219 Congresso Brasileiro de Engenharia Biomédica

ISBN: 978-85-60064-13-7

CARACTERIZACAO REOLOGICA DE GEIS DE COLAGENO ANIONICO

M. M. Horn, A. F. Giglioti, V. C. A. Martins ¢ A. M. G. Plepis

Instituto de Quimica de Sao Carlos - USP, Sao Carlos, Brasil

e-mail: mariliahorn@jiqgsc.usp.br

Abstract: Anionic collagen gels derived from bovine
pericardium were obtained in different times of
alkaline hydrolysis and were characterized by
electrophoresis and oscillatory rheology.
Electrophoresis showed the presence of two bands
corresponding to the a; and o, chains, typical of
collagen type I. Viscosity complex in function to the
temperature provided the protein denaturation
temperature that decrease with the increase in the
hydrolysis time (increase of negative charges in
tropocollagen). Anionic collagen gels are elastic since
G’ > G”’ and the presence of negative charges makes
the tropocollagen molecules more solvatated,
reducing its mobility and reflecting an increase in
the elastic modules.
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Introducao

A utilizagdo de colageno em aplicagdes médicas
(reconstrucdo de tecidos moles, revestimento de
queimaduras e outras lesdes) esta relacionada a baixa
imunogenicidade, excelente biocompatibilidade,
habilidade de promover o crescimento celular ¢ a
capacidade da reconstrugdo in vitro da estrutura
microfibrilar encontrada em tecidos naturais [1].

O colageno ¢ a proteina mais abundante do reino
animal, sendo que existem 29 tipos [2] distintos
quimicamente entre si. O coldgeno do tipo I é o mais
abundante e¢ ¢ formado por duas cadeias idénticas
chamadas ol e uma cadeia diferente a2. O arranjo dos
aminoacidos nas cadeias o consiste em tripletes em que
o terceiro residuo é a glicina. A forma mais comum,
correspondente a um ter¢o das estruturas é o tipo
—(Gly-X-Y),~, com X sendo prolina (Pro) e Y,
hidroxiprolina (Hyp) [1].

O colageno pode ser utilizado como um material
injetavel para a reparacdo de tecidos e como suporte de
farmacos, bem como na preparacdo na forma de filmes,
esponjas ¢ membranas. Esta diversificacdo indica a
necessidade de uma avaliagdo das caracteristicas
reologicas com o intuito de ajudar no controle e
manipulag@o das suas propriedades fisicas [3].

Neste trabalho foram utilizados géis de colageno
derivado de pericardio bovino que foram preparados em
diferentes tempos de hidrdlise alcalina. A caracterizag@o
foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida-
SDS e medidas reoldgicas.

Materiais e Métodos

Colageno Anidnico— foi obtido por hidrdlise
alcalina de pericardio bovino por tratamento [4] com
uma solucdo alcalina contendo hidréxidos, sulfatos e
cloretos de Na', K" e Ca®" por periodos de 12, 24 ou
36 h a 25°C (PB12, PB24 e PB36), seguido de
estabilizagdo com uma solugdo contendo cloretos e
sulfatos dos mesmos cations. Apés isso, foram
realizadas lavagens com acido borico (3%), agua
destilada, EDTA 0,3% ¢ agua destilada novamente. Os
géis foram obtidos por extragdo ¢ homogeinizagdo em
solugdo de acido acético pH 3,5 e estocados a
temperatura de aproximadamente 5°C.

Determinacio das MM — as massas molares foram
determinadas por eletroforese em gel de poliacrilamida-
SDS [5], com gel de 5% para empacotamento e 10% de
separacdo. A razdo oy/o, foi determinada por
densitometria do gel, apds coloracdo com Coomassie
Blue. O padrdo de proteinas de alta massa molecular
(Sigma) utilizado foi uma mistura de: Miosina
(205000 g mol™), B-galactosidase (116000 g mol™),
Fosforilase b (97400 g mol™"), Albumina de Soro
Bovino (66000 g mol™), Ovalbumina (45000 g mol™) e
Anidrase Carbénica (29000 g mol™).

Medidas Reologicas — Os ensaios de reologia
oscilatoria foram feitos em um redmetro AR — 1000N
de deformacdo controlada da TA Instruments, com
geometria cilindrica duplo concéntrica e gap de S500um.
O sistema foi termostatizado por um banho circulatorio
modelo FS18 da Julabo com uma variagdo de
temperatura de 0,1°C. Os ensaios de oscilagdo foram
feitos a 25°C, freqiiéncia de 1,0 Hz e uma variagdo na
tensdo de oscilagdo de 0,001 a 50 Pa, para determinacdo
da regido viscoelastica. Os modulos de armazenamento
(G’) e de perda (G") e a viscosidade complexa (n*)
foram obtidos em fungdo da temperatura ou frequéncia
angular na regido viscoelastica. Os ensaios de varredura
de temperatura foram feitos de 25 a 65°C a uma
frequéncia constante de 1,0 Hz, deformacdo de 1,0% e
uma razdo de aquecimento de 0,5 °C min™!, sendo os
géis previamente estabilizados a 25°C. Os ensaios de
varredura de freqiiéncia foram feitos de 0,5 a 100 rad s™
com deformacdo de 1,0%, em temperaturas que foram
de 26 a 38°C.
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Resultados

A eletroforese em poliacrilamida/SDS dos géis de
colageno PB12, PB24 ¢ PB36 (Figura 1) mostrou a
presenca das bandas correspondentes as cadeias o € al,.
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Figura 1: Eletroforese em gel poliacrilamida/SDS a 10%
dos géis de PB: (a) 12h; (b) 24h; (¢) 36h e (x) Padrdo de
alta massa molecular.

Para as medidas reoldgicas foi realizada a
determinagdo das regides viscoeldsticas através da
varredura dos modulos eléstico (G’) e viscoso (G””) em
funcdo da tensdo de oscilacdo (Figura 2), sendo
determinado o valor de deformagdo de 1% que foi
utilizado para todas as outras medidas.
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Figura 2: Moédulos G’ ¢ G’ em fungdo da tensdo de
oscilagdo. PB12 —m— G’, —0O— G’’; PB24 [170] G,
(8 G”’; PB36 —@—G’, —O—G”’.

As curvas de viscosidade complexa (n*) em fungéo
da temperatura mostram uma diminui¢do abrupta na
magnitude da m* em um pequeno intervalo de
temperatura (Figura 3) refletindo o processo de
desnaturacdo da proteina. A temperatura determinada
pelo pico da curva da derivada dn*/dT em fungdo da
temperatura fornece a temperatura de desnaturagdo
(Td), como mostrado para o caso de PB36. Os valores

de Td obtidos para os géis de colageno estdo na Tabela
1.
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Figura 3: Viscosidade complexa (m*)em fungdo da
temperatura para o gel PB36 (U![J) e sua derivada
dn*/dT (OvD).

Tabela 1: Valores de Td para os géis de colageno

Gel Td (°C)
PB12 44,5
PB24 43,5
PB36 422

A Figura 4 mostra G’ e G em funcdo da
freqiiéncia, a temperatura de 26°C, para todos os géis.
Pode-se observar que ambos os modulos crescem com o
aumento da freqiiéncia ¢ que em todos os casos
G >G”.
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Figura 4: Mddulos G’ ¢ G”’ em fungdo da freqiiéncia
angular a temperatura de 26°C, deformagdo de 1%.
PB12 —m— G’, —O— G”’; PB24 J70 G°, 18 G’
PB36 ——-G’, —0—G”.

O tempo de hidrolise afeta os modulos, pois quanto
maior o tempo de hidrdlise maior G’ e G’’e maior a
diferenca existentes entre ambos. Comparando-se PB12
e PB36, observa-se que a 0,1 rad s tem-se para PB12,
G’ sendo o dobro de G’’, enquanto para PB36 nesta
mesma freqiiéncia tem-se que G’ ¢ 5 vezes maior que
G”.
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A Figura 5 mostra, em escala logaritmica, que a n*
diminui linearmente em fungdo da freqiiéncia angular e
que quanto maior a temperatura maior a n*. Com o
aumento no tempo de hidrdlise tem-se um deslocamento
para valores maiores de n* como observado para PB36
especialmente quando a varredura ocorre a temperaturas
superiores a 33°C.
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Figura 5: Viscosidade complexa em fungdo da
freqiiéncia  angular a  diferentes temperaturas:
010126°C;[1,1128°C; 1701 30°C; - 32°C;
0811 33°C;[IE[1 34°C; [Ivl] 35°C.

Discussao

A obtengdo de géis de colageno anidénico ocorre por
hidrolise seletiva dos grupos carboxiamidas dos
residuos de aminoacidos asparagina (Asn) e glutamina
(Gln) presentes nas cadeias o do tropocolageno [6],
conforme ilustra a Figura 6. Este tratamento provoca um
aumento no numero de cargas negativas na molécula do
tropocolageno.
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Figura 6: Hidrdlise alcalina dos grupos carboxiamida
dos residuos de Asn e Gln.

Através dos resultados obtidos por eletroforese foi
possivel observar que para todos os géis as relagdes
o/a, foram proximas de 2:1, confirmando a
predominancia de coldgeno do tipo I, o principal
componente do pericardio bovino. Todos os géis foram
caracterizados pela presenca de duas bandas que
correspondem as massas moleculares de 103250 e
95200 que estdo relacionadas com as cadeias al ¢ a2,
respectivamente.

A diminui¢do abrupta da viscosidade complexa (n*)
em um pequeno intervalo de temperatura (Figura 3) ¢
indicativo do colapso da estrutura em tripla hélice para
uma estrutura randémica (desnaturagdo). O valor da
temperatura de desnaturagdo para os géis de colageno
anidnico tende a diminuir com o aumento do tempo de
hidrélise, como ja observado para membranas ou
esponjas preparadas a partir desses géis [7]. Isso ocorre,
pois a estrutura da tripla hélice do colageno ¢
estabilizada por ligagdes de hidrogénio intercadeias e
por moléculas de agua estrutural, que sdo alteradas pelo
aumento no conteudo de cargas negativas obtido pela
hidrélise dos grupos carboxiamidas, ocorrendo uma
maior repulsdo entre as moléculas de tropocolageno.

Os géis de colageno anidnico tém carater
predominantemente elastico, ou seja, G° > G’. O
aumento do niimero de cargas negativas presentes no
tropocolageno aumenta os modulos G* ¢ G’ devido a
uma maior solvatacdo fazendo com o tropocolageno
tenha uma menor flexibilidade ou mobilidade (longo
tempo de relaxacdo) e o gel tenha um comportamento
de um sélido (ndo elastico).

A diminui¢do de n* em fun¢do da freqiiéncia indica
que esses géis de colageno t€ém um comportamento
shear thinning. A diferenca existente entre os
deslocamentos nas curvas de n* versus © a
temperaturas de 33 e 34°C nos géis de tempos de
hidroélise diferentes pode estar relacionada também com
o contetido maior de cargas negativas presentes na
proteina que aumenta a repulsdo entre as cadeias e
facilita a solvatagdo levando a um aumento na n*.
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