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Resumo: Este trabalho descreve um processo para hidrolise seletiva de grupos carboxamidas de residuos de
asparagina e glutamina presentes em matrizes colagénicas, para a obtencédo de colageno anidnico para produ-
¢do de novos biomateriais. Os resultados mostraram que em meio alcalino e na presenca de metais alcalinos
e alcalinos terrosos, os grupos carboxamidas da proteina séo seletivamente hidrolizados para dar origem a pH
neutro, a materiais de colageno com um aumento de 106 de carga negativas, em relagcdo a matrizes ndo
modificadas. Embora ndo tenham sido observadas alteracGes na estrutura secundaria da proteina ou na or-
ganizagdo microfibrilar da matriz, modificac@es significativas foram observadas no padréo da sub-periodicidade
do periodo D da estrutura microfibrilar, que provavelmente sdo devidas a um aumento da intensidade de

interacdes eletrostaticas.
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Introducéo

Colageno, matéria prima para gelatina, € uma pro-
teina animal cujas fungdes no organismo véo desde a
sustentacdo de 6rgdos e tecidos, até 0 armazenamento
de energia em tenddes de algumas espécies animais?.
Sua importancia como biomaterial, até a década de
1980 era restrita a producao de fios cirurgicos, desde
entdo tal importancia aumentou consideravelmente
para aplicacfes mais nobres que vao desde o revesti-
mento de proéteses vasculares de grande calibre? até
suporte para orientagao do crescimento de células ner-
vosas para restituicéo de funcdes motoras®. O aumento
da aplica¢do do colageno como biomaterial se deve a
grande quantidade com que é encontrado no reino

animal, seu baixo indice de rea¢es imunoldgicas
mesmo quando originado de fontes heterdlogas (ou-
tros animais) e sua capacidade de formar fibras a partir
de preparacgdes sollveis, cujas propriedades sdo si-
milares aquelas encontradas nos tecidos.

E utilizado na maioria dos casos na sua forma
nativa, apesar do grande potencial existente na sua
estrutura em relacdo a modificacBes quimicas, que
para 0s poucos casos descritos na literatura deram
origem a materiais com propriedades bastante espe-
ciais, como no caso da preparacdo de humor vitreo
sintético por reagdo com cloretos de diacidos*. Por-
tanto, modificacfes quimicas em matrizes colagénicas
podem se constituir em alternativas de elevado po-
tencial para refinar ou mesmo modificar proprieda-
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des nativas do colageno, sejam elas mecanicas ou
fisico-quimicas, para atender necessidades especifi-
cas na area de biomateriais.

Nesta direcdo, uma modificacao interessante se-
ria a transformacdo da molécula de tropocolageno,
que no seu estado nativo é elétricamente neutra, com
ponto isoelétrico (pl) entre 6,7 e 7,0, em uma molé-
cula carregada negativamente no pH fisioldgico pela
conversdo por meio da hidrélise seletiva de grupos
carboxamidas de residuos de asparagina (Asn) e
glutamina (GIn), em grupos carboxilicos.

O colageno do tipo I, aquele mais abundante, tem
como unidade basica o tropocolageno com um peso
molecular de 300 kDa e é formado por 3 cadeias
polipeptidicas, duas iguais e denominadas de a,e uma
diferenciada denominada de a;, com pesos mole-
culares aproximados de 100 kDa. Estas cadeias se
organizam na forma de uma tripla hélice dando
origem a uma molécula na forma de um bastdo com
cerca de 2500 A de comprimento e 15 A de diametro®.
No tecido, ddo origem as microfibrilas, formadas
pela justaposi¢do de cinco moléculas de tropoco-
lageno dispostas concentricamente e alternadas umas
em relacdo as outras de 1/4 de seu comprimento
(Figura 1).

Esta organizacdo da origem a zonas periddicas
denominadas de D, com cerca de 680 A de largura, e
caracterizado pela presenca de duas zonas distintas,
0 Gap, com cerca de 400 Aeo Overlap, com cerca de
280 A. Dentro da periodicidade D existe ainda um
padrao sub-periddico, caracterizado pela presenca de
zonas denominadas de ¢,, C3, d, €4, €5, 81, 8y, 83, a4, by,
b,, c;, de tal forma que um periodo D corresponde a
distancia entre as regides ¢, e ¢, Este padrdo sub-
periddico® se origina pela disposicdo ordenada de
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Figura 1. Diagrama da organizagdo macromolecular do tropocolageno
segundo o0 modelo quarto alternado pentafibrilar
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aminoacidos basicos e 4cidos, e é detectado por
microscopia de transmissdo eletrdnica, quando
corados positivamente com metais pesados. As
microfibrilas se organizam posteriormente a fibrilas
e fibras (Figura 2).

Com base na estrutura primdria das cadeias o, € a,
presentes no colageno tipo 1° , se todos os grupos
carboxamidas/tropocolageno séo hidrolizados, o incre-
mento em cargas negativas para a nova matriz sera de
120/ molécula de tropocolageno, nimero este corres-
pondente ao numero total de residuos de Asn e Gin. Um
aspecto interessante desta modificacdo é que a distri-
buicdo topogréfica destas novas cargas seré coincidente
com aqueles sitios de cargas positivas e negativas pre-
sentes na molécula de tropocolageno. Assim, a resul-
tante de cargas da nova matriz, seja a nivel do
tropocolageno, ou do periodo D, sera caracterizada por
uma distribuicdo assimétrica de carga, uma das condi-
¢Oes estruturais para o desenvolvimento de materiais
dielétricos’. Independente destas novas propriedades
dielétricas, potenciais de aplicagdo destas matrizes
colagénicas carregadas negativamente englobariam o
recobrimento de proteses vasculares em substituigdo ao
colageno nativo, visto que superficies negativas sao
menos trombogeénicas®, a preparacdo de bioceramicas
compodsitas do tipo hidroxiapatita:colageno anibnico,
para mimetizacdo de efeito de polipeptideos aniénicos
no processo de calcificagdo de matrizes Gsseas e supor-
tes biodegradaveis para liberacao controlada de drogas
catidnicas, pelo fato de na sua forma aniénica a pH fisi-
olégico, ser um trocador de ions.
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Figura 2. Representagdo esquematica do arranjo de moléculas de
tropocolageno em estruturas fibrilares e de fibras.
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Portanto, tendo em vista que alteragbes quimicas
introduzidas no tropocolageno devem preferencial-
mente ndo interferir com suas propriedades de arran-
jo macromolecular nativo, este trabalho teve como
objetivo o estudo das caracteristicas e propriedades
bioldgicas de colageno anidnico, obtido por hidrdlise
seletiva de grupos carboxamidas de residuos de Asn
e GIn da proteina, em comparacdo com o colageno
nativo.

Materiais e métodos.

Preparacdo do Colageno sollvel

a ) Anidnico: foi preparado por hidrolise de
pericardio bovino (PB), seguida de solubilizagdo. A
hidrolise foi realizada em uma solucdo aquosa de
dimetilsulféxido a 6% (m/v), na presenca de
Ca(OH),, e dos sais Na,SO,, NaCl, KCI e CaSO,
em meio alcalino, por um periodo de 48 horas®. A
concentracdo final da preparacdo de colageno
solubilizado foi de 0,7% (m/m), determinada via
hidroxiprolina (Hypro). A caracterizacdo da
preparacdo foi feita por eletroforese em gel de
poliacrilamida, analise de aminoacidos, espectros-
copia de infravermelho, estabilidade térmica
(temperatura de desnaturacdo e temperatura de
encolhimento) e microscopias de varredura e
transmisséo eletronicas.

b ) Neutro: foi preparado também por so-
lubilizacdo de PB com uma solugéo de acido acético
apH 2,5 e 6% (m/v) em dimetilsulféxido, a 5°C. Ap6s
a solubilizacao o material foi equilibrado em solucéo
de acido acético a pH 3,5 seguido de homogeneizacao
do residuo nesta mesma solucdo. A concentracdo do
colageno assim preparado foi de 0,75% (m/m), de-
terminada via Hypro'®. Os métodos de caracteriza-
cao foram similares aqueles descritos para o colageno
anionico.

Caracteriza¢do do Colageno:

- Analise de aminoéacidos e determinacdo dos

pesos moleculares das preparagdes

* As analises de aminoacidos foram realizadas em
hidrolizados acidos da proteina®! e os resultados ex-
pressos apenas em funcdo dos aminoacidos Glicina,
Prolina e Hypro, por serem 0s mais representativos

42

da estrutura primaria do colageno. A concentracao
de hidroxiprolina também foi determinada
colorimetricamente pelo método do N,N - p -
Dimetilaminobenzaldeido®®.

* Os pesos moleculares foram determinados por
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS'? a 7%
(m/v), por comparacdo com padrBes de pesos
moleculares variaveis entre 200 e 14 kDa e em com-
paracdo com colageno comercial. As relagdes entre
as cadeias a, e a,, foram determinadas por
densitometria dos géis.

- Espectroscopia de infravermelho: espectros fo-
ram obtidos a partir de membranas com 3,2 mg/cm?
preparadas a partir de solucBes de colageno dilui-
das a 0,5% (m/m), a pH 3,5 em acido acético, por
secagem em camara de fluxo laminar. As relacGes
entre as absorbancias das bandas em 1235 cm? e
1450 cm foram determinadas'® utilizando-se um
equipamento Nicolet 5SXC-FTIR com uma resolu-
cdo de 2 cm™.

Estabilidade Térmica

a) Temperatura de encolhimento (Ts): foram obti-
das em um aparelho para determinagdo de ponto de
fusdo adaptado para medidas de Ts. A temperatura de
encolhimento (Ts) mede o encolhimento de matrizes
de colageno quando submetidas a aquecimento e o
valor da temperatura em que 0 processo ocorre € pro-
porcional a idade do tecido e ao seu grau de reticulagdo.
Seu valor corresponde a temperatura onde a amostra
teve seu tamanho diminuido em 20%. As amostras
consistiam de membranas de 2,0 x 0,2 cm, preparadas
como descrito acima, equilibradas a pH 3,5 ou em tam-
péo fosfato 0,14M, pH 7,4. As amostras foram presas
na parte interna inferior de um tubo pirex com 4 mm
de didmetro interno e espessura de 0,2 mm, imerso em
silicone e o conjunto aquecido no intervalo entre 25 e
100 °C. A taxa de aguecimento do sistema foi de 2,0
°C/min e as amostras foram imersas em tampao fosfato
pH 7,4 durante as medidas.

b) Temperatura de desnaturacdo (Td): foi reali-
zada em membranas como descrito para Ts, em um
equipamento Du Pont DSC-910 com uma velocida-
de de aquecimento de 5°C/min, no intervalo de tem-
peratura entre 20 e 120° C.

- Titulacdo potenciométrica: solugbes de
colageno neutro e colageno alcalino foram dialisadas
exaustivamente contra uma solugdo de HCI até que
a medida de condutividade do dialisado fosse
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constante e igual aquela obtida para a solucdo de
HCI 0,010 mol/L utilizada para a dialise. As
concentracdes finais das solugbes de colageno
determinadas via hidroxiprolina foram
respectivamente 0,4 e 0,5% m/m. Aliquotas de 10
ml destas solugcbes foram tituladas entre pH 2,0 e
7,0 sob constante borbulhamento de nitrogénio, por
meio de um autotitulador da Radelkis, Mod. OH-407,
com solucdo de NaOH 0,049 N. Calculos de mili-
equivalentes consumidos pela proteina no intervalo
estudado levaram em considerag&o a titulagdo de um
volume igual de HCI 0,010 N. Os resultados finais
foram expressos em nimero de grupos ionizaveis/
mol de tropocolageno

Microscopia Eletrénica

a) Microscopia eletrénica de transmissdo: as ava-
liagBes de microscopia de transmissdo eletronica fo-
ram realizadas em um equipamento Zeiss Mod. PQ
2300, em pecas de PB bovino nativas e pegas trata-
das como descrito para a obtencdo do colageno
anibnico e em seguida coradas positivamente com
acetato de uranila e fosfotungstato de aménia de acor-
do com técnicas convencionais'®.

b) Microscopia eletrénica de varredura

As micrografias de MEV foram obtidas de mem-
branas pericardio bovino preparadas com o mesmo pro-
cedimento alcalino utilizado para extragéo de colageno.
As amostras foram ent&o recobertas com uma camada
de ouro de cerca de 30nm e levadas ao microscopio ele-
trénico de varredura da marca ZEISS modelo DSM 960,
operado com um feixe de elétrons primario de 20KV.

Resultados e Discussao

Os resultados de titulagcdo potenciométrica de
solugcdes de colageno nativo e anibnico
(Tabela 1) mostraram um numeros de equivalentes/
300 kDa (massa molar do tropocolageno) de 255 e
361mEg/mol. O valor tedrico para o colageno nati-
vo, calculado com base no contetdo de residuos de
acidos aspartico (Asp) e glutamico (Glu), presentes
na estrutura primaria das cadeias a; e a, é de 231
mEg/mol de tropocolageno®®, enquanto para o
colageno anibnico, assumindo hidrolise completa dos
grupos B e ycarboxamidas dos residuos de Asn e Gin
é de 351 mEg/mol de tropocolageno. Nestas deter-
minagfes ndo estdo incluidas as contribuigdes
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Tabela 1. Numero de equivalentes de residuos de acidos aspartico e
glutamico determinados por titulacdo potenciométrica em amostras de
colégeno nativo e colageno anidnico, obtido por hidrdlise seletiva de
residuos de asparagina e glutamina

NuUmero de residuos Titulaveis

Coléageno Nativo Colageno Anibnico

Tebricos Experiment- 'llj'eorlco " Experiment-
al , al
231 255 351 361

a - calculados a partir do nimero de residuos de Asp e Glu que foram
determinados a partir da estrutura priméria da molécula de tropocolageno;
b - inclui nimero de equivalentes de residuos de Histidina titulaveis no
intervalo de pH entre 2,0 e 7,0.

da titulacdo da histidina, num total de 12/ mol de
tropocolageno, que tem uma contribuicdo efetiva para
o total de mEq calculados, no intervalo de pH entre
2,0e7,0.

Assumindo-se um valor de pK, médio de 6,5% para
0s grupos imidazolicos, até o valor limite da titulag&o,
pH 7,0, cerca de 75% destes grupos sao titulados, fa-
zendo com que sua contribuicdo para o numeros total
de miliequivalentes no intervalo entre pH 2,0 e 7,0
corresponda a 9 grupos imidazdlicos titulaveis. Corri-
gindo com este valor, 0 nimero total de mili-equiva-
lentes determinados experimentalmente para colageno
nativo e anidnico (Tabela 1), o nimero de grupos
carboxilicos titulaveis para colageno nativo e aniénico
passa a ser 246 e 352, respectivamente, mais proxi-
mos dos valores tedricos esperados.

As concentragdes de Gly, Pro e Hypro (Tabela 2)
mostraram, como esperado para matrizes de colageno
do tipo I, valores médios de 25,6; 15,2 e 13,3 g/100g
de proteina respectivamente!’. A eletroforese em gel
de poliacrilamida para uma preparacéo soluvel de
colageno anidnico, mostrou a presenca de duas ban-
das principais, com massas molares de cerca de 104 e
110 kDa, correspondentes respectivamente as cadeias
o, e a, Uma banda de menor intensidade e de massa
molar em torno de 159 kDa também foi observada e
provavelmente corresponde as cadeias 3, isto €, duas
cadeias a quimicamente ligadas. Este perfil foi simi-
lar aquele do colageno padréo, cujos pesos moleculares
determinados foram de 98, 104 e 142 kDa para as ca-
deias a, a,e 3 respectivamente. A rela¢do das areas
das cadeias a, e o, em colageno anidnico, determi-
nada com auxilio de medidas densitométricas em géis
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corados com Comassie Blue R. foi de 1,9, para um
valor tedrico esperado para colageno do tipo | de 2,0.%,

A analise dos espectros de absorcdo no
infravermelho (Tabela 2) mostrou que a relagdo entre
valores de absorbancia em 1235 cm (vibragdes no
plano paraaamida I11) e 1450 cm (o empacotamento
do anel pirrolidinico) foi de 1,1, sugerindo que as mem-
branas confeccionadas com colageno anidnico sdo ca-
racterizadas pela presenca da estrutura de tripla hélice
do tropocolageno*®*°, indicando que processo do tra-
tamento alcalino para a hidrolise seletiva dos grupos
carboxamidas de Asn e GIn ndo desnatura o colageno
pois membranas confeccionadas com colageno
desnaturado (gelatina) preparadas nas mesmas condi-
¢Oes apresentam uma relagdo de absorbancias 1235/
1450 cm'* de cerca de 0,502 enquanto que no colageno
estruturado esta relacdo é proxima da unidade.

A manutencéo da estrutura secundaria da tripla hé-
lice do tropocolageno da matriz colagénica foi confir-
mada também pelos resultados de temperatura de
desnaturacdo (Td) e temperatura de encolhimento (Ts)
(Tabela 2). Matrizes de colageno desnaturado ndo apre-
sentam qualquer transi¢do térmica no intervalo estuda-
do. As diferencas observadas nos valores de Ts e Td
determinadas para colageno ani6nico e nativo em pH
7,40 e 3,50 também foram tipicas de estruturas
colagénicas, isto é, os valores de Ts e Td determinados
a pH 7,40 foram sempre superiores aqueles determina-
dos a pH 3,50. Esta diminuicdo se deve ao
fato de que enquanto a pH inferiores a 4,25 em matrizes
colagénicas predominam a estrutura denominada de
“swollen collagen”, uma estrutura desordenada das mo-
léculas de tropocolageno, mas que ainda mantém sua
estrutura secundaria, a pH 7,40 predominam as estrutu-
ras fibrilares?°, que sdo obtidas in vitro devido a capaci-

+ 1
g ) usé
Figura 3. Micrografia de microscopia eletronica de varredura para

pericardio bovino: (a) bovino nativo; (b) submetido a processo de
hidrélise seletiva de grupos carboxamidas de asparagina e glutamina.

dade de reconstituicdo do colageno soltvel. Os meno-
res valores encontrados para a estabilidade térmica do
colageno anidnico podem ser explicados pelo menor
indice de ligages cruzadas da preparagdo induzidas,
pelo elevado pH a que sdo submetidas a hidrolise seleti-
va dos residuos de Asn e GIn.

Tabela 2. Resultados comparativos de analise de aminoacidos, estabilidade térmica, e infravermelho para colageno nativo e aniénico.

Estabilidade Térmica (°C)

pH 3,5 pH 7,4
Anélise de Am.ac.? Nativo Anibnico Nativo Anibnico Relagéo
Gly Pro  Hypro Ts Td Ts Ts Td Ts Td | a/ay 123054:14 S0
26,6 14,4 12,8 48,5 - 475 46,5 54,5 - 51,8 52,5 1,9 1,06¢

a - expresso em gramas de aminoacidos/ 100 gramas de proteina;

b - relagdo de areas determinadas por densitometria dos géis de poliacrilamida apds coloragdo do colageno com Comassie Blue R.;
¢ - obtida a partir das absorbancias no IR em membranas preparadas em pH 3,50.
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Tabela 3. Distancias A das bandas c, a c, determinadas em colageno
nativo e aniénico, pela técnica de microscopia eletronica de transmissao
apos fixacdo negativa com fosfotungstato de amonia e acetato de uranila.

Distancia das bandas a partir de c, (A

b, b e e d c c, Overlap Gap
) 142
Coldgeno 68 @1- 353 414 508 556 605 270 335
Nativo  (74)° 1) (61) (94) (48) (49)
Colageno 138
Nativo 69 (23 374 423 506 561 610 266 345
Reconstitui- (69) (49) (83) (55) (49)
do

6)
Colageno 49 (110 259 311

Anidnico  (53) g‘ (55) (67)

378 408 457 179 285
(30) (49)

a - Néo estdo incluidas distancias inter-bandas entre a, e a, por falta de
resolucéo das micrografias;
b - NUmero entre parénteses: distancia inter-bandas subsequentes.

Resultados de microscopia eletrdnica de varre-
dura de amostras de pericardio bovino (Figura 3a) e
de pericérdio tratado nas mesmas condi¢Ges empre-
gadas para obtenc¢éo do colageno anidnico na sua for-
ma soluvel (Figura 3b) mostraram que a organizacao
microfibrilar também é preservada apds o tratamen-
to alcalino de hidrdélise seletiva dos grupos
carboxamidas da matriz colagénica.

Entretanto, apesar dos resultados de microscopia
eletronica de transmissao de amostras coradas posi-
tivamente com acetato de uranila e fosfotungstato de
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Figura 4. Perfil para distribuicdo (a) e resultante de carga (b) para um
periodo D da estrutura microfibrilar de coladgeno nativo e anibnico,
assumindo neste Gltimo, a hidrélise completa dos residuos de asparagina
e glutamina.
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Figura 5. Variacdo das distancias sub-periddicas da estrutura
microfibrilar observada para colageno submetido a hidrélise seletiva de
residuos de asparagina e glutamina.

amonio terem mostrado que aparentemente, a nivel
da morfologia padrdo da microfibrila, ndo ocorreram
mudangas significativas, a avaliagdo das distancias
inter-bandas caracteristicas do periodo D, mostrou que
estas foram alteradas em funcéo do tratamento alca-
lino D (Tabela 3).

Enquanto para matrizes colagénicas ndo tratadas
o valor determinado para o periodo D foi de 610 A,
para matrizes tratadas em meio alcalino esta distancia
foi de 537 A e ocorreu em func&o de uma diminuicao
generalizada nas distancias inter-bandas, princi-
palmente aquelas distancias correspondentes ao
intervalo entre as bandas b; e e, situadas na zona
limite entre Overlap e Gap. O valor do periodo D,
determinado neste trabalho para a matriz de colageno
nativo, esta de acordo com os resultados descritos na
literatura®!” cujos valores variam entre 630 e 680 A
dependendo da técnica utilizada.

As reducdes observadas para as distancias inter-
bandas do periodo D em matrizes tratadas em meio
alcalino séo provavelmente resultante do aumento de
interacdes eletrostaticas a nivel da estrutura
macromolecular da microfibrila, principalmente levan-
do-se em consideracéo que a distribuicao dos residuos
de asparagina e glutamina ao longo do periodo D e,
principalmente ao longo das distancias inter-bandas, €
coincidente com aquela determinada para as cargas po-
sitivas e negativas observadas para colageno nativo
(Figura 4). Isto pode ser visto para o intervalo inter-
bandas entre b, e e, (Figura 5) onde foram observados
0s menores encurtamentos nas distancias em relacdo a
matriz nativa e também um aumento mais significati-
vo na distribuicdo de cargas negativas provenientes da
reacao de hidrolise dos residuos de Asn e Gln

Como consequéncia do incremento da densidade
de carga negativa em funcdo do tratamento alcalino,
em relacdo a matrizes nativas que sao neutras a pH
fisiolégico, estas serdo carregadas negativamente (fi-
gura 4b), com um aumento efetivo de carga de cerca
de 120 residuos.
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Conclusao

Os resultados acima mostram a viabilidade da obtengéo
de colageno anidnico por hidrélise seletiva do grupos
carboxamidas de asparagina e glutamina presentes em
matrizes colagénicas, sem alteragBes significativas tanto
da estrutura secundaria da proteina, que é o tropocolageno,
como de sua organizagao microfibrilar. Grandes alteracdes,
no entanto, estao associadas as caracteristicas superficiais
deste novo tipo de matriz colageno, visto que diferentemente
do colageno nativo, em condicBes fisiologicas apresentara
uma superficie negativa; caracteristica esta importante
dentro da conceituagdo de biomaterais modernos,
principalmente na area cardiovascular e como materiais
suporte ou estimuladores de crescimento do tecido 6sseo.
Estudos preliminares de propriedades elétricas mostraram
que os coeficientes piroelétricos de membranas séo cerca
de 100 vezes superiores aqueles determinados para PVDF
polarizado?'. Como biomaterial, sua eficiéncia vem sendo
demonstrada na aplicacdo na técnica de regeneracdo tecidual
dirigida para reconstrucéo de ligamentos periodontais?.
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