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Caracterizacao e extragao de colageno soluvel em acido a
partir de tendao bovino visando sua aplicagao como
biomaterial

Characterization and acid-soluble collagen extraction from
bovine tendon targeting your application as biomaterial

RESUMO

Biomateriais a base de coldgeno tém sido amplamente utilizados devido as suas
capacidades, no quesito de biocompatibilidade e bioaceitagdo.Neste trabalho, o colageno
tipo | soluvel em &acido foi extraido de tenddo bovino liofilizado usando uma extragdo
acida. Diferentes quantidades de tendao (2,5; 5,0; 7,5; 10 e 14,0 g) foram imersas em 0,5 L
de acido acético 3,5 mol L contendo 5 mg mL? de pepsina por 48 horas a 4 ° C com
agitacdo continua. O sobrenadante foi coletado por centrifugacdo e em seguida a solugao
de coldgeno foi salgada pela adi¢do de NaCl (0,05 g L%, 72 h). O precipitado foi dialisado
contra Na,HPO, 0,2 mol L'* e PBS durante 72 h (12 h cada) sob 4° C para remover o sal.
Apds a purificagdo, as amostras foram liofilizadas, pesadas e, posteriormente, o
rendimento do processo de extragdao foi calculado. Um aumento no rendimento foi
observado com o aumento da massa do tendao. O maior rendimento foi obtido para 10 g
de tenddo liofilizado (7,04%), enquanto que para 14,0 g houve redugdo no rendimento
(6,33%). As amostras foram caracterizadas por FTIR mostrando bandas caracteristicas de
colageno tipo | e uma morfologia de fibras aglomeradas pode ser observada por MEV.

PALAVRAS-CHAVE:Biomaterial. Tenddo bovino. Colageno tipo I.

ABSTRACT

Collagen-based biomaterials have been widely used because of their biocompatibility and
bioaccumulation capabilities. In this work, acid-soluble type | collagen was extracted from
lyophilized bovine tendon using acid extraction. Different amounts of tendon (2.5, 5.0, 7.5,
10 and 14.0 g) were immersed in 0.5 L of 3.5 mol L-1 acetic acid containing 5 mg mL ** of
pepsin per 48 hours at 4° C with continuous stirring. The supernatant was collected by
centrifugation and then the collagen solution was salted by the addition of NaCl (0.05 g L
1,72h). The precipitate was dialyzed against 0.2 mol L ** Na,HPO, and PBS for 72 h (12 h
each) at 4° C to remove the salt. After purification, the samples were lyophilized, weighed,
and thereafter the yield of the extraction process was calculated. An increase in yield was
observed with increased tendon mass. The highest yield was obtained for 10 g of
lyophilized tendon (7.04%), while for 14.0 g there was reduction in yield (6.33%). The
samples were characterized by FTIR showing characteristic bands of type | collagen and a
morphology of agglomerated fibers could be observed by MEV

KEYWORDS: Biomaterial. Bovinetendon. Type | collagen.
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INTRODUCAO

Matrizes de coldgeno na forma de fibras, revestimentos e filmes sdo usados
extensivamente para aplicacdes em biomateriais, para o desenvolvimento e
regeneracdao normal dos tecidos. As propriedades especificas dessas matrizes,
tanto em termos de caracteristicas fisicas e quimicas, tém um impacto direto na
adesdo celular e no crescimento ésseo(ABRAHAM et al., 2008).

As fibras de coldgeno sdo conjuntos de macromoléculas bioldgicas mais
abundantes na matriz extracelular, onde fornecem as principais estruturas e
suporte mecanico aos tecidos. Constitui aproximadamente 25-30% do total de
proteinas encontradas em organismos multicelulares e contém diferentes tipos
de colageno, nomeados do tipo | ao tipo XXVII, que varia consideravelmente em
sua complexidade e diversidade de estrutura(OLIVEIRA, 2016). As fibras de
coldgeno tipo | alinhadas sdo o principal motivo estrutural para tenddo e
ligamento e, portanto, os biomateriais com base nessas estruturas sdo
considerados candidatos promissores para mediar a regenerac¢do desses tecidos
(KEW et al., 2011).

O colageno pode ser extraido de varias fontes, as mais comuns para
aplicacdes de engenharia de tecidos incluem pele e tenddo bovino, os coldgenos
formadores de fibrilas sdo os mais comumente usados na producdo de
biomateriais a base de coldgeno, no caso o colageno do tipo [(PARENTEAU-
BAREIL; GAUVIN; BERTHOD, 2010). Pode ser isolado através de varios métodos de
extracdo, sal neutro ou alcalino, com 4cido acético, acido propidnico e
enzimdtico. A extracdo 4cida requer baixas temperaturas, removendo as
impurezas sem que haja a desnaturagdo da proteina, utilizando varios reagentes,
como por exemplo 4cido acético e pepsina. A purificagdo pode ser feita através
da precipitacdo salina e dialise(OLIVEIRA et al., 2017).

METODOLOGIA

Varias massas em gramas de tenddo de carne bovina foram usadas para
obter o rendimento do processo de extracdo de coldgeno (2,5; 5,0; 7,5; 10 e
14,0)g.0 tend3o bovino limpo foi liofilizado e cortado em pedacos de 1 cm?. Em
seguida as fracGes foram pesadas e tratadas em 500 mL de uma solugdo de acido
acético 3,5 mol L' com adic3o de 5 g L™ de pepsina, a maior parte do coldgeno
pode ser solubilizado com esta enzima. O sistema permaneceu sob agitacdo
continua a baixa temperatura (4° C), por 48 horas, até a formacdo de um gel.
Apds 48 horas no refrigerador, o gel obtido foi filtrado e posteriormente
precipitado em 350 mL de uma solu¢do com NaCl 0,05 mol L'! onde pode-se
observar a precipitacdo do colageno.Osobrenadante foi coletado e centrifugado a
3500 rpm por 45 minutos. O excesso de sal e acido acético no colageno, foi
removido por dialise, onde o precipitado foi dialisado contra Na,HPO,4 0,2 mol L?
e tampao fosfato (PBS) durante 72 h (12 h cada) sob 4°C.

As amostras foram liofilizadas apds a purificacdo, pesadas e, posteriormente
foi calculado o rendimento do processo de extracdo. As amostras foram
caracterizadas com o auxilio Espectroscopia de Infravermelho (FTIR) e
Microscépio Eletronico de Varredura (MEV).
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RESULTADOS E DISCUSSAO
A Error! Reference source not found., mostra a quantidade de tendao
utilizada no estudo e suas respectivas porcentagens de rendimento de colageno

que foi extraido.

Figura 1 — Quantidade de tenddo bovino utilizadas para extragdo de colageno e
rendimento.
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Fonte: Autoria propria (2018).

O maior rendimento obtido neste processo,foi com 10 g de tenddo liofilizado
(7,04%), enquanto que para 14 g houve uma reducdo no rendimento (6,33%),
foram utilizadas vdrias propor¢des, no ambito que o colageno fosse o reagente
limitante da reacdo. Nas condi¢cOes estudadas, a melhor proporc¢ao de colageno
extraido foi com 10 g de tendao.

A andlise do microscépio eletrénico de varredura, Figura 2, confirma a
presenca de estruturas fibrilares aglomeradas (ABRAHAM et al., 2008).

Figura 1 — MEV das amostras de coldgeno, utilizando 10 e 14 g de tendao bovino
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Fonte: Autoria propria (2018).
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Este coldageno tem uma conformacdao de trés subunidades polipeptidicas,
apresentando uma conformacdo de hélice tripla e uma estrutura composta de
cadeias que sdo ligadas por uma ligacao de hidrogénio forte, elas se ligam devido
a sua estrutura molecular semelhante (CHAPMAN et al., 1990).

O espectro vibracional FTIR mostrou a estrutura da tripla hélice do coldgeno,
através da relacdo das absorbancias medidas entre 1250 e 1450 cm™, devidas a
amida [II(BET; GOISSIS; PLEPIS, 1997). As amostras de coldgeno mostraram
bandas caracteristicas de coldgeno do tipo .

As ligagdes de hidrogénio nas proteinas de coldgeno ocorrem entre os
grupos hidroxila e carboxila presente nas trés cadeias peptidicas e sdo
responsaveis por manter a estabilidade da tripla hélice. Jd os grupos da fungao
organica amida (I, I, 11l) apresentam vibragdes caracteristicas. (CHANG; TANAKA,
2002).

A faixa relacionada a vibragdo de alongamento do grupo carbonila (amida I)
corresponde a um marcador sensivel da estrutura secunddria do peptideo. As
bandas correspondentes aos grupos amida Il e amida Ill também s3o sensiveis a
alteragGes na estrutura secundaria da proteina (DE CASTRO et al., 2014). A Error!
Reference source not found. e o Error! Reference source not found., mostram as
bandas caracteristicas do colageno do tipo I.

Quadro 1 —Bandas caracteristicas do colageno do tipo |

Grupo funcional Regido de comprimento de onda (cm?)

Amida I, C=0 1627-1632
Amida Il, N-H 1545- 1552
Amida Ill, C-N 1236-1537
Alongamento O-H 3296-3299
Distorgdo angular N-H 525- 529

Fonte: Adaptado de(DE CASTRO et al., 2014)
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Figura 3 —Espectro infravermelho de coldgeno soltvel em acido de tend3do bovino usando
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Fonte: Autoria propria (2018).
CONCLUSAO

A extracdo de coldgeno tipo | com acido acético e pepsina foi eficiente, a
enzima auxiliou na extracdo do coldgeno, apesar de apresentar um baixo
rendimento. A extracdao do coldgeno tipo | pdde ser comprovada uma vez que as
ligacOes caracteristicas da proteina organica foram observadas pela andlise de
infravermelho. A maior porcentagem de colageno foi de 7,04%, utilizando 10g de
tenddo bovino. Os resultados deste estudo mostram que o rendimento maximo
do processo de extracdo é obtido com 10g/500 mL (HAc 3,5 mol L' + pepsina 5 g
L'?), para valores superiores a este maiores volumes de solu¢do devem ser
utilizados.
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