

ANÁLISE SEM E ANÁLISE EDS: GRUPO A1: GRUPO A2 

Com o propósito de observar as alterações na topografia da superfície das amostras 

do grupo A2, foram observadas as amostras dos grupos A2.2 e A2.3 por microscopia 

eletrónica de varrimento (SEM) e analisadas por espectroscopia de raios X com dispersão 

de energia (EDS) para obter informações sobre a sua composição.  

Nas figuras 37 e 38 apresentam-se duas microfotografias do grupo A2.2 a 35x e 

1000x respetivamente. Podemos claramente observar que a amostra A2.2, que teve uma 

evolução de mineralização de 72 horas num microambiente controlado, apresenta uma 

forma muito mais parecida com o grupo A0 do que a do grupo A1. No entanto, enquanto 

que no grupo A0 pode ser observada uma uniformidade da superfície, no grupo A2.2 

existem zonas com aspeto distinto.  

Na tabela 8 apresentam-se os resultados de EDS deste grupo. No grupo A2.2 

observaram-se valores mais altos de cálcio e fosfato do que no grupo de controlo A0. 

Tendo-se obtido uma proporção de Ca/P 2,72. 

As figuras 39 e 40 são microfotografias de SEM da amostra A2.3, grupo no qual a 

mineralização foi interrompida as 24 horas. As imagens obtidas por SEM deste grupo 

apresentam um aspeto também parecido como grupo A0 embora com um tamanho menor. 

Observa-se uma amostra com irregularidades na sua periferia, mas com uma superfície 

Figura 36 - Amostras do Grupo A2.3 (GEN 24h) em estereomicroscópio didático Leica EZ4D a 25x, imagens 

iguais das mesmas amostras com diferentes densidades de luminosidade e de faces diferentes das amostras, 

zonas de coloração azulada distinta com forma e margens regulares 
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mais uniforme e espessa no centro. Nas figuras 38 e 40, microfotografias com maior 

ampliação, pode ser observado um padrão muito parecido com o grupo A0. 

No caso da EDS do grupo A2.3 foram obtidos valores parecidos com o ensaio A2.2 

e uma proporção de Ca/P 2,89.  

 

Tabela 8- Gráficos e constituição elementar obtidos por EDS dos grupos A2 (GEN) 
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Figura 37 – Fotomicrografia de SEM da amostra A2.2 a 35x (GEN 72h), estrutura tridimensional com 

uma forma irregular 

Figura 38– Fotomicrografia de SEM da amostra A2.2 a 1000x (GEN 72h), imagem com padrão 

homogénio, zonas de aglomerções de mineral 
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Figura 39– Fotomicrografia de SEM da amostra A2.2 a 100x (GEN 24h), estrutura tridimensional com 

uma zona central regular e lisa e com uma periferia e margens irregulares 

Figura 40– Fotomicrografia de SEM da amostra A2.3 a 500x (GEN 24h), imagem com padrão 

homogénio, zonas de aglomerções de mineral não bem definidos 
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CONCLUSÃO 

Através da análise qualitativa, com recurso a SEM, e análise quantitativa, com 

recurso a EDS, pode-se afirmar que em todos os grupos de 24 h não existiu formação 

mineral, uma vez que a massa e características destes foram muito distintas dos respetivos 

grupos de 72h. 

Os resultados da análise quantitativa do grupo A1 sugerem que o GTA pode 

desempenhar um papel favorável na formação de mineral, sendo que originou uma massa 

média duas vezes superior à do grupo A0. No entanto, a análise qualitativa e as imagens 

de MEV revelaram um cristal com características distintas da do grupo de controlo. Deste 

modo, é necessário realizarem-se estudos experimentais adicionais a fim de esclarecer 

estes resultados controversos. 

O segundo agente de ligação cruzada estudado, a GEN, revelou nas imagens SEM 

e análises EDS, um padrão extremamente idêntico do grupo A0, tanto de aspeto como 

também de proporção Ca/P, o que pode indicar uma formação mineral idêntica ao grupo 

A0. Contudo, a massa média estimada obtida foi muito semelhante à deste grupo, o que 

pode indicar que não existe um aumento da formação mineral. Posto isto, são necessários 

estudos adicionais especialmente da variante do pH da solução de GEN com objetivo de 

estabelecer as condições ideais da aplicação deste agente ligante. 

Atualmente na literatura, não foram encontrados estudos realizados em condições 

idênticas, tratando-se por isso este trabalho de um estudo piloto. As conclusões retiradas 

carecem por isso, como já referido, de novas investigações para poderem ser mais 

detalhadas e fundamentadas. 
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