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Resumo - O objetivo do presente estudo é avaliar o teor de célcio (Ca) e fésforo (P) na estrutura 6ssea de
camundongos machos sadios. Para tal, foram analisados os fémures esquerdo e direito de dois animais
imediatamente apés o sacrificio e ap0s a conservagdo das amostras em soro fisiolégico e formol, decorridos
60 horas, 120 horas e 30 dias. A técnica de micro-analise utilizada é a Espectrometria de Fluorescéncia de
Raios-X por Energia Dispersiva (ED-XRF). Os parametros experimentais foram estabelecidos comparando-
se a estrutura dssea com a hidroxiapatita sintética estequiométrica, para uma aproximagdo quantitativa da
técnica analitica. Foi determinado os teores dos componentes de Ca e P das amostras, assim como a
relacdo entre estes componentes que fornece uma estimativa do grau de mineralizacdo das mesmas. Os
resultados obtidos indicaram o surgimento de picos do elemento enxofre (S) que passou a ser detectavel
decorrente da decomposicao da medula por necrélise
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Introducéo

O o0sso é 0 elemento estrutural primario do
corpo humano. Serve para proteger érgaos vitais e
dar suporte aos musculos que permitem o0s
movimentos do esqueleto. O osso difere de outros
materiais estruturais da engenharia, pois ele é
auto-reparador e suas propriedades quimicas e
morfologicas podem ser alteradas em resposta a
mudancas fisiologicas (KAPLAN, 1994).

E de consenso geral que 0 0sso é um 6rgéo
individual do sistema esquelético, mas o termo
0sso tem pelo menos trés significados. O primeiro
€ a matriz Ossea mineralizada excluindo o
ostedide; este se adapta rigorosamente a
definicdo de osso como tecido duro. O ostedide é
a matriz organica que sera mineralizada, e as
vezes € chamada de pré-osso. O segundo
significado de “0ss0”, e por nos adotado, é matriz
0ssea mineralizada ou ndo, isto €, incluindo
ambos 0sso mineralizado e ostedide. O terceiro
significado de “0ss0” é um tecido incluindo medula
Ossea e outros tecidos moles, bem como definido
previamente. Referimos-nos a combinacdo de
0sso e tecido mole associamos a medula como
“tecido 6sseo”. Tecido é definido como “uma
agregacao de células similarmente especializadas
unidas na execucdo de uma funcdo especifica”
(PARFITT et al., 1987). O osso tem, basicamente,
como componentes inorganicas majoritarias, 0s
elementos Ca, P e K e, como componentes
minoritarias, os elementos Fe e S. (GARTNER,;
HIATT, 1999)

As propriedades mecéanicas dos 0ssos estao
relacionadas com sua formagdo organica e
inorganica.  Segundo  Currey  (1998), os
componentes inorganicos, predominantemente
hidroxiapatita, constitui em torno de 60-70% do
0sso adulto. As componentes inorganicas sao
responsaveis pela rigidez da estrutura 6ssea. Os
componentes organicos, que formam o restante do
0ss0, sdo predominantemente compostos por
colageno tipo | (90%) e o restante consistindo de
outras substancias, tais como: glicoproteinas,
proteoglicanos e 4gua. As componentes organicas
sdo responsaveis pela elasticidade (STEVENSON,;
LINDSAY, 1998)

A associacdo de hidroxiapatita com fibras
colagenas é responsavel pela dureza e resisténcia
do tecido ésseo. Apds a remocgéao da parte mineral,
0S 0ss0os mantém sua forma intacta, porém
tornam-se tdo flexiveis quanto os tendbes. A
destruicdo da parte organica, que € principalmente
colageno tipo |, pode ser realizada por
incineracdo, e também deixa 0 0sso com sua
forma intacta, porém tdo quebradico que
dificilmente pode ser manipulado sem se partir
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999).

ApGs a morte, os corpos sofrem putrefagéo,
gue € a destruicao dos tecidos do corpo por agao
de bactérias e enzimas, resultando na dissolucéo
gradual dos tecidos em gases, liquidos e sais. A
primeira acdo desencadeada é a total ou parcial
decomposicao dos tecidos moles. A decomposi¢céo
total do corpo pode durar alguns meses e até
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varios anos, dependendo da acdo ambiental. Um
dos materiais que menos sofre com a
decomposi¢@o sao 0s 0ssos, entretanto, a medula
€ um tecido mole que faz parte da estrutura 6ssea.
Entre os produtos da decomposicdo temos o
sulfeto de hidrogénio (H,S), responsavel pela
producdo de mercaptana quando ligado ao
carbono saturado (POUNDER, 1995 apud Macedo
2003).

A analise por fluorescéncia de raios-X € um
método semi-quantitativo baseado na medida da
intensidade (numero de fdtons coletados por
unidade de tempo) dos raios-X caracteristicos
emitidos pelos elementos que constituem a
amostra quando devidamente excitada. A
intensidade da energia caracteristica emitida pelos
componentes da amostra esta relacionada com a
concentracdo de cada elemento presente na
amostra (LIEBHAFSKY, 1966). Deste modo, uma
avaliacdo quantitativa por comparacdo pode ser
conduzida para determinacdo dos teores
inorgénicos presentes na estrutura Ossea. Esta
técnica foi muito utilizada para estudo de materiais
inorganicos, como ceramicas e ligas metalicas, e,
nos ultimos 10 anos, tem sido utilizada para o
estudo de tecidos biolégicos (MACEDO, 2004).
Entre as principais vantagens desta técnica
analitica, destaca-se o fato de que ndo ha
gualquer necessidade de preparacdo prévia da
amostra, as mesmas sao técnicas nao-destrutivas
e o resultado pode ser obtido em tempo real.

Materiais e Métodos

Amostras: Este estudo foi realizado pelo
aproveitamento do material descartado dentro do
projeto de pesquisa aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade do Vale do
Paraiba (A030/2006/CEP). Neste estudo-piloto,
foram utilizados dois fémures, direito e esquerdo,
de dois camundongos machos adultos sadios
(animal A e animal B). A Figura 1 mostra o aspecto
do fémur esquerdo, proximo a regido da bacia,
imediatamente apés o sacrificio. A Figura 2 mostra
0 aspecto dos fémures esquerdo, armazenado em
soro fisiologico, e direito , armazenado em formol,
apos 60 horas, 120 h e 30 dias, respectivamente,
a temperatura ambiente (entre 15 e 23 °C). Os
procedimentos de anestesia, sacrificio e
osteotomia foram realizados em sala cirGirgica com
cuidadosa desinfeccdo do local. A cirurgia foi
realizada de acordo com as normas para pratica
didatico-cientifica da vivissecdo de animais (lei
6638/08 de maio de 1979) e com os principios
éticos de experimentacdo animal (COBEA, 1991)
sob condi¢cBes padréo de assepsia. O sacrificio do
animal foi feito administrando-se uma injecéo
intramuscular (seringa e agulha descartavel) de
Zoletil 0,8 ml/Kg e, ap6s 10 minutos, foi aplicado
Tio Pental (Barbitario — CRYSTALIA) 0,5 ml/Kg. A

regido femoral foi dissecada, sendo o tecido mole
eliminado.

Figura 1: Fotografia do fémur esquerdo do animal
A imediatamente apds o sacrificio e osteostomia.

Direito: formol

Esquerdo: soro fisiolégico

(f)

Figura 2: Fotografia do aspecto dos fémures do
animal A ap6s armazenamento a temperatura
ambiente:

(a) fémur esquerdo apo6s 60 horas da remocao e
armazenado em soro fisioldgico.

(b) fémur direito apés 60 horas da remocdo e
armazenado em formol.

(c) fémur esquerdo apds 120 horas da remocao e
armazenado em soro fisioldgico.

(d) fémur direito apos 120 horas da remocédo e
armazenado em formol.

(e) femur esquerdo ap6s 30 dias da remogédo e
armazenado em soro fisioldgico.

(f) fémur direito ap6s 30 dias da remogdo e
armazenado em formol.
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Técnica analitica: A analise quimica por ED-XRF
foi realizada em um espectrofotbmetro de
Fluorescéncia de Raios-X marca Shimadzu
modelo HEDX-1300. A superficie da amostra foi
analisada longitudinalmente por dispersao de
energia da radiacdo proveniente de um tubo de Rh
acoplado a um sistema computadorizado. A
varredura foi feita em 5 pontos distintos. O tempo
de leitura foi estipulado em 100 s por ponto. A
contagem da radiacdo foi feita por um detector
semicondutor de Si (Li) refrigerado por nitrogénio
liquido. A tensdo e a corrente do tubo foram
ajustados em 15 kV com ajuste automatico da
corrente. A amostra foi colocada na camara e a
superficie externa foi irradiada com Raios X.

A Figura 3 mostra 0 equipamento analitico por
ED-XRF. Foi utilizado, como referéncia, o reagente
de hidroxiapatita estequiométrica sintética, marca
Sigma-Aldrich, grau de pureza 99.99%
Cayp(PO4)e(OH),. Os pardmetros fundamentais
para célculo do balango da férmula quimica foram
estabelecidos para os pesos relativos de Ca, P e
0.

T—
- 4 F

o

Figura 3: Fotografia do espectrofotdmetro de
Fluorescéncia de Raios-X por energia dispersiva,
marca Shimadzu modelo PEDX-1300. Detalhe:
compartimento do porta-amostras.

Resultados

A Figura 4 mostra os espectros ED-XRFdos
minerais calcio (Ca) antes e apds armazenamento
em soro fisiologico (fig. 4a) e formol (fig. 4b);
fosforo (P) antes e ap0s armazenamento em soro
fisiologico (fig. 4c) e formol (fig. 4d); e enxofre (S)
antes e ap6s armazenamento em soro fisioldgico
(fig. 4e) e formol (fig. 4f)

Em todos os espectros, observa-se que o0s
picos de Ca, P e S estdo centrados em,
aproximadamente, 3,68 keV, 2,01 kev e 2,31 keV,
respectivamente. Estes valores correspondem
exatamente a energia de transi¢cdo da camada Ko
do elemento Ca (3,691 keV), do elemento P (2,013
keV) e do elemento S (2,308 keV).

Observa-se que ha variabilidade das
intensidades relativas dos picos entre as amostras.
A intensidade dos picos estd relacionada aos

teores dos elementos minerais presentes.
Entretanto, os valores da proporcdo Ca/P € um
fator indicativo da mineralizagdo da hidroxiapatita
Ossea.

Nota-se o surgimento do pico de energia de
fluorescéncia de raios-X referente a transigdo
eletrdnica da camada Ko do elemento enxofre (S)
nas amostras antes e apds conservagdo. Com o
decorrer do tempo, da-se inicio a decomposicao
da medula. Entre os produtos da decomposicao
esta o sulfeto de hidrogénio (H,S), que é volatil e
evapora a temperatura ambiente. Por isto observa-
se maior quantidade deste elemento em tempos
mais curtos apds o sacrificio do animal, pois os
frascos foram mantidos abertos durante o
experimento.

Supbe-se que a decomposicdo pode ocorrer
mesmo para a amostra conservada em formol,
pois acreditamos que ndo houve tempo habil para
que o reagente formol pudesse atingir a regiao da
medula antes do inicio do processo de
decomposicdo da mesma, pois 0 0sso é integro.
Como o feixe de raios-X incidente atinge uma
grande parte da espessura da amostra, ha a
deteccdo de todos os elementos presentes no
volume de excitagdo da amostra.

Ainda, o elemento enxofre esta presente nas
enzimas musculares e tecidos que revestem o
0sso. Para conclus@es futuras, deve-se proceder o
estudo com 0ssos seccionados transversalmente
para facilitar a penetracdo dos reagentes na
medula ou fazer um mapeamento transversal dos
elementos.

Os valores do teor de enxofre e da propor¢cédo
Ca/P da hidroxiapatita Ossea das amostras
analisadas séo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Relacdo Ca/P e teor do mineral S
presentes na superficie das estruturas 0Osseas
analisadas.

Teor Ca/P - (%)peso Teor S - (%) peso
Amostra animal A animal B animal A | animal B
Sor | For |Sor |For | Sor |For |Sor |For
Feémur apos | 4 6| 166 (1,78 | 1,78 | 0,26 | 0,26 | 0,15 | 0,15
remocgao
Fémur apos | 4 74| 199 1,75 | 2,03 | 0,28 | 0,37 | 0,29 | 0,41
60 horas
Fémur apos | 4 2511 75 | 1,66 | 1,72 | 0,24 | 0,28 | 0,18 | 0,39
120 horas
Fémur apos | 4 75| 202 | 1,72 | 1,97 | 0,23 | 0,33 ] 0,32 | 0,40
30 dias
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Figura 4: Espectro ED-XRF das amostras
analisadas para os componentes calcio (Ca),
fésforo (P) e enxofre(S) logo apés remocéo (azul),
apos 60h (verde), apds 120h (vermelho) e apés de
30 dias (azul escuro).

Discusséo

A hidroxiapatita estequiométrica apresenta
férmula quimica CalO(PO4)6(OH)2. A taxa de
minerais da hidroxiapatita é determinada pela
razdo de Ca e P. A relacdo Ca/P calculada
(teérica) para a hidroxiapatita estequiométrica é
167 que é o mesmo valor obtido
experimentalmente com as condicdes
estabelecidas neste trabalho. Entretanto, a
hidroxiapatita presente nos tecidos biolégicos
duros apresenta uma variacdo deste valor dada
pelo grau de mineralizacdo do mesmao.

A proporcdo de Ca/P dos tecidos duros, como
apresentado nos resultados do presente estudo,
apresentaram uma grande variabilidade. Isto
indica que existem diferentes graus de
mineralizacdo das amostras. Este resultado é
esperado devido as diferencas fisiolégicas
(intrinsecas e extrinsecas) de cada animal,
inclusive entre os ossos direito e esquerdo de um
mesmo animal. Isto ocorre por causa de fatores
cronolégicos, habitos alimentares e articulagéo.

Observou-se que as amostras mantidas em
soro fisiol6gico apresentaram maior
desmineralizacdo comparativamente aquelas que
foram mantidas em formol 10%.

Concluséo

Foi estabelecido um procedimento para
medidas analiticas quantitativas das componentes
minerais do osso de camundongos pela técnica
ED-XRF. A proporcdo Ca/P da hidroxiapatita
aumenta com a desmineralizacdo do tecido, de
modo que a inferir que o teor do componente
fésforo (fosfato) reduz mais rapidamente que o
componente  calcio. O estudo forneceu
balizamento para proceder a continuidade do
projeto para avaliar o processo  de
desmineralizacdo na conservacéo e influéncia do
tempo de morte em 0ssos.
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