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RESUMO

Neste estudo, colageno tipo | foi extraido de pele do peixe tilapia
(Oreochromis niloticus), com base em sua solubilidade em acido acético (HAC).
Para extracdo, a pele foi previamente tratada em solugéo de cloreto de sédio
(NaCl) e hidréxido de sédio (NaOH). Foi observado que as peles tratadas em
NaOH apresentaram maior solubilidade em HAc e resultaram em uma solucao
mais viscosa. O colageno soluvel em HAc foi entdo purificado por salting-out
utilizando NaCl e sulfato de amonio ((NH4)2SO4) a 2 mol L1 e 0,9 mol L1. Houve
precipitacdo do coldgeno | em ambas as concentragbes, no entanto, em
concentracdes salinas mais elevadas houve precipitacdo de outras proteinas, o
que foi possivel ser comprovado pelo perfil de SDS-PAGE das amostras. O
coldgeno extraido foi caracterizado por analises de DSC e TGA a fim de
determinar a temperatura de desnaturacdo e temperatura maxima de
degradacdo, respectivamente. A caracterizacdo quimica e estrutural foi
determinada por FTIR-ATR e Dicroismo Circular. Posteriormente, o colageno
extraido foi empregado na formulacédo de hidrogéis utilizando poli(etileno glicol)
(PEG) e quitosana (Q). Para isso, o PEG foi primeiramente funcionalizado com
grupos reticulaveis através da reacdo com anidrido metracrilico. A
funcionalizacdo pode ser confirmada pela andlise de ressonancia magnética
nuclear de préton (RMN H). Foram preparados hidrogéis contendo PEG/Q e
hidrogéis contendo PEG/Q-Col em duas concentracdes diferentes de colageno,
2 mg mLt e 6 mg mL?. Os hidrogéis foram reticulatos utilizando persulfato de
potassio (PSP) como iniciador e N,N,N’,N-tetraetilenodiamina (TEMED) como
ativador, em duas quantidades diferentes, 10 mmol e 15 mmol, resultando em 6
diferentes sistemas de hidrogéis. A presenca do coldgeno pode ser comprovada
através dos espectros FTIR-ATR, sendo a sua insercdo ao hidrogel resulta em
uma reducdo do grau de intumescimento. Os ensaios bioldgicos realizados
mostraram que os hidrogéis elaborados ndo apresentaram toxicidade a célula e

podem servir como substrato para adesao celular.

Palavras-chave: Colageno, PEG, quitosana, hidrogel, biomateriais,

engenharia de tecidos.
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ABSTRACT

In the present work, collagen type | was extracted and isolated from
tilapia’s skin (Oreochromis niloticus) using acetic acid. In order to extract said
protein, the raw material was previously pre-treated with sodium chloride and
sodium hydroxide to evaluate which would further assist the extraction. It could
be observed that skins treated with sodium chloride showed greater solubility in
acetic acid thus resulting on a higher yield of acid solution. The acid solution was
further salted-out with sodium chloride and ammonium sulfate to concentrations
of 2 mg mL* and 0,9 mg mlL. It was observed that collagen proteins were isolated
on both concentrations salt, whereas higher concentrations also showed proteins
other than collagen type I, which can be observed by SDS-PAGE. Calorimetric
techniches were used to determine undernature e degradation temperatures.
Also, CD and FTIR-ATR were used to further analyse the chemical structure of
the protein. The isolated collagen was used to prepare PEG and chitosan
hydrogel. In order to prepare these hydrogels, PEG was functionalized with
methacrylate groups by reaction with methacrylic anhydride, which could be
confirmed by MNR !H spectra. Hydrogels were prepared containing PEG-Ch and
PEG/Ch-Col on different ratios of collagen, 2 mg mL* and 6 mg mL-%, which were
obtained by crosslinking using potassium persulfate as initiator and N,N,N’,N*-
tetraethylenediamine as activator on two different quantities, 10 mmol and 15
mmol, thus resulting on six different hydrogels systems. Collagen insertion on
hydrogels network results in a decrease in the swelling degree, it is also possible
to observe collagen on hydrogels network by FTIR-ATR spectra. Biological
assays were also done to all hydrogels systems, showing that they presented no

toxicity to the cells and could be used as substrate for cell adhesion.

Keywords: Extraction, collagen, PEG, chitosan, hydrogel, biomaterials,

biological assay.
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1 INTRODUCAO

As proteinas sdo macromoléculas biolégicas presentes em todos os seres
Vivos e exercem uma variedade imensa de fungdes metabdlicas nos organismos
1, Essas moléculas sdo formadas por subunidades monoméricas conhecidas
como aminodcidos, moléculas formadas por um grupo amina, um &cido
carboxilico e dois radicais ligados ao carbono assimétrico da molécula, exceto a
glicina, que ndo possui carbono assimétrico. Na formacao de uma proteina os
aminoécidos se ligam covalentemente entre a amina de um e o &cido carboxilico
de outro gerando uma cadeia peptidica caracteristica. Ao longo de toda a cadeia
podem acontecer outras interacdes entre os radicais dos aminoacidos, formando
uma estrutura tridimensional e, portanto, aumentando o nivel de complexidade
da proteina.

Existem vérios niveis de complexidade estrutural nas proteinas, onde a
simples mudanca de aminoacidos em uma regido da proteina pode alterar toda
sua funcéo biolégica. Além disso, a perda da estrutura tridimensional pode fazer
com que a proteina perca sua funcao, processo conhecido como desnaturacao,
que pode ser causado por uma leve mudanca no ambiente do qual a proteina
esta inserida, como temperatura, pH, determinados solventes e solutos?.

Por possuirem sequéncias de aminoacidos distintas, cada proteina exerce
uma funcdo diferente. Um Unico processo metabdlico no corpo geralmente
envolve multiplas proteinas, desde processos simples, como o inicio da digestao
de alimentos com a saliva a composicdo de todos os tecidos e 6rgaos no corpo.

Dentro deste grupo de biomoléculas, o colageno esta entre uma das
proteinas mais investigadas®~’. Pertencente ao grupo de proteinas fibrosas, o
colageno € insoluvel e possui alta resisténcia elastica, sendo responsavel pela
modulacéo de forgcas externas e internas exercidas dentro do organismo*>. Por
se tratar de uma proteina biodegradavel e de baixa antigenicidade, € bastante
atraente para aplicacdes na area medicinal®, além de ser amplamente utilizada
nas industrias de couro, farmacéutica, cosmética e alimenticia. Foram
identificados pelo menos 29 tipos de colageno de origem animal e cada um
destes possui uma sequéncia de aminoacidos e estruturas moleculares
préprias®. Dentre todas as formas de colageno, o tipo | € o mais comum, também

encontrado no corpo humano ao longo dos tipos Il e Ill, constituindo
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aproximadamente 80% do total de colageno do corpo. Os colagenos de tipo | e
Il sdo essencialmente utilizados na cicatrizacdo de feridas® e o tipo Il é o
constituinte principal da cartilagem’.

Tradicionalmente, o colageno é isolado da pele de animais terrestres, como
porcos, vacas e galinhas. No entanto, a utilizacdo de subprodutos de porcos e
vacas apresentam algumas desvantagens, visto que sé&o extragdes de custos
elevados e com formacdo de produtos muito viscosos, o0 que dificulta
consideravelmente o isolamento da proteina® Além disso, had o risco de
acometimento de doencas infecciosas e/ou contaminantes (gripe aviaria, vaca
louca, encefalopatia espongiforme bovina, entre outras®). Dessa forma, a
utilizacdo de subprodutos de peixes como fonte de colageno tem crescido de
forma expressiva por ser considerado uma fonte mais segura, além de
apresentar maior percentual de colageno*1911,

Uma vez extraido, o coldgeno € muito aplicado como uma matriz base para
a regeneracgédo de tecidos fisioldgicos. No entanto, isoladamente ndo apresenta
boas propriedades mecéanicas e néo representa um ambiente ideal para cultivo
de células. Para modular e melhorar suas propriedades, o colageno vem sendo

empregado na forma de hidrogel® 71213,

Por apresentarem uma estrutura quimica similar aos componentes da matriz
extracelular e dos tecidos conectivos, os hidrogéis podem ser formulados de
forma a possuirem excelente biocompatibilidade. Porém, suas propriedades
mecanicas sao limitadas, mesmo na forma de hidrogéis. A fim de superar esta
delimitacao, a utilizacdo de polimeros sintéticos para a preparacao de hidrogéis
com colageno pode ser uma alternativa interessante, pois concilia as
propriedades mecéanicas presentes nos polimeros sintéticos com as
propriedades de interacdo celular do colageno??13.

De forma a contribuir aos apontamentos levantados, a presente investigagao
trata da extracdo e caracterizacdo do colageno de pele de tilapia (Oreochromis
Niloticus). Em seguida, foram elaborados hidrogéis de colageno/quitosana e
polietileno glicol funcionalizado com grupos metacrilato, polimeros utilizados por
possuiram boas caracteristicas celulares importantes para a aplicacdo dos

hidrogéis em medicina regenerativa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PROTEINAS

As proteinas formam um grupo de macromoléculas biologicas
extremamente abundante e versatil, responsavel por praticamente todos os
processos celulares. Sendo assim, sdo encontradas com abundancia em todo
reino animal. Sado polimeros naturais formados por unidades monoméricas
chamadas de aminoacidos, estruturas simples que, quando ligados
covalentemente, formam cadeias polipeptidicas com funcbes distintas e
expressas de diferentes formas na natureza. A partir das combinacfes de
aminoéacidos e das cadeias formadas por estes, diferentes organismos podem
gerar enzimas, hormdnios, anticorpos, cartilagens, fibras musculares, 0ssos,

penas, veneno, teias, dentre varias outras substancias biol6gicas distintas?.

2.1.1 Aminoacidos

Os aminoéacidos sdo estruturas consideravelmente simples e possuem
certas caracteristicas estruturais comuns, chamados de a-aminoéacidos.
Possuem um grupo acido carboxilico e um grupo amina, ambos ligados ao
carbono a, e outros dois ligantes: um hidrogénio e uma cadeia carbbénica R
(exceto a glicina, que possui outro hidrogénio ligante), como mostrado na Figura
1.

R

a
:lIIII[/II/ H

H,N
COOH

Figura 1: Estrutura quimica genérica de um aminoacido.

E possivel observar que o carbono a possui uma estrutura tetraédrica e é,
também, o centro assimétrico da molécula. Portanto, com excec¢éo da glicina que
nNao possui centro de assimetria, 0s aminoacidos podem ser encontrados nas
suas duas formas enantioméricas possiveis, sendo opticamente ativos e
classificados a partir destas caracteristicas. Entretanto, € comum classificar os

aminoacidos pelas propriedades dos grupos R ligados ao carbono a
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Os aminoacidos podem ser classificados caso 0s grupos R sejam
aromaticos ou alifaticos. Os aminoacidos alanina (Ala), glicina (Gly), isoleucina
(lle), leucina (Leu), metionina (Met), prolina (Pro) e valina (Val) possuem em suas
estruturas grupos apolares alifaticos e tendem a se agrupar no interior das
proteinas, estabilizando-a por suas interacdes hidrofébicas. Os aminoacidos
fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp) possuem grupos aromaticos
majoritariamente apolares em sua estrutura, apesar da presenca de grupos
hidroxila na Tyr, tornando-0 um importante componente para enzimas, e

nitrogénio no Trp.

Outra caracteristica apresentada pelos grupos R dos aminoacidos esta
relacionada a carga dos mesmos. Aminoacidos com grupos R nao carregados e
polares como asparagina (Asn), cisteina (Cys), glutamina (GIn), serina (Ser) e
treonina (Thr) sdo, portanto, soluveis em 4gua. Os aminoacidos Cys, GIn e Asn
sdo casos particulares, visto que a presenca do tiol na cisteina pode ser oxidada
e formar ligacdes dissulfeto entre si, formando o aminoacido dimérico cistina. Os
aminoacidos GIn e Asn séo facilmente hidrolisados por acidos ou bases e
encontradas como amidas dos aminoacidos aspartato (Asp) e glutamato (Glu),
0S quais possuem cargas negativas e sao encontrados majoritariamente em
proteinas que formam a parede celular e tecidos conjuntivos. Aminoacidos
carregados positivamente arginina (Arg), histidina (His) e lisina (Lys) sao polares
e superhidrofilicos, agindo principalmente como facilitadores em reacdes

catalisadas por enzimas.

Os aminoacidos apresentados formam um grupo de 20 aminoacidos dos
quais estao presentes em todas as proteinas dos seres vivos, de organismos
simples como bactérias, aos organismos mais complexos, como 0s seres
humanos. Estes aminoacidos ndo correspondem a totalidade dos aminoacidos
conhecidos. No entanto, os aminoacidos conhecidos como “incomuns” nao
fazem parte da estrutura das proteinas, mas podem participar como
intermediarios de rotas biossintéticas na formacédo de outros aminoacidos ou

proteinas bem como em ciclos metabdlicos nos organismos?®*4,

Para um perfeito funcionamento metabdlico do corpo humano, é
necessario que haja a presenca desses aminoacidos para sintese de todas as

proteinas no corpo. No entanto, apenas 12 sdo sintetizados no organismo, sendo
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necessaria a ingestdo dos demais aminoacidos (essenciais) através da
alimentacdo®®. Duas moléculas de aminoacidos podem se ligar covalentemente
através uma reacdo de condensagdo entra o grupo a-carboxila de um
aminoacido com o grupo a-amina de outro, resultando na formac&o do grupo
amida, mostrado na Figura 2. Quando as ligagcbes ocorrem com um grande
namero de aminoé&cidos, formam um polipeptideo ou as proteinas. Apesar de
ambas normalmente serem confundidas, os polipeptideos sao caracterizados
por possuirem massa molar abaixo de 10.000 g mol%, enquanto que as proteinas

possuem valores mais elevados de massa molar'®.

Ala Gli
/H
NH; 0 H—N o}
OH H OH

H,0 -H,0

o]
OH
N/\"(
H
NH- @]

Figura 2: Reacao entre os aminod&cidos alanina (Ala) e glicina (Gli).

2.1.2 Estrutura Proteica

As proteinas possuem Varios niveis de complexidade em sua estrutura. A
estrutura mais simples é conhecida como estrutura primaria, caracterizada pela
sequéncia de aminoacidos em uma cadeia polipeptidica; a estrutura secundaria
€ caracterizada pela presenca de arranjos de residuos de aminoacidos que
interagem entra si e dao origem a padrdes estruturais; a estrutura terciaria
descreve padrdes tridimensionais de um polipeptideo; a estrutura quaternaria

caracterizada pela presenca de duas ou mais cadeias polipeptidicas®®.

A estrutura primaria (Figura 3a) de uma proteina é constituida

basicamente por uma sequéncia de aminoacidos em uma cadeia polipeptidica,
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sendo esta estrutura especialmente importante, visto que a simples alteracao de
aminoacido ao longo da cadeia pode alterar todas as funcGes da proteina?’.
Vérias doencas genéticas ja foram rastreadas devido a producdo de proteinas
defeituosas pelo organismo. Sabe-se, por exemplo, que uma simples mudanca
na sequéncia de aminoacidos na cadeia da hemoglobina pode gerar anemia

falciforme, uma doenca genética que afeta os glébulos vermelhos do sangue!81°.

A estrutura secundaria de uma proteina se refere aos arranjos espaciais
formados pelas interacdes entre atomos da cadeia polipeptidica. As estruturas
secundérias mais comuns sdo a a-hélice e conformacdes B, ambas formadas
por ligagdes de hidrogénio entre o oxigénio carbonilico de um aminoacido com o

hidrogénio da amina de outro?°.

A a-hélice (Figura 3b) € uma estrutura formada pela interacdo dos
residuos de carbonila de um aminoacido com o a amina do quinto aminoacido
na cadeia, formando uma estrutura helicoidal estavel e projetando os grupos R
dos aminoacidos para fora da estrutura, o que possibilita novas interacdes e
contribui para a estabilidade da mesma. Diversos outros fatores podem contribuir
para a estabilidade da hélice como as interacdes entre grupos R das cadeias
laterais de um aminoacido e a cadeia lateral de um terceiro residuo devido a
torcdo da hélice; o volume dos grupos adjacentes; a presenca de residuos de
prolina, que possui um anel rigido em sua estrutura, e a glicina, que possui maior
flexibilidade conformacional, ambas desestabilizando a hélice; a presenca de um

dipolo elétrico nas extremidades da cadeia?°.

Conformacgdes B mais comuns sdo a em forma de “folha” e “voltas”. Na
primeira ocorre o alinhamento de dois seguimentos de uma cadeia polipeptidica
que interagem por ligacao de hidrogénio e formam uma estrutura tipo “folha”. A
conformacao de “voltas 7 ocorrem com a interagdo entre as extremidades de
dois segmentos adjacentes de uma folha B. Residuos de prolina e glicina séo
comumente encontrados em conformacdes 3, especialmente em voltas, visto
gque a glicina € um aminoacido pequeno e flexivel, e a prolina possui

conformacéo de residuos entropicamente favoravel para formacéo de voltas?°22,

O arranjo tridimensional total da cadeia polipeptidica forma a estrutura

terciaria (Figura 3c), conformacdo da qual € majoritariamente encontrada nas
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proteinas. A formacao dessa estrutura se deve principalmente por interacdes
interatbmicas fracas, como forcas de London, dipolo-dipolo, ligagbes de

hidrogénio entre residuos de aminoéacidos?.

Uma ligacdo em particular que melhor contribui para manter a estrutura
tercidria da proteina é a ligacdo dissulfeto, uma ligacdo de origem covalente
entre grupos tiol presente na estrutura da cisteina. Portanto, € uma ligacdo mais
forte que as simples interacfes interatdmicas na estrutura. Quando duas ou mais
cadeias polipeptidicas interagem através das interacdes interatdbmicas fracas,

forma-se a estrutura quaternaria (Figura 3d) L.

(a) (b) (c) ‘(d)
(13=] G (,*

L. e r h
Gly | s %’ T ri b “ y "
[](:lf. ) Q,o - g‘ ; , i
Lv-l | < ‘: .‘_‘E. 1 4.
:x-:;j - - -4 9 % v J
&= &P —r )

Figura 3: Conformacdes proteicas (a) estrutura primaria, (b) estrutura secundaria
(c) estrutura terciaria e (d) estrutura quaternaria. Imagem tirada e adaptada da

referéncia [1].

Sob determinadas condicdes, as proteinas podem perder a sua estrutura
tridimensional com o rompimento das interacfes interatdmicas presentes na
mesma, podendo ocasionar a perda de suas funcdes biolégicas. Porém, sua
estrutura primaria € mantida, visto que ndo ha rompimento das ligacdes
covalentes entre os aminoacidos. Esse processo € chamado de desnaturacéo e
pode ser causado por uma simples mudanca no ambiente em que a proteina
esta inserida, como o aumento da temperatura, pressdo, agitacdo mecanica,

mudanca de pH e determinados solventes?.

Apesar de ser permanente para muitas proteinas, a desnaturacdo pode
ser reversivel em outras, processo conhecido como renaturacdo. Estudos
mostram que algumas proteinas possuem a capacidade de se “re-enovelar’” em
sua estrutura terciaria ou quaternaria naturalmente ou assistida por proteinas
chaperonas, proteinas que interagem com cadeias de polipeptideos
parcialmente enovelados ou enovelados incorretamente, facilitando o processo

de renaturacéo da proteina®?22.



22

2.1.3 Proteinas Globulares e Fibrosas

As proteinas, portanto, sdo o resultado das interacbes entre o0s
aminoacidos das cadeias peptidicas, formando conformactes diferentes das
quais sao classificadas como proteinas sollveis (globulares) e proteinas
fibrosas. As proteinas globulares sdo formadas por a-hélices, “folhas” e “voltas”
que se enovelam em uma esfera ou ovoides, de forma em que sua estrutura
tercidria consiste no arranjo de amino&cidos hidrofilicos para fora e aminoacidos
hidrofébicos para dentro da estrutura. Portanto sdo proteinas sollveis em agua
e que possuem estabilidade conformacional muito baixa visto que ha um custo
entropico no enovelamento e sdo facilmente desnaturadas fora de condi¢des

fisioldgicas?324.

As funcdes proteicas normalmente envolvem sua interacdo com outras
moléculas. Exemplos dessa interacdo sao as proteinas de transporte da familia
globina, que possuem estruturas primarias e terciarias semelhantes e que
exercem a funcéo de transporte e difusdo do oxigénio, éxido nitrico, dioxido de
carbono e monoéxido de carbono dos seres vivos, os Ultimos sendo toxicos?.
Possuem também uma importante agdo hormonal, agindo como mensageiras
que ajudam a coordenar fungBes metabdlicas. Exemplos dessas proteinas sdo
a insulina, que ajuda a regular a concentracdo de glicose no sangue, e a
oxitocina, hormdnio ligado ao prazer e bem-estar, fortemente relacionado as
interacbes humanas, bem como estimula contra¢gdes uterinas durante o parto em
mamiferos?>26, Outra classe importante de proteinas globulares séo as enzimas,
catalisadores naturais responsaveis em auxiliar reacdes bioquimicas, como a
lactase e pepsina, responsaveis pelo metabolismo de lactose e proteinas,

respectivamente?’-28,

Proteinas fibrosas ou fibrilares, conhecidas também como
escleroproteinas, sdo o grupo de proteinas responséaveis pela formagédo dos
tecidos conjuntivos nos animais. S&o proteinas diretamente relacionadas a
manutencdao celular, sustentac&o e arquitetura do corpo, logo, possuem funcdes
intra e extracelulares. Suas fungdes intracelulares séo relacionadas a actina e
tubulina, duas proteinas globulares de tamanho similares formadas por a hélices

e conformagdes B, que se agregam em estruturas fibrilares, responsaveis pela



23

ligacdo entre nucleotideos e participam de diversos mecanismos celulares

(tabela 1)2°30,

Diferentemente das proteinas fibrosas intracelulares, as extracelulares

possuem papéis variados, que vao da estabilidade dos tecidos aos receptores

de sinalizacdo molecular. O coldgeno é o principal responsavel pela formacgéo

dos tecidos conjuntivos, encontrado nos 0ssos, dentes, pele, artérias, cartilagem,

masculos, dentre outros. A elastina, como sugerido pelo nome, fornece

elasticidade a determinados tecidos. Outras funcdes e proteinas sdo mostradas

na tabela 1 2939,

Tabela 1: Proteinas fibrosas intracelulares e extracelulares e suas funcdes.

Tipo Proteina Funcdes
Fagocitose, formato e movimentagdo celular,
Actina contracdo de anel durante divisao celular,
contracao muscular.
Intracelular Tubulina Transporte e divisao celular.

Intermediéarios

Resisténcia a estresse mecanico celular,
neurofilamentos, camadas de protecdo a

estimulos externos (cabelos, unhas e pele).

Extracelular

Colageno Formacéao de tecido conjuntivo.
Elastina Elasticidade aos tecidos.
o Proteinas auxiliar a elastina, promove
Fibrilina o .
elasticidade aos tecidos.
Desenvolvimento embrionarios, diferenciacdo
Laminina celular, migracdo, adesdo e crescimento

celular, formacédo de membranas basais.

Fibronectina

Adesdo celular, cicatrizacdo de feridas,
orientacdo e migracdo celular durante

embriogénese.

Fibrina

Coagulacao sanguinea.

As proteinas colagenosas se destacam entra as proteinas fibrosas por

formarem o grupo de proteinas mais abundante nos mamiferos. Essas proteinas

possuem utilidades incrivelmente amplas e serdo abordadas como objeto de
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estudo deste trabalho, desde a sua composicéo, tipos de colageno, extracao,

purificacéo e, por fim, suas aplicacoes.
2.1.4 Colageno

O termo “coldgeno” é um termo genérico usado para proteinas formadas
por uma hélice tripla caracteristica com trés cadeias polipeptidicas, sendo os
diferentes tipos de colagenos caracterizados pela sua estrutura complexa e
diversificada. A familia de colagenos mais abundante é representada por
formadores de fibrilas, que sdo 90% dos tipos de colagenos conhecidos. Dentre
estes, estdo presentes os colagenos tipo I, Il e lll, caracterizados pelas suas
habilidades de se agrupar em agregados supramoleculares de alta orientacdo e
superestrutura caracteristica, tipica de arranjo de fibras, bem como suas

diferentes funcdes nos organismos*’.

Séo conhecidos hoje 29 tipos de colageno, formando o grupo de proteinas
mais abundante no reino animal, cada qual com caracteristicas e funcdes
proprias. S&o fundamentais na formacdo da matriz extracelular do tecido
conjuntivo propriamente dito e tecidos conjuntivos com propriedades especiais,
que garantem aos corpos estruturacao, organizacao, sustentacao e excelentes

propriedades biomecanicas, mostrando grande versatilidade’.

O colageno(l) é o colageno mais abundante e mais estudado atualmente,
sendo este presente em cerca de 90% da massa organica dos 0ssos, além de
ser o principal colageno da formacéo da pele. Sua hélice tripla € normalmente
formada como um heterotrimero de duas cadeias a1(l) idénticas e uma a2(l). As
fibras da hélice tripla deste colageno também sdo majoritariamente incorporadas
em componentes contendo outros tipos de colageno, como pele e fibras
reticulares, ossos, tenddes e cérneas'32, O colageno(l) aumenta a rigidez a
tracdo na maioria dos 6rgédos, principalmente em tenddes e fascias, além de
definir propriedades biomecanicas importantes como capacidade de carga, forca

de tenséo e rigidez torcional’.

Apesar da imensa quantidade de colagenos encontrados nos animais,
todos eles possuem uma caracteristica em comum: a presenca de uma hélice
tripla composta por trés cadeias a com a presenga de um residuo de glicina a

cada trés posicoes da cadeia polipeptidica, resultando em dominios (Gly-X-Y)n
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chamado de “colagenoso”. Para os colagenos formadores de fibrilas citados,
esses dominios sdo bastante predominantes, podendo conter até 1000
aminoacidos, do contrario outros tipos de colageno, como VI e X possuem até

460 aminoacidos em seus dominios colagenosos’.

Apesar da hélice tripla ser uma caracteristica importante na proteina, os
dominios nao-colagenosos também apresentam relevancia estrutural,
mostrados na Figura 4. Como exemplo o C-propeptideo e N-propeptideo,
responsaveis pela iniciacdo da formacao da hélice tripla e regulamentacdo do
diametro das fibrilas, respectivamente, e também os telopeptideos, que sédo as
terminacdes ndo-helicoidais e estdo envolvidos na reticulagdo de moléculas de

colageno e em ligacdes com outras moléculas do entorno’-33.

N=-propeptide triple helix C-propeptide

telopeptide telopeptide
(non-helical) (non-helical)

(manjn
N-procollagenase C-procollagenase

Figura 4: Estrutura fibrilar do colageno e seus subdominios. Imagem retirada da

referéncia [7].

Como um polimero natural muito abundante e que exerce funcdes muito
variadas, o estudo do coldgeno se mostra muito atraente em diversas areas de
intesse. No entanto, por sua natureza reticulada, é necesséario que a proteina
seja extraida anteriormente. Portanto, foram desenvolvidos alguns métodos de

extracdo do colageno dos quais serdo explanados a seguir.

2.1.5 Extragao de Colageno

A extragdo do colageno de subprodutos animais pode ser feita de trés
maneiras distintas, classificadas pelo produto obtido: solucdo em sal neutro
colagenosa (Neutral Salt-Solubilized Collagen — NSSC), solugdo &cida
colagenosa (Acid-Solubilized Collagen — ASC) e solucdo de pepsina colagenosa
(Pepsin-Solubilized Collagen - PSC)3*. Os processos de extracdo sdo

semelhantes entre si, consistindo em um pré-tratamento do subproduto para
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remover 0s sais e outras proteinas ndo-colagenosas superficiais do mesmo, e a
extracdo com a solugdo em questdo. No entanto, a quantidade de colageno
extraido difere para cada método, bem como o tipo do coldgeno a ser extraido.
Estudos mostram que os colagenos possuem boa solubilidade em meio acido e
solucdes acidas contendo pepsina, sendo assim sdo os dois processos mais

utilizados para extracdo do mesmo?*134:35,

A hidrdlise quimica do colageno pode ser realizada em solucédo salina
neutra, solucdo acida ou enzimatica, como afirmado anteriormente. A extracao
realizada em solugéo salina possui limitagcdes devido a natureza reticulada do
colageno, por isso é pouco utilizada para extracdo da proteina. Wang e Xu et
al.*® demonstraram que o NSSC extraido de esturjdo (Acipenser Schrenckii)
possuia menor quantidade de colageno quando comparado ao ASC e PSC.

Portanto, os métodos mais utilizados sao hidrélise acida e enzimatica.

A hidrolise 4cida pode ser realizada tanto utilizando acidos organicos ou
inorganicos. No entanto, os acidos organicos sdo capazes de solubilizar o
coldgeno ndo-reticulado, levando a uma maior solubilidade da proteina, portanto,
solucBes de acidos organicos sdo mais frequentemente utilizados, em especial

0 acido acético®’.

A hidrélise enzimética é realizada, também, em solucéo de &cido acético
adicionando pepsina a solucao, esta sendo uma enzima produzida no estbmago
e ativada pela acidez do ambiente (pH ~ 2). Portanto é fundamental que a

solugéo de extragao do colageno também seja acida, facilitando a “digestdo” da

proteina®,

Sun et al.®® demonstraram que o colageno extraido tanto por hidrélise
quimica quanto enzimatica da pele de tildpia ndo demonstram notaveis
diferencas em suas caracteristicas fisico-quimicas, com temperaturas de
desnaturacdo semelhantes. Porém, a viscosidade da ASC era superior ao PSC
devido a maior solubilidade da proteina em hidrélise enzimética, o que também
é relacionado a maior quantidade de colageno extraido. No entanto, a utilizacéo

da pepsina torna o processo mais sensivel a temperatura e ainda mais caro.

Subprodutos originarios de animais terrestres, por exemplo, aves, porcos e

vacas, sao tradicionalmente utilizados para extracdo. Subprodutos bovinos séo
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atualmente as principais fontes do colageno industrial, utilizando principalmente
o tenddo de Aquiles, placenta, cartilagem nasal e articular para extrair
colageno(l), (1V) e (Il), respectivamente. Subprodutos suinos também sé&o muito
utilizados na extracdo de colageno pela sua semelhanca com coladgeno humano,
utilizando pele e ossos como principais fontes para extracdo. Essa semelhanca
com o coldgeno humano diminui a chance de respostas alérgicas quando o

mesmo é consumido®.

Uma busca realizada na Web of Science, na base de dados Derwent
Innovations Index mostra o nimero de patentes com o topico de “extracdo de
coldgeno” depositadas ao longo de 51 anos (Figura 5). Nota-se um crescente
interesse em se desenvolver e otimizar métodos de extracdo do material, devido
a crescente utilizacdo do mesmo e varias areas de atuacdo. Apenas nos ultimos
5 anos ha um depdésito de 1226 patentes, totalizando 2488 depdsitos ao longo
desses 51 anos, ressaltando que o tépico de extracdo de colageno realizado
durante a busca inclui a extracdo de ambos subprodutos de animais terrestres e

aguaticos.
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Figura 5: Numero de patentes depositadas sobre extracdo de colageno. Fonte

Derwent Innovations Index, pesquisa realizada em fevereiro de 2021.

Apesar de serem as principais fontes de coldgeno industrial, a utilizacéo de
subprodutos de animais terrestres pode apresentar efeitos negativos. Estima-se
gue aproximadamente 3% da populacdo possui reacdes alérgicas ao colageno
de fonte bovina, o que é minimizado com colageno de origem suina®. Mesmo
minimizando reacfes alérgicas, essas fontes apresentam riscos de doencas
infecciosas e contaminantes como encefalopatias espongiformes transmissiveis
(doenca da vaca louca e doenca de Creutzfeldt-Jakob), febre aftosa, zoonoses
e gripe aviaria. Além disso, também existem barreiras religiosas, visto que o
judaismo e o islamismo proibem o consumo e utilizacdo de produtos suinos e

derivados e o hinduismo em relacéo aos produtos de fonte bovina*8-1%,

Tendo em vista os problemas relacionados a utilizacdo de subprodutos de
animais terrestres para a extracdo do colageno, tem-se utilizado vastamente
subprodutos de animais aquaticos, como peixe, estrela-do-mar, ourico do mar,
lula e polvo como opcdes viaveis®. Novos estudos mostram que a utilizacédo de
tais fontes previne respostas adversas que podem causar complicacdes a saude

humana ao se utilizar dos produtos provenientes de animais terrestres, citadas
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anteriormente. Ainda, subprodutos de animais aquaticos possuem maior
percentual de colageno, contendo até 12 g de coldgeno em 1 kg de material

usado, tornando o processo mais eficiente*114°,

Apesar da utilizacdo de animais aquaticos para extracdo de colageno se
apresentar como uma op¢do mais viavel, o processo de extracdo deve ser
meticuloso, visto que a temperatura de desnaturacdo do colageno proveniente
de animais marinhos é normalmente baixa devido a menor quantidade de
aminoacidos prolina e hidroxiprolina. A desnaturacdo do colageno esta
normalmente relacionada com a temperatura corporal. Portanto, animais
terrestres, especialmente mamiferos, que possuem maior temperatura corporal
possuem coldgeno mais resistente a desnaturacdo e, por consequéncia,

possuem maior aplicacdo industrial344%42,

Atualmente, no mercado industrial a lider mundial de distribuicdo de
peptideos de colageno é a GELITA™, empresa fundada em 1875 em Eberbach,
Alemanha. A empresa utiliza principalmente o coldgeno de subprodutos suinos
e bovinos no desenvolvimento de seus produtos (Figura 6), os quais possuem
uma grande variedade de aplicacbes, como suplementos alimentares,
cosmeéticos de cuidados com a pele, articulacdes, tenddes, 0ssos e tdnus

muscular3.
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Figura 6: Infografico dos produtos de peptideos de colageno da empresa
GELITA™. Imagem tirada da fonte [43].

No mercado brasileiro ha um predominio dos produtos da empresa
GELNEX™, empresa fundada em 1998 em It4-SC. Hoje, possui unidades em
Séo Paulo, Goias, Tocantins e Mato Grosso, sendo a lider brasileira em vendas
de gelatina e peptideos de colageno de fonte suina e bovina (PEPTINEX®), com
principal utilizagdo em suplementos e aditivos alimentares e em cosmeéticos. O
colageno utilizado pela empresa € extraido por hidrolise térmica e quimica,
seguido de um processo de hidrolise enzimatica, normalmente pepsina,
resultando na obtencdo dos peptideos de colageno. Por sua vez a gelatina é

produzida por um processo de hidrélise parcial do colageno nativo*4.

Industrialmente o colageno proveniente de subprodutos de animais
terrestres apresenta vantagens em relacdo ao coladgeno de subprodutos de
animais aquaticos. No entanto, novos estudos mostram que o colageno extraido
de subprodutos de tilapia (Oreochromis niloticus) em solugcdo acida ou
enzimatica apresenta uma temperatura de desnaturacdo acima do que €
normalmente observado em animais aquaticos, em torno de 32 °C a 35 °C,

temperatura ideal para utilizagdo humana®344245,

Na tabela 2 € mostrado um comparativo entre o coldgeno extraido de

subprodutos de mamiferos e animais marinhos
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Tabela 2: Comparativo entre os processos de extracdo de subprodutos de

animais marinhos e mamiferos.

Mamiferos Animais marinhos

Alta temperatura de desnaturacao. Baixa temperatura de desnaturacao.

Procedimento mais caro. Procedimento mais barato.
Solugdes de alta viscosidade. Solugdes de baixa viscosidade.
Dificil extracéo. Extracao facilitada.

Soluvel em solvente orgéanico. Soluvel em agua.

Risco de doencas transmissiveis e Ndo ha riscos de  doencas
infecciosas. transmissiveis e infecciosas.

Baixa quantidade de colageno. Alta quantidade de colageno.

2.1.6 Purificacdo de Proteinas

Sao conhecidas diversas formas de se purificar uma proteina, no entanto
a purificacao por precipitacdo se mostra, ainda hoje, o processo mais relevante
e, portanto, mais utilizado para purificagdo. O processo consiste em separar as
proteinas a partir de sua solubilidade, visto que ao longo da cadeia peptidica ha
residuos de aminodacidos hidrofobicos e hidrofilicos. Cada proteina possui uma
ou mais cadeias de aminoacidos distintos, suas devidas solubilidades também

s&o distintas?*s.

A seguir, os principais métodos de purificacdo de proteinas seréo

brevemente discutidos.

2.1.6.1 Precipitagdo em Solventes Organicos

A precipitacdo em solventes organicos consiste em adicionar um solvente
organico miscivel, normalmente etanol e acetona, ao extrato proteico, assim
reduzindo o poder de solvatacdo da agua com a proteina. Portanto, ha uma
reducdo na constante dielétrica do solvente e imobilizagédo parcial das moléculas

de &gua devido a hidratacéo do solvente organico.

Esse processo normalmente utiliza uma baixa concentracdo de solvente
organico, proximo ao ponto isoelétrico da proteina, o que sugere que as

interacdes proteina-proteina sejam semelhantes a precipitagcdo isoelétrica
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(solubilidade em baixas concentracdes salinas). Outro fator consideravel € o
tamanho da proteina, visto que moléculas maiores tendem a se agregar mais
facilmente por possuirem regibes eletronicamente carregadas que

correspondem melhor a outras proteinas.

Ao se utilizar desse processo, deve-se levar em consideracdo a escolha
do solvente, visto que muitos solventes organicos podem ser toxicos, inflamaveis
e podem gerar gases nocivos, dificultando sua utilizacdo em escala laboratorial.
A maior vantagem desse processo se deve pela possibilidade de purificacdo da
proteina a baixas temperaturas, inclusive abaixo de 0 °C evitando, dessa forma,
a desnaturacao da proteina pelo calor.

2.1.6.2 Precipitacdo com Polimeros Organicos

A precipitacdo utilizando polimeros organicos se mostra uma opc¢ao a
utilizacao de solventes organicos sem ocorrer a desnhaturacdo da proteina. No
entanto, estudos mostram que esse processo normalmente envolve um grande
aumento na viscosidade das solucdes proteicas, mostrando-se impraticavel e,

portanto, pouco utilizado.

A opcao viavel de polimero para o processo, sem que haja um aumento
drastico na viscosidade da solucdo, é a utilizacdo de polietileno glicol (PEG).
Para isso, massas molares entre 6.000 e 20.000 g mol? sdo as mais comuns
para este polimero, pois respondem melhor as proteinas de baixa solubilidade.
No entanto, o PEG apresenta dificuldade maior em ser removido da fracédo
proteica em relacdo aos solventes e sais, visto que os Ultimos podem ser

removidos rapidamente por diélise.

2.1.6.3 Precipitacdo por Afinidade

A precipitacdo por afinidade consiste em fazer uso de interagdes
especificas e seletivas das proteinas com determinado ligante. A natureza do
ligante é, também, proteica, onde normalmente sao utilizados acidos nucleicos
e anticorpos. Portanto, h4 um reconhecimento dos sitios das proteinas,

formando agregados moleculares que irdo precipitar no meio.

2.1.6.4 Solubilidade em Baixas Concentra¢cfes Salinas
Esse processo € normalmente feito utilizando-se dgua como solvente,

geralmente utilizado na precipitacado de proteinas globulares, que possuem boa
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solubilidade em condic¢des salinas fisiologicas. Nestas condi¢des, as interacdes
eletrostaticas das proteinas e sais na solucdo estdo em equilibrio, chamado de
ponto isoelétrico. Uma leve mudanca na concentracdo proxima ao ponto
isoelétrico incita uma maior interacdo proteina-proteina, fazendo com que esta

precipite.

O procedimento € conhecido também como precipitacdo isoelétrica e é
particularmente dificil de se reproduzir em uma mistura de proteinas, visto que
outras proteinas podem se agregar a proteina de interesse pura com a mudanca

da concentracéo salina.

2.1.6.5 Salting-out a Altas Concentrac¢des Salinas

Salting-out é a técnica mais utilizada na purificacdo de proteinas,
especialmente enzimas, utilizando-se de solvente aquoso e altas concentracdes
salinas. O processo consiste em adicionar um determinado sal a uma solucéo
proteica. A medida que a concentracdo de sais aumenta, as moléculas de sais
serdo solvatadas, logo ha uma tendéncia maior das cadeias de proteinas

interagirem entre si e precipitarem.

E importante também entender a natureza do sal utilizado no processo de
salting-out, visto que sais que interagem com as proteinas podem inibir a
precipitacdo das mesmas bem como deve-se considerar sua solubilidade no
meio. Sendo assim, da-se preferéncia aos sais que estimulam a hidratacéo das
regides polares da proteina sem interagir diretamente com a mesma. Para essa
finalidade, utiliza-se com maior frequéncia sais com anions multivalentes (sulfato

e fosfato) e cations inertes em relacdo a proteina, como sodio, amonio e

potassio.

Outros fatores devem ser levados em consideracdo visto que é um
processo dependente da solubilidade das proteinas na mistura e, portanto,
alteracbes na solubilidade podem alterar o resultado final. Os fatores mais

comuns que alteram a solubilidade s&o o pH da mistura e a temperatura.

A solubilidade de sais é normalmente maior em pH neutro, no qual as
proteinas normalmente possuem o0 maior numero de grupos carregados. No
entanto, as proteinas se agregam mais facilmente proximo ao ponto isoelétrico,

que é distinto para cada proteina. A solubilidade das proteinas normalmente
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diminui com o aumento da temperatura, inibindo a separacdo das misturas de

proteinas e, portanto, dificultando a purificacéo.

2.1.6.6 Eletroforese

Devido a grande variedade de proteinas e das dificuldades em realizar o
processo de purificagdo destas, torna-se importante identifich-las ao serem
utilizadas em meio industrial e laboratorial. Apesar de ndo ser utilizada para
purificacdo de proteinas, a caracterizacao por eletroforese permite a visualizacao
e separacao de proteinas ou estimar o seu grau de pureza. A técnica se baseia
na migragcdo de proteinas carregadas em um campo elétrico, logo, o método
analitico é realizado em géis de poliacrilamida, que retardam a migracdo das

proteinas em proporcao a razao carga-massal.

A forgca motriz do procedimento se baseia no potencial elétrico da molécula,
um parametro que relaciona a velocidade de migracdo pelo campo elétrico
aplicado, resultando na mobilidade eletroforética y descrita pela equacao 1. A
partir da equacéo é possivel observar que a mobilidade eletroforética é, portanto,

uma funcdo do tamanho e formato da proteina analisada#’.
Vv Z
H=E =7 €Y)
M = Mobilidade eletroforética
V = Velocidade
E = Potencial elétrico
Z = Carga
f = Coeficiente de friccao

Um método de eletroforese muito aplicado é utilizando o dodecil sulfato de
sédio (NaCH3(CH2)11S04). Sua utilizacdo se deve pela capacidade de se ligar
com aminoacidos contribuindo para uma carga final negativa, conferindo a cada
proteina uma razao carga-massa semelhante, bem como o desdobramento de
algumas proteinas quando ligadas. Esses dois fatores permitem que as

proteinas sejam separadas com base em sua massa molecular4.
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O procedimento de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate — Polyacrylamide
Gel Electrophoresis), mostrado na Figura 7, consiste na adicdo das amostras em
pocos no topo do gel de poliacrilamida seguido da aplicagdo de um campo
elétrico, permitindo com que as proteinas migrem ao longo do gel. Visto que o
SDS permite que as proteinas sejam separadas quase que exclusivamente pela
massa molar, pode-se afirmar que proteinas com menores massas irdo migrar
mais rapidamente que proteinas com massas maiores, portanto ha uma
separacao das cadeias ao longo do gel. Essa separacéo das proteinas pode ser
vista ao se adicionar um corante, como o corante de base FAST BLUE®,

produzido e comercializado nacionalmente pela SCIENCO BIOTECH™#47:48,

sample loaded onto gel
by pwpette

cathode ((é { 2 3 4 5 6 \Da
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Figura 7: Célula de eletroforese a esquerda e, a direita, resultado da separacao
das proteinas ap6s a adicdo do corante ao gel. Imagem retirada da referéncia

[1].

Outros processos de purificacdo sdo conhecidos e estudados na
literatura, como purificacdo por adsorcdo, que envolve métodos como troca
ibnica, afinidade, adsorventes especificos, e purificagdo por proteinas
recombinantes. Entretanto, devido a disponibilidade e facil manuseio, o presente
trabalho utiliza o método de salting-out com o intuito de purificar coladgeno, em
especial colageno(l), extraido da pele do peixe tilapia (Oreochromis niloticus),

utilizando os sais sulfato de amoénio [(NH4)2SO4] e cloreto de sédio (NaCl).
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2.1.7 Aplicacbes do Colageno

Devido as caracteristicas bioldgicas excelentes, o coldgeno possui
aplicagbes muito diversas, desde a industria farmacéutica, cosmeética,
biomédica, alimenticia, engenharia de tecidos, couros e filmes, medicina

regenerativa, entre outros varias outras®6.7,13:49-52,

O colageno utilizado na industria farmacéutica e biomédica serve como
sistemas de liberacdo de drogas, dispersdes injetaveis, matrizes para
regeneracao de tecidos e microparticulas, bem como utilizado na formulacao de
cosmeéticos, em especial, dermatoldégicos como mascaras para pele, cremes
hidratantes e protetores solares’4%52-57, Qutros estudos mostram que o colageno
hidrolisado e utilizado como suplementacéo alimenticia possui 6timos resultados

guanto a reducdo de rugas e aumento da rigidez da pele®>%8,

Para a industria de couros, a pele do animal passa por um processo de
curtimento, que consiste em reticular o colageno, deixando-o mais forte, duravel
e prevenindo que se deteriore®. Outras caracteristicas do produto vao variar de
acordo com o processo de curtimento, como a utilizacao de diferentes aditivos e
a orientacdo das fibras do colageno. Uma boa parcela das pesquisas atualmente
sdo focadas em como deixar o processo de curtimento ambientalmente correto,

diminuindo a quantidade de residuos t6xicos®%°59-62,

E possivel encontra-lo, também, em todas as areas de atuacédo do campo
médico e medicina regenerativa®'®. A Figura 8 mostra um gréafico
correlacionando a aplicacdo do coldgeno em diferentes areas de pesquisas, com
mais de 200.000 artigos publicados ao longo dos anos, de acordo com a base
de dados Web of Science.
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Utiliza-se especialmente do colageno(l); na area cardiovascular ele pode

ser utilizado como matriz pra regeneracdo dos tecidos cardiacos®3%4, valvulas

cardiacas e circulatérias®4®°; na area dermatoldgica pode ser utilizado como

substituto da pele e constituinte de peles artificiais®®®’ e ajudar no processo de

cicatrizacéo®%%; na area ortopédica é utilizado no reparo de tenddes, 0ssos e

ligamentos’®-"2 e na reconstrucéo de cartilagem?’?; na oftalmologia é utilizado em

ilustradas na tabela 3.

enxertos corneais e lentes de contato’®>76, Essas e outras aplicacdes sdo

Tabela 3: Fun¢Bes do colageno em areas diversas.

Area

Funcéo

Referéncia

Cardiovascular

- Véalvulas cardiacas

- Regeneracéo de tecido

Ragaert et al.®®
Huang et al.®*
Tedder et al.5®

Fu et al.””

Ortopedia

Reparo de
ligamentos e 0ssos
- Facilitador de implantes

- Ligacgéao e proliferacédo de

células estromais.

tenddes,

Rose e Oreffo et al.”™
Cunniffe e O’Brian et al.”*

Sanz-Herrera et al.”
Ao et al.”®

El-Jawhari et al.”™
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Oftalmologia

- Exerto corneal
- Lente de contato
- Tratamento de

Fagerholm et al.”
Duan et al”.

Khan e Khan et al.”®

Dermatologia

ceratocone. Matthyssen et al.”™
- Tratamento de Ng et al. &
glaucoma. Sng et al.®t

- Substituto de pele. Ojeh et al.%¢

- Pele artificial. MacNeil et al.®’

- Cicatrizacéo de feridas. | Ahn et al.®®

- Efeito antiinflamatorio
em dermatite atrépica.
- Regulador de

melanomas.

Kallis e Friedman et al.??
Atkinson et al.®®
Mistry et al.®*

Hakuta et al.8®

- Tratamento de

Sheikh et al.®

periodontitie. Hass et al.®”
Odontologia - Implantes. Breschi et al.®®

- Adesivos em ligacéo

dentaria.

- Regeneracao de nervo Li et al.®®
Neurologia ciatico Cescon et al.%

- Funcionamento da

juncdo neuromuscular

O colageno, portanto, € um importante componente utilizado na preparacao

de matrizes que visam a regeneracao de diversos tecidos. No entanto, como o
material bruto apresenta limitacbes, em especial por possuir caracteristicas
mecanicas pobres e ndo corresponder a necessidade de um scaffold
tridimensional para cultivo de células. Uma maneira de contornar essas limitagédo
é utilizando-o como material no desenvolvimento de hidrogéis, de tal forma que
suas propriedades mecéanicas possam ser ajustadas a necessidade de uso e

criando um ambiente ideal no cultivo de células!3:49.91.92,

2.2 HIDROGEIS
Hidrogéis sdo materiais compostos por redes poliméricas reticuladas

tridimensionalmente e sdo caracterizados pela capacidade de absorver e reter
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uma enorme quantidade de liquidos aquosos, podendo ultrapassar até 1000%
do seu peso seco. Ainda, podem apresentar uma estrutura porosa que lhes
confere caracteristicas fisico-quimicas semelhantes a uma matriz extracelular
(MEC)%:,

O estudo de hidrogéis iniciou em meados de 1960 por Wichterle e Lim ao
descreverem o material feito de poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA) e
apresentaram resultados promissores ao utilizar o material como preenchimento
apos enucleacédo ocular, producdo de lentes de contato, artérias, entre outros.
Desde a descricdo do material, as pesquisas que envolvem a utilizacdo de

hidrogéis aumentaram e tornaram suas aplicacdes muito diversas®394,

Um hidrogel pode ser classificado como fisico ou quimico de acordo com o
tipo de reticulacédo, sua composicao polimérica (homopolimero, copolimero, rede
polimérica semi-interpenetrante e rede polimérica interpenetrante), sua matéria-
prima que pode ser natural, sintética ou hibrida, e apresentar uma resposta a

determinados estimulos.

2.2.1 Tipos de reticulacéao

A formacdo da rede reticulada de um hidrogel pode acontecer por
interacdes fisicas ou ligacdes quimicas, mostrados na Figura 9. Os hidrogéis de
reticulacéo fisica sdo formados por interagdes intermoleculares, muitas vezes
ligacdes de hidrogénio, que formam zonas de juncdo ao longo das cadeias
poliméricas. Visto que um hidrogel de reticulacao fisica € formado por interacdes
fracas, estas podem ser rompidas com maior facilidade e, portanto, trata-se de

uma reticulacdo reversivel®3%,

Os hidrogéis de reticulagdo quimica sdo formados por ligacbes de
natureza covalente entre as cadeias poliméricas, sendo materiais que possuem
excelente estabilidade mecéanica. As formas das quais a reticulacdo quimica
pode ser feita envolvem acdo enzimatica, irradiacdo e polimerizagéo radicalar.

Logo, se faz necessaria a utilizacdo de agentes reticulantes®3%,
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Hidrogel quimico Hidrogel fisico
Poros
Poros
Interacdes
Reticulagdes quimicas intracadeias Reticulagées fisicas
ou ligagdes cruzadas poliméricas

Figura 9: Representacdo de hidrogéis reticulados quimicamente (esquerda) e

fisicamente (direita).

A densidade de reticulacao esta diretamente relacionada as propriedades
dos hidrogéis, como o modulo de elasticidade, o intumescimento e a
difusibilidade. Observa-se que o aumento da densidade de reticulacdo causa
uma diminui¢do no intumescimento e difusibilidade visto que h4d uma reducéo da

malha, bem como ha um aumento no médulo de elasticidade do hidrogel®”.

2.2.2 Composicao Polimérica

Um hidrogel também pode ser classificado pela sua composicdo
polimérica, podendo ser homopolimérica, copoliméricas, redes poliméricas semi-

interpenetrantes (semi-IPN) ou interpenetrantes (IPN).

Homopolimeros sdo polimeros formados por um Unico monémero e
copolimeros sédo polimeros formados por mais de um mondémero, 0s quais

podem se agrupar de forma aleatéria, em blocos ou alternados®.

Em hidrogéis interpenetrantes e semi-interpenetrantes, mostrados na
Figura 10, a rede é formada por dois ou mais polimeros. No caso de redes
interpenetrantes o hidrogel é formado pela reticulacdo de um polimero em outro
polimero, ja reticulado. Em redes semi-interpenetrante, o hidrogel & formado com

a presenca de um polimero interno a rede formada®-%,
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Figura 10: Redes semi-interpenetrante (esqueda) e interpenetrante (direita) dos

hidrogéis.
2.2.3 Métodos de preparacéao

Diversos métodos de preparacdo de hidrogel sdo conhecidos e novos
métodos séo reportados com frequéncia na literatura. Portante, serdo citados
apenas alguns exemplos dos métodos de preparacado de hidrogéis, que sao por
interagOes idnicas, ligagbes de hidrogénio e complexos polieletroliticos, e a
preparacdo de hidrogéis quimicos pode ser pela utlizacdo de agentes

reticulantes e polimerizacao radicalar.

2.2.3.1 InteracgOes idnicas

Esse método de preparacao consiste na adicdo de ions bi ou tri valentes
podendo interagir com contra ions do polimero, formando a rede do hidrogel*®.
A Figura 11 mostra a interacéo de &cidos carboxilicos com céation Ca?*.
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Figura 11: Esquema de interacdes de grupos -COO- com contra ion Ca?*.

Imagem retirada e adaptada da referéncia [100].

2.2.3.2 Ligac0Oes de hidrogénio
Hidrogéis formados por ligag6es de hidrogénio podem ser obtidos com a
diminuicdo do pH de uma solucdo aquosa contendo o polimero com grupos

carboxilicos, mostrado na Figura 12190,

Figura 12: Ligacdo de hidrogénio entre grupos carboxilicos dos polimeros.
Imagem adaptada da referéncia [100].

2.2.3.3 Complexos polieletroliticos

Hidrogéis com complexos polieletroliticos s&o formados pela mistura de
anions e cétions a solucdo, permitindo com que o hidrogel sustente-se pela
interacdo dos ions de cargas opostas, formando complexos solUveis ou
insoltveis de acordo com o pH do meio®. O esboco das interagdes ibnicas em

um hidrogel polieletrolitico € mostrado na Figura 13.
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Figura 13: Esquema de interacao ibnica em um hidrogel polieletrolitico. Imagem

retirada e adaptada da referéncia [100].

2.2.3.4 Agentes Reticulantes

A utilizacdo de agentes reticulantes envolve a adicdo de moléculas
bifuncionais a cadeia polimérica. Essas moléculas reagem com as cadeias
poliméricas, formando “pontes” entre duas cadeias e, portanto, formam o
hidrogel'®19t A Figura 14 mostra a reacdo de reticulacdo do PVA ao ser
adiciona o agente reticulante glutaraldeido, formando o hidrogel.

Cadeia polimérica Agente reticulante
(PVA) (glutaraldeido)

OH OH OH N Y\/Y
OH OH OH ﬂ

O\(O OH
(CHy)3
(0] (@] OH

Figura 14: Hidrogel de poli(alcool vinilico) (PVA) formado pela adicdo do agente

reticulante glutaraldeido. Imagem adaptada da referéncia [100].
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2.2.3.5 Polimerizagdo em Cadeia

A formacéao de hidrogeis por polimerizacéo radicalar se destaca dentre os
métodos de preparacdo por ser um método rapido e simples de ser realizado,
pois requer condicbes brandas. O método envolve a adicdo de iniciadores
quimicos na solucdo de polimero funcionalizado com grupos reticulantes. A
iniciacdo da reacdo pode ser feita por radiacdo, temperatura e agentes

ativadores102,

Essa técnica de polimerizacdo acontece em trés etapas: iniciacao,
propagacdo e término, mostradas na Figura 15. A etapa de iniciacdo é
normalmente realizada pela inser¢cdo de iniciadores termicamente instaveis,
formando dois centros ativos. O radical ativo ataca a dupla ligagdo do monémero,
transferindo o centro ativo, dando inicio a etapa de propagacdo. Durante a
propagacdo ha a transferéncia do centro ativo de monémero a monémero,
fazendo com que a cresgca a uma velocidade altissima. A interrupcdo do
crescimento da cadeia se deve pelo desaparecimento do centro ativo, que pode
ocorrer por diversas maneias pois depende do tipo de mondémero e as condi¢des

reacionaisos,

A terminacdo pode ocorrer quando os centros ativos de duas cadeias
poliméricas se encontram e reagem covalentemente, gerando uma cadeia morta
de alta massa molecular, acontecendo com mais frequéncia em reagdes com
moléculas de baixo impedimento estérico. Quando um grupo lateral R €
volumoso e 0s centros ativos se encontram, ha o favorecimento da transferéncia
intermolecular de um hidrogénio do segundo carbono do mero ao carbono do
centro ativo de outra cadeia polimérica, gerando uma instauragcdo em uma das
cadeias poliméricas, e um carbono saturado em outra. Durante o crescimento de
uma cadeia pode acontecer, também, a abstracdo de um préton de um ponto
gualguer de uma outra cadeia, transferindo esse centro ativo para essa nova
cadeia, permitindo a formacdo de ramificagcbes longas na mesma, porém,
interrompendo o crescimento da outra cadeia. Quando a reagao acontece em
um meio com outras moléculas reativas (solventes e contaminantes, por
exemplo), pode haver a transferéncia de atomos para o centro ativo da cadeia e,

consequentemente, interrompendo o seu cresimento.
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Figura 15: Etapas de uma reacéo de polimerizagao radicalar.

2.2.4 Matéria Prima

2.2.4.1 Polimeros Naturais

Polimeros naturais, ou biopolimeros, sdo polimeros que ocorrem ha
natureza geralmente formados por processos metabdélicos nos organismos que
permitem o crescimento de cadeias a partir de monémeros ativados ou por acao
enzimatica. Sao biopolimeros as proteinas e os carboidratos e séo classificados
em trés grupos de acordo com sua origem: polinucleotideos, polipeptideos e

polissacarideos4.

Os biopolimeros de fonte polipeptidica sdo as proteinas, formadas por
uma ou mais cadeias de aminoacidos que, ao interagirem, formam proteinas com
varios niveis de complexidade, explanadas anteriormente, bem como suas
diversas aplicacdes, e elucidadas na Figura 3. Exemplos desses biopolimeros

sao as proteinas colagenosas, gelatina, elastina e fibrina, gliten, caseina.

Polissacarideos, ou glicanos, possuem esse nome pois sao formados por
cadeias de monossacarideos: glicose, galactose, arabinose, manose, frutose,
furano e pirano. Dentre os monossacarideos citados o mais conhecido e
estudado é a glicose, pois este é fundamental na formacéo de polissacarideos
como celulose, amido, sacarose, lactose e maltose, bem como participa de

funcdes metabdlicas nas células visto que é a principal fonte de energia ao ser
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catabolizado durante o processo de respiracdo celular. Os polissacarideos
podem ser extraidos de diversas fontes: gomas, agar, pectina, celulose de algas
e plantas; quitina, quitosana e acido hialurénico de origem animal; xantana,
dextrana, levan de bactérias; acetoglicerideos, graxas e surfactantes de

glicolipideos®4.

Esses polimeros naturais apresentam algumas vantagens sobre
polimeros sintéticos por possuirem Otima biocompatibilidade e caracteristicas
semelhantes a matriz extracelular. Apesar de vantajoso de um ponto de vista
celular, os biopolimeros possuem propriedades mecénicas dificeis de serem

controladas, o custo de isolamento e purificacdo € normalmente maior e,

portanto, sua reprodutibilidade laboratorial € menori®,

2.2.4.2 Quitosana

A quitosana é um biopolimero de origem natural muito utilizado na area
meédica. Esse polimero pode ser obtido pela desacetilacdo da quitina (Figura 16),
polimero normalmente extraido do exoesqueleto de crustdceos e insetos, e

encontrado também na parede celular de fungos e micro-organismos,

"0 HN
OH HO \n/ OH

0

l Quitina desacetilase

OH
HO N, HQ  NH,
O .-
O -
0 NH
on HO 2 OH

Figura 16: Reagao enzimatica de desacetilagdo da quitina.

E um biopolimero conhecido especialmente por suas propriedades
antibacterianas, mas também por ser atoxico e apresentar um alto grau de

cristalinidade, oriundo de interacdes inter a intramoleculares fortes devido a
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presenca de grupos hidroxila, amina e acetamida em sua estrutura. Além disso,
esse polimero é biodegradavel e biocompativel e, portanto, possui ampla

utilizacdo em diversas area de interesse!%6:107,

Na cardiologia a quitosana, juntamente a gelatina e poliuretana, € utilizada
na formulacdo de folhetos valvulas coronarias biomiméticas por
electrospinning'®®; na area dermatolégica é utilizada na producéo de scaffolds
que proporcionam as células epiteliais ambiente ideal que auxilia na cicatrizagdo
de feridas'®®; quitosana e genipina reticulados apresentam boa adesdo de
neuroblastomas, apresentando potencial para ser utilizada em regeneracao
neural''®; compdésitos de gelatina e quitosana apresentam boa absor¢do de agua

e permeabilidade ao oxigénio, sendo utilizados como lentes de contato!*’,

2.2.4.3 Polimeros Sintéticos

Os polimeros sintéticos apresentam algumas vantagens sobre
biopolimeros, pois ndo necessitam passar por um processo de extracdo e
isolamento que costumam ter gastos e tempos de extracdo elevado!'?.
Polimeros sintéticos amplamente utilizados na formulacdo de hidrogéis sao
polietilenoglicol (PEG), poli(acrilamida) (PAAm), poli(acido acrilico) (PAA),
poli(acido glicélico) (PGA), poli(acido lactico) (PLA), poli(alcool vinilico) (PVA),
poli(metacrilato de 2-hidroxietila) (PHEMA) e poli(N-isopropil acrilamida)
(PNiIiPAAmM). Dentre os polimeros citados, o PEG se destaca por possuir baixa
toxicidade e imunogenicidade, sendo aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para a formulacdo de materiais que entrem em contato com

0 corpol01i2,

Hidrogéis constituidos de PEG sdo muito estudados para a construcao de
matrizes em engenharia de tecidos e medicina regenerativa devido as suas
propriedades mecanicas definidas, porosidade e biocompatibilidade. Entretanto,
esses hidrogéis ndo sao biodegradaveis e ndo apresentam sitios de adesao

celularts,
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Figura 17: Estrutura quimica da unidade repetitiva do polietilenoglicol.

A fim de aprimorar sua interacdo com meios biolégicos, os hidrogéis de
PEG podem ser modificados com determinados grupos, uma vantagem
apresentada pela estrutura do polimero, mostrado na Figura 17. Essa facilidade
de modificacdo permite aperfeicoar suas propriedades mecanicas e bioldgicas,
permitindo também uma variedade maior de funcdes. Outra forma de modificar
os hidrogéis de PEG é pela formacéao de hidrogéis conjugados com biopolimeros,
como colageno, quitosana, alginato, gelatina, matriz extracelular e entre outros
que apresentam propriedades quimicas, fisicas e biolégicas interessantes para

diversas areas de estudo 93:113-115
2.2.5 Aplicacdes de Hidrogéis

Os hidrogéis se caracterizam por sua estrutura tridimensional porosa,
excelente absorcdo de fluidos e propriedades mecanicas semelhantes aos
tecidos, que os tornam capazes de criar um ambiente ideal para adesao e
crescimento celular e sua porosidade permite a vascularizacdo de novos
tecidos!t6:117,

Esses materiais possuem caracteristicas mecanicas ajustaveis através do
agente reticulante ou composicdo quimica, alterando o grau de reticulacdo ou
intumescimento. Essas propriedades ajustaveis atraem maior interesse no
estudo de interacdes mecanicas celulares, uma vez que estas interagcdes sao
muito complexas entre sit18,

Diversas aplicacdes biomédicas vém sendo estudadas para os hidrogéis,
como scaffolds em engenharia de tecidos e liberacdo controlada de farmacos.
Para cada uma destas aplicacdes os hidrogéis deverao apresentar propriedades
mecanicas distintas. Por isso, a compreenséo e quantificacdo adequada destas
propriedades, tais como 0 modulo de equilibrio e o tempo de gelificagéo, € de
fundamental importancia para os estudos com este material''®. Outro fator
importante em aplicacdes biomédicas é a capacidade de intumescimento dos

hidrogéis, visto que ha uma diminuicdo na energia de Gibbs interfacial com a



49

presenca de agua e, portanto, ha uma melhora nas suas propriedades
biolégicas!?®.

A hidratacdo de um hidrogel ocorre em duas etapas distintas: um processo
de difusdo seguido de relaxamento. Primeiramente, as regides hidrofilicas do
hidrogel sdo hidratadas pelas moléculas de agua, momento em que se nota o
maior crescimento do hidrogel. Em seguida, a pressao osmdética das cadeias
reticuladas permite que a rede absorva mais agua??.

Os fatores que influenciam na capacidade de absorcao do hidrogel séo o
grau de reticulacéo, a natureza de seus constituintes, a natureza da solucao e a
estrutura tridimensional. Dentre esses, a densidade de reticulacdo € um dos
fatores mais importantes, a qual é determinada pelo numero de ligacbes
cruzadas em determinado volume. Quanto mais ligacGes cruzadas num volume,
maior a densidade de reticulacdo. A Figura 18 apresenta a cinética de

intumescimento de hidrogéis??0121,

Densidade de
A Baixa reticulagdo Alta
reticulagéo . reticulacao

Equilibrio de
intumescimento

Intumescimento normalizado

v

Controlado por Controlado por Tempo
difusdo relaxacéo

Figura 18: Cinética de intumescimento de hidrogéis. Imagem tirada da referéncia
[120].

Outra abordagem adotada por pesquisadores com o intuito de aprimorar a
capacidade responsiva de hidrogéis a determinados estimulos celulares é a
bioconjugacao de hidrogéis, muitas vezes utilizando-se de proteinas e peptideos

por possuirem alta afinidade celular. Propriedades como ades&o, migracao,
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proliferacdo e diferenciacdo celular podem ser controlados a partir dessa
abordagem e, portanto, € uma técnica de muito interesse para areas como
engenharia de tecidos e medicina regenerativa. A Figura 19 mostra como ocorre
a interacao de um hidrogel bioconjugado com as células, onde as biomoléculas

auxiliam na interacdo do suporte sintético com o meio biolégico*s.

Reticulagéo

=

Bioconjugagéo

Biomolécula
.i_ J~ Hidrogel ’ Célula (ﬁ) (peptideo, proteina)

Figura 19: Esquema mostrando a bioconjugacao entre o scaffold com as células

em um hidrogel. Imagem retirada e adaptada da referéncia [113].

Ao contexto do presente trabalho, as utilizacdes de hidrogéis de colageno
sdo muito variadas. Pourjavadi et al. desenvolveram um hidrogel de colageno
altamente poroso a partir da neutralizacdo do enxerto poli(acrilamida-co-acido
acrilico) ap6s formacdo do gel utilizando agente reticulante N,N-Metileno-
bisacrilamida (MBA). Os resultados obtidos mostraram que os hidrogéis séo
superabsorventes e altamente sensiveis ao pH, variando a capacidade de
absorcdo de liquidos ao variar o pH da solucdo. Portanto podem ser
considerados mais adequados a utilizacdo em sistemas de liberagédo controlada

de farmacos!?2,

Helary et al. prepararam hidrogéis de colageno concentrados a 1,5, 3 e 5
mg mL! para estudar o efeito da concentracéo de colageno em uma cultura de
fibroblastos da derme como um substituto a pele. O resultados obtidos mostram

que os hidrogéis que possuiam uma concentracdo de 3 mg mL* de colageno e
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fibroblastos apresentavam-se como bons candidatos a substitutos de pele por

serem facilmente manuseados e promovem bom crescimento celulart?3.

Lou et al. prepararam hidrogéis de colageno e &cido hialurénico com
objetivo de estudar o efeito de relaxamento do sistema interpenetrante,
mostrando que ha duas fases de relaxamento no sistema: a do colageno e do
acido hialurénico. A fase de relaxamento do coladgeno ha um realinhamento das
fibras, causado por uma relaxacédo global do acido hialurénico, fase da qual é
promovida difusdo celular, e formacdo de focos de adesdo, que demonstra a

capacidade de sistemas interpenetrantes em mimetizar matriz extracelular?+,

Nakaji-Hirabayashi et al. apresentaram um trabalho que visa a cultura e
sobrevivéncia de células neurais em hidrogéis de coldgeno que possuem
peptideos derivados da laminina. Os resultados obtidos mostraram que o
hidrogel apresenta boa viabilidade para células-tronco neurais ao serem
transplantadas no corpo estriado de ratos saudaveis, apresentando um

precursor para futuras terapias a doenca de Parkinson'?®.

Wang et al. avaliaram a viabilidade de se utilizar hidrogéis constituidos por
colageno/quitosana e reticulante glioxal embutidos de células tronco da medula
0ssea. Os resultados mostram o glioxal como uma opcao ao B-glifosato como
agente reticulante , pois apresenta baixa toxicicidade e suporta a proliferacao e

atividade das células troncol26,

Rafat et al. apresentaram um hidrogel de colageno e quitosana estabilizado
por carbodiimida ou poli(etilenoglicol) dibutiraldeido (PEG-DBA) para implantes
de cornea. Os resultados obtidos mostram que o material possui resisténcia,
elasticidade, compatibilidade celular e claridade adequada para serem utilizados
em implantes de cérnea por testes tanto in vitro quanto in vivo (implantes de ratos

e porcos)?’.

Sargeant et al. desenvolveram um hidrogel injetavel a base de colageno e
PEG com propriedades mecéanicas ajustadas as propriedades nativas dos
tecidos. Os resultados mostram que a componente colagenosa do hidrogel
permite o adeséo celular e degradacdo enzimética, bem como o PEG permite a

ligacdo de proteinas e tecidos, viabilizando a utilizacdo desse material como
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scaffold na regeneracao de tecidos e, portanto, reduzindo a complexidade de

procedimentos invasivos'?.

2.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os hidrogéis tem enorme potencial e sdo alvo de intensa pesquisa ao longo
de muitos anos, em parte por razbes fundamentais e em parte devido ao
potencial para uma ampla gama de formularios. Os hidrogéis tém sido utilizados
com sucesso em campos biomédicos por apresentarem alto teor de agua e
consequente biocompatibilidade estimada. Eles sdo utilizados de lentes de
contato a sistemas mais complexos de liberacdo controlada de

medicamentos129.130,

Para determinar a viabilidade de um produto cosmético, farmacéutico e
materiais bioresponsiveis para uso do ser humano, € necessario que esse
produto seja avaliado de acordo com sua resposta bioldgica, a fim de eliminar
eventuais efeitos adversos que podem ser causados a saude do usuario. Na
pratica, produtos cosméticos raramente estdo associados a danos a saude a
curto e médio prazo, no entanto a exposi¢cdo prolongada a um produto pode

apresentar complicacdes.

Biomateriais e seus diversos sistemas de administrac&o objetivam interagir
com o corpo humano para substituir, tratar, ou modular a funcao fisiologica de
um determinado tecido, sempre visando uma resolucdo regeneradora. Seja
sintético ou natural, os biomateriais devem ser avaliados antes que um
dispositivo final chegue ao mercado e seja usado clinicamente. A escolha de

materiais e estudos de biocompatibilidade conducentes a fabricacdo e,

finalmente, a aprovacgéo para venda no mercado.

Normas internacionais, como ISO 10993, sao geralmente empregadas para
comprovar a regulamentacdo e conformidade necessaria para liberacdo do
mercado ou para iniciar testes in vitro e posteriormente in vivo. As aplicacdes
médicas dos polimeros incluem equipamentos de protecdo individual,
instrumentos, dispositivos implantaveis, sistemas de transferéncia e
armazenamento de liquidos biologicos, Orgdos, suturas, sistemas de
administracdo de medicamentos, portadores de células ou enzimas, dispositivos

microfluidicos, biossensores, ferramentas de diagndstico in vitro, bio-adesivos;
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aparelhos ortopédicos e muitos outros. As avaliagcbes de biocompatibilidade
visam prever se um material pode apresentar algum potencial perigo para os
pacientes através da avaliagdo de condicbes muito semelhantes as clinicas.
Para minimizar a utilizagdo de ensaios em animais, métodos in vitro vem
surgindo como uma opcao viavel para determinacdo de algum composto

potencialmente téxico presente nos produtos®1132,

Para avaliar a viabilidade de um produto, este deve ser submetido aos
ensaios referentes a sua possivel utilizacdo no mercado. Alguns ensaios muito
empregados sao os de irritabilidade dérmica, irritabilidade ocular,
fototoxicicidade, acneigénese, sensibilidade dérmica, teste adjuvante completo

de Freund (TACF), citotoxicicidade, adeséo direta e indireta.

O presente trabalho visa avaliar a viabilidade celular dos hidrogéis
preparados do colageno extraido da pele de tilapia para uma possivel utilizacdo
a medicina regenerativa, portanto trata com prioridade o0s ensaios de
citotoxicidade e adesdo celular in vitro como ensaios preliminares de
biocompatibilidade, de acordo com a 1ISO-10993133,

2.3.1 Adeséao Celular

Adeséo celular possui um papel importante na manutencéo de tecidos
visto que € fundamental na regulacdo e comunicacdo celular. E definida pela
capacidade de uma célula aderir a outra célula ou aderir um substrato. A matriz
extracelular funciona como o substrato fisiolégico nos tecidos, sendo composta
basicamente por agua, proteinas e polissacarideos. A matriz extracelular é o
componente que provém os aspectos fundamentais na estrutura histolégica para
as células, e também inicia processos bioquimicos e biomecéanicos cruciais para
a morfogénese do tecido, diferenciacdo celular e homeostase. Dessa forma,
alinhando estrutura com funcao fisiolégica, a matriz é heterogénea nos seus

componentes, além dos basicos, e altamente dinamica®®*.

O ensaio de adesdo esta associado ao entendimento das interacdes
celulares e seu comportamento em organismos multicelulares. Portanto, esta
associado a estimulos que regulam diferenciacdo, ciclo, migracdo e

sobrevivéncia celular. Variagbes na capacidade de adesdo celular estdo
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associadas a uma grande variedade de doencas como artrite, cancer,

osteoporose e aterosclerose!3%-137,

A capacidade de adesdo pode variar de acordo com a aplicacdo do
material. Por exemplo, biomateriais desenvolvidos para utilizacdes biomeédicas
que entram em contato com sangue ndo podem ser aderentes as proteinas e
células plasmaticas para evitar trombose e embolismo. Por outro lado, materiais
utilizados como scaffolds na engenharia de tecidos necessitam agir como
substratos para promover adesdo celular e subsequente proliferacdo e

biossintesel35,

As células transmitem informacéo extra e intracelular a partir de sitios de
ades@o em outras células ou matriz extracelular. Os sitios sdo formados por
proteinas chamadas integrinas, que ancoram as células a matriz ou a outras
células de adesdo. Tanto as integrinas quanto as moléculas de adesédo séo
anexadas a filamentos de actina em uma adesédo focal, como pode ser
observado na Figura 20. Essa adesdao é chamada adesao focal (FA — Focal
Adhesion), processo em que ha formacao de complexos macromoleculares que
trasmitem forcas mecanicas e sinais regulatorios entra a matriz e as ceélulas

aderidas?s®,

Em um processo de adesdo passiva in vitro € necessario um meio de
cultura celular estatico. Durante o periodo de adeséo estatica, as células séo
submetidas a alterac6es morfologicas coordenadas por deformacdes passivas e
reorganizacdo do citoesqueleto, as integrinas fornecem tanto ligamento
mecanico entre actina do citoesqueleto e a matriz quanto sinalizacao
transmembranar. A ligacdo entre as integrinas com as proteinas da matriz
estimulam a acdo da Rho GTPases, familia de proteinas sinalizadoras que
estimulam a proliferacdo e migracao celular e formacéo de sitios de adeséo

focall35138,
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Figura 20: Representacdo esquematica da formacéo do sistema ECM-Integrina-

Citoesqueleto em sitios de adesao focal. Imagem retirada da referéncia [136].

Portanto, o processo de adesdo in vitro consiste em trés etapas distintas:
ligacdo entre corpo celular e substrato; achatamento e espalhamento do corpo
celular sobre o substrato; e a organizacao da actina com formacéo da adesao

focal entre as células e o substrato!3®.

As interacBes mecanicas das células e substrato podem influenciar e
controlar o comportamento celular e suas fungdes. De modo geral, os estudos
de adesdo celular podem ser categorizados em dois eventos distintos: o
ligamento e o desligamento das células na matriz. Portanto, € possivel
determinar as propriedades de adesdo pelo tempo estudando os tempos de

contato?3®,

Ao contexto do presente trabalho, ressalta-se a importancia da técnica de
quantificacdo da forca de tracdo tridimensional (3D-TFM) ao se estudar os

eventos de adesao celular.

A técnica 3D-TFM consiste no cultivo de células individuais sinalizadas
por marcadores fluorescentes dentro de uma matriz tridimensional, normalmente
utilizando hidrogéis, colageno, agarose, fibrina e entre outros. Diferentemente de
uma matriz bidimensional, a migracdo e consequente proliferacdo das células
em 3D-TFM s6 ocorrem quando as células exercem uma forca de tragdo que
supere o impedimento estérico. Portanto, as proteinas de adesao focal séo
difundidas e distribuidas ao longo do citoplasma, sendo responsaveis por
modular a mobilidade celular e, consequentemente, ndo formam agregados

celulares na matriz135-137,
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Os métodos de fluorescéncia apresentam beneficios por proporcionar
observacdo em tempo real, é flexivel quanto a ajustes quimicos e mecanicos,
responde bem a uma grande variedade de células. Sua desvantagem inclui a
necessidade de um microscopio confocal de ponta, alto processamento

computacional e incertezas no rastreamento de marcadores fluorescentes3>-137,

O evento de desligamento das células em uma matriz ocorre quando ha
presenca de uma forca capaz de quebrar as ligagdes quimicas que promovem a
adesao focal, podendo quantificar a forca de adesao das células. Esse equilibrio
entre as forgcas de tensdo entre célula e o substrato, culminando na adeséo ou
desligamento, serve de base para um melhor entendimento sobre a

biocompatibilidade do material'3>-137,

Para visualizar a adesdo da célula ao substrato podem ser utilizados
varios marcadores fluorescentes, sendo um dos mais comuns o 4',6’-diamino-2-
fenil-indol, chamado de DAPI, cuja utilizacdo comecou majoritariamente na
década de noventa como um proeminente marcador nuclear para a visualizacédo
das células, inicialmente proposto para citologia e bioguimical3®. Este é um
intercalante de DNA em regides Adenina-Timina, com grande estabilidade de
ligacdo e utilizado para analisar o contato célula-célula assim como adesédo em
diversos campos de atuacgéo, da fertilizacdo humana'“?, a migracéo celular'*! até
a adesdo e proliferacdo das células em Biomateriais*?143, No contexto do
presente trabalho, a adesao das células aos biomateriais foi quantificada através

da fluorescéncia por DAPI.

2.3.2 Citotoxicidade

Ensaios de citotoxicidade definem o potencial de degeneracdo ou morte
celular provocado por algum componente da matriz. Ensaios in vitro de produtos
quimicos mostram diferentes mecanismos das quais podem provocar morte
celular como a destruicdo a membrana plasmatica, inibicdo de sintese proteica,
ligacdo com receptores e inibicdo de reagBes enziméticas. Portanto, € de
interesse dos pesquisadores determinar a viabilidade celular da matriz utilizada
ao analisar funcdes celulares como permeabilidade, atividade enzimética,
aderéncia celular, producdo de adenosina trifosfato (ATP), producdo de

coenzimas, atividade nucleotidical44.
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Ha diversas classificacdes de ensaios de citotoxicidade e viabilidade celular;
exclusdo de corante, ensaios colorimétricos, ensaios fluorimétricos e ensaios
luminométricos!#. O presente trabalho dara foco aos ensaios colorimétricos para
avaliar a viabilidade celular, em especial ensaios de MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-
2-yl)-2-5-diphenyltetrazolium bromide) e JC-1 (5,5,6,6’-tetrachloro-1,1°,3,3"-

tetraethylbenzimidazolyl carbocyanine iodide).

O ensaio de MTT foi descrito por Mosmann et al. em 1983, propondo um
meétodo alternativo a técnicas de excluséo de corante, visto que esta pode conter
incertezas na mensuracao de células saudaveis, e também possui mais etapas,
aumentando o tempo da andlise!#. Portanto, sais tretrazélio surgem como uma
alternativa para viabilidade celular, visto que eles medem a atividade de enzimas

mitocondriais desidrogenases e redutases apenas em células saudaveis44145,

A determinacgéo da viabilidade celular por esse ensaio envolve as fungbes
mitocondriais, organelas responsaveis pela producéo de energia por respiracdo
celular. Nesse ensaio, o reagente de coloracdo amarela e solavel em agua MTT
€ reduzido pelas desidrogenases com a coenzima NADH, forma reduzida da
coenzima NAD (dinucleotideo de nicotinamida e adenina), de células saudaveis
em formazan (Figura 21), composto de coloracao roxa e insoltvel em agua, que
pode ser quantificado por sua absorbancia em comprimentos de onda

especificos!44.

Os ensaios de MTT é um dos métodos mais comuns para se determinar a
viabilidade celular e citotoxicidade principalmente por ser rapido, seguro e alta
reprodutibilidade. No entanto, a formac&o de um sélido insoltuvel com a reducéo
do MTT faz-se necessario o uso de solventes organicos como DMSO (dimetil
sulféxido) ou isopropanol para solubiliza-lo, além de dificultar a remog¢éo do meio
de cultura dos pogos e, consequentemente, causando morte celular e

impossibilitando utilizacdo subsequente do meio de cultural44-146,
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Figura 21: Reacdo de reducdo de um sal tetrazélio genérico em formazan,
composto de coloracdo roxa, mostrado a esquerda. A tonalidade da cor indica a
guantidade de células em cada poco, visto que maior a quantidade de células,

mais escuro sera sua tonalidade.

A homeostase bioenergética € fundamental para todas as células, sendo
realizada nas mitocondrias através da fosforilagao oxidativa, a qual é necessaria
para a producao de ATP. A fosforilagdo oxidativa é o processo pelo qual o Oz2¢é
reduzido a H20, por elétrons doados por NADH e FADH2, que fluem por varios
pares de reducao-oxidagao, ocorrendo concomitantemente a producédo de ATP
a partir de ADP e Pi. Em eucariotos, a fosforilacdo oxidativa ocorre durante a
cadeia respiratoria das mitocdndrias, sendo responsavel pela maior parte da
energia liberada pela célula. O fluxo de elétrons a partir de NADH e FADH: até o
O2 (aceptor final de elétrons) se da através de complexos enzimaticos ancorados
na membrana mitocondrial interna com centros redox com afinidade crescente
por elétrons. Essa transferéncia de elétrons € impulsionada por um crescente
potencial redox existente entre os equivalentes reduzidos, os complexos
enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons e o O2"147,

A cadeia respiratoria € composta por varios complexos enzimaticos e uma
coenzima lipossoluvel, a coenzima Q ou ubiquinona. Todos complexos possuem
grupamentos prostéticos especificos para desempenharem o papel de aceptores
e doadores de elétrons. O fluxo de elétrons através dos complexos da cadeia
respiratoria € acompanhado pelo bombeamento de prétons da matriz
mitocondrial para o espago intermembranas, gerando um potencial de
membrana. Assim, cria-se um gradiente eletroquimico transmembrana que pode
ser utilizado pela ATP sintase, para a sintese de ATP. Dessa forma, a oxidacao
de substratos energéticos esta acoplada ao processo de fosforilagdo do ADP, ou
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seja, quando o potencial de membrana € dissipado pelo fluxo de prétons a favor
do gradiente eletroquimico, a energia liberada é utilizada pela ATP sintase, que
atua como uma bomba de prétons ATP-dependente™ 47

As mitocondrias exercem funcdes importantes para sobrevivéncia célula,
capazes de produzir energia por oxidacdo de acidos graxos, ciclos de Krebs e
cadeia respiratéria, possibilitando demais atividades celulares, portanto uma
diminuicdo de atividade mitocondrial pode significar até mesmo morte celular
causada por fatores externos ou apoptose. Em estagios iniciais de apoptose ha
perda do potencial da membrana mitocondrial (A%¥m), ocorrendo uma transicao
de permeabilidade, induzindo a liberagéo de AIF (apoptosis inducing factor). O
processo de apoptose € normalmente acompanhado de perda de &gua,
fragmentacao de nuclear e encolhimento da célula, o que causam fragmentacao

e subsequente perda extensiva de DNA, causando morte celular4é,

A mudanca de AWmpode ser avaliada utilizando o reagente JC-1, um corante
lipofilico e catibnico, exibindo picos de emissdo verde naturalmente (510-
520nm), que forma complexos ao permear e acumular na mitocondria
conhecidos como agregados J, que exibem emisséo no vermelho (=590 nm). A
razdo de emissdo apresentada pela célula indica, portanto, a atividade
mitocondrial, em que uma célula apoptética e pouco saudavel ndo apresenta
formacdo de J agregados pela perda de carga negativa e aumento da
permeabilidade da membrana, mantendo sua emissdo natural, enquanto células
saudaveis apresentam formacdo de J agregados e emissdo caracteristica
destes. Esse método apresenta uma forma de analise tanto quantitativa,
avaliando a intensidade de emissdo, quanto qualitativa, avaliando a razdo de
emissdo verde:vermelho, do potencial da membrana mitocondrial,

complementando os ensaios de MTT para avaliar viabilidade celular4®15°,

3 OBJETIVO GERAL

Extrair coldgeno a partir de peles do peixe tilapia (Oreochromis niloticus) e
emprega-lo no desenvolvimento de hidrogéis a base de colageno, quitosana e

polietilenoglicol funcionalizado (PEG-MA).

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Extrair e purificar o coldgeno a partir da pele de tilapia;
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2. Funcionalizar e caracterizar o PEG com grupos metacrilatos;

3. Preparar hidrogéis com diferentes propor¢des de colageno, quitosana e
PEG-MA,

4. Realizar ensaios biolégicos de citotoxicidade e biocompatibilidade dos
hidrogéis obtidos a partir de colageno/quitosana/PEG-MA em diferentes

proporc¢oes.

4 MATERIAIS E METODOS
41 MATERIAIS

Foram empregados os seguintes reagentes: hidroxido de soédio, acido
cloridrico, acido acético, cloreto de sdédio, os quais foram adquiridos das
empresas Synth, Anidrol, Nuclear e Quimex, respectivamente. O sulfato de
amonio ((NH4)2S0a4), poli(etileno glicol) (massa molar: 20.000 g.mol), anidrido
metacrilico, quitosana (grau de desacetilacdo entre 75-85%, massa molar:
190.000-310.000 g.mol') e N,N,N',N'-tetrametiletiienodiamina (TEMED), os
quais foram adquiridos da Sigma-Aldrich, a trietilamina (CeH1sN) da Vetec e o
persulfato de potassio (PSP - K2S20s) da Neon. A pele da tilapia foi adquirida na

Peixaria Japesca, localizada no Mercado Publico de Porto Alegre-RS.

Foram utilizados também tetrahidrofurano (THF), diclorometano (CH2Clz),
hexano (CsHi2) adquiridos de diferentes fornecedores locais. As membranas de
didlise de celulose com massa molecular de corte de 12 kDa foram adquiridas
da Sigma-Aldrich.

Os ensaios bioldgicos contaram com a utilizagdo de dihidrocloreto de 4’,6-
Diamidino-2-fenilindole (DAPI), penicilina-estreptomicina e soro fetal bovino,
adquiridos da empresa Merck, dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) da

Thermo Fisher Scientific e linhagem de células 3T3 da ATCC®.
4.2 METODOS

4.2.1 Extragao do Colageno

A pele do peixe foi lavada previamente com &gua deionizada e
armazenada a -20 °C até sua utilizacdo. Para remover as demais proteinas nao-
colagenosas superficiais, o subproduto foi lavado em solucdo de NaOH 0,1 mol
Lt a uma razédo de 10% m/v, deixando-o sob agitacdo magnética durante 24h e,
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em seguida, lavado até o pH da agua neutralizar. A remocéao dos sais presentes
na pele do peixe foi feita deixando-a sob agitacdo magnética em solucdo de HCI
0,4 mol L' (proporcdo de subproduto:solucdo = 1:15) por 90 minutos e
novamente lavados em agua deionizada para posterior extracdo. As peles foram
armazenadas a -20 °C até a extracdo do colageno.

De acordo com os protocolos anteriormente citados, a extragdo do colageno
foi feita imergindo o subproduto tratado em HAc 0,5 mol L'! a uma razédo 1:15 e
deixando-a sob agitacdo magnética por 72h. Os produtos foram centrifugados e
filtrados. O liquido filtrado (ASC) foi armazenado sob refrigeracao e os residuos
sélidos foram descartados. Todas as etapas de extracdo do coldgeno foram

realizadas a temperatura ambiente.

4.2.2 Purificacdo do Colageno

A purificacdo das solucdes acidas foi realizada pelo processo de salting-
out, utilizando uma solucdo de NaCl ou (NH4)2SO4 sélido. A propor¢ao utilizada
de solucdo de NaCl e (NH4)2SO4 varia de acordo com a quantidade de solugéo
acida, sendo adicionado o proporcional para que a solucéo final tenha 0,9 mol L-
146 O sal para purificacédo foi adicionado aos poucos a solucéo &cida ja sob
agitacao e deixados por 24h. O precipitado foi centrifugado e re-solubilizado em

acido acético 0,5 mol L1, o sobrenadante foi descartado.
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O material re-solubilizado em HAc foi dialisado contra agua deionizada por
aproximadamente uma semana sob refrigeracéo, trocando a agua diariamente.
Apés a dialise, a suspensao de coladgeno foi transferida para um baldo de fundo
redondo com abertura de 24 mm, liofilizada e, por fim, armazenada sob
refrigeracdo para caracterizacfes. Os produtos obtidos das etapas de extracao
do coladgeno, desde seu pré-tratamento, sdo mostrados na Figura 22. A Figura
23 mostra o fluxograma das etapas de extracdo de purificacdo do colageno.

|

Figura 22: Etapas de extracdo e purificgéo do colageno da peI de tilapia. (A)

Pré-tratamento da pele de tilapia com NaOH 0,1 mol L'; (B) Peles de tilapia ap6s
pré-tratamento com NaOH 0,1 mol Lt e HCI 0,4 mol L?; (C) Extracdo do
colageno com HAc 0,5 mol L%; (D) Precipitado de colageno; (E) Dialise contra
agua mili-Q do precipitado de colageno solubilizado em HAc 0,5 mol L?; (F)

Liofilizagdo da solucéo de coldgeno apos dialise.
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Pré-tratamento Dessalinizagdo Extragao Filtragdo
Ma m“"" T I : o = s
NaOH 0,1mol/L HCI 0,4 mollL HAc 0,5 mol/L

24h 90min 72h

Salting-out
24h

Escamas
» < Mistura salina

Sobrenadante

ajad ap onpisay

Centrifugagao

Didlise Ressolubilizagao

~7 dias Colageno HAc 0,5 mol/L
solubilizado

Liofilizagao
~7 dias

*Acid-Solubilized Collagen
Figura 23: Fluxograma de extracdo e purificacdo do colageno de pele de tilapia.

4.2.3 Funcionalizacdo do PEG com Grupos Metacrilatos (PEG-MA)

Para que haja formacéao dos hidrogéis através da reticulacéo a partir dos
grupos acrilato e metacrilato, é necessario que o PEG seja funcionalizado. Para
tal, o PEG foi solubilizado em diclorometano anidro sob atmosfera inerte,
adicionando anidrido metacrilico e trietlamina em seguida. Essa reacgdo foi

realizada por 4 dias a temperatura ambiente e agitacédo constante!®!.

Apés esse periodo, o diclorometano foi evaporado em um evaporador
rotatério e o produto foi solubilizado em THF e precipitado em hexano duas

vezes. O sélido obtido foi seco sob vacuo.

4.2.4 Preparo dos Hidrogéis

Foi preparada uma solucdo de quitosana com concentragdo de 1% (m/v) em
solugcdo aquosa contendo &cido acético 3% (v/v) e duas solugbes de HAc
contendo colageno com diferentes concentracdes, uma a 4 mg mL* e outra, 12
mg mL?*. As solucdes de quitosana e colageno foram misturadas em volumes
iguais para obter uma concentracéo final de 0,5% (m/v)/2 mg mL* (quitosana-
colageno) e 0,5% (m/v)/6 mg mL?! (quitosana-colageno). As solucdes de
quitosana-colageno foram dialisadas contra agua deionizada por 72 h, trocando

a agua diariamente.
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Foi pesada uma quantidade equivalente a 5% (m/v), em relacédo ao volume
de solugdo quitosana-colageno, de PEG-MA em um baldo de fundo redondo e
misturado a solucdo. A reticulagdo ocorre ao se adicionar o ativador TEMED
juntamente com o iniciador PPS a propor¢édo de 1:1, as concentracdes de 10
mmol e 15 mmol. A tabela 1 mostra a propor¢ao dos constituintes dos hidrogéis
em 1 mL do sistema PEG-Ch-Col.

Tabela 4: Composicdo dos hidrogéis em 1 mL de solucdo com diferentes

proporcdes de colageno, ativador e iniciador.

. i Sistema de
Concentracdo dos polimeros o
iniciadores (SI)

: Cédigo

PEG-MA Quitosana Colageno TEMED PSP

(Yom/v) (Yom/v) (mg mL™) (ML) (ML)
0 8 90 PEG/Q-10I
0 12 135 PEG/Q-15I
2 8 90 PEG/Q-2C-10I

5 0,5

2 12 135 PEG/Q-2C-15I
6 8 90 PEG/Q-6C-10I
6 12 135 PEG/Q-6C-15I

4.3 CARACTERIZACAO

4.3.1 Caracterizacdes do Colageno

4.3.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As amostras de colageno liofilizadas foram metalizadas com ouro e
analisadas no Centro de Microscopia e Microanalise (CMM — UFRGS) utilizando
0 microscopio JEOL JSM 6060 com tenséo de 7 kV e 10 kV.

4.3.1.2 Dicroismo Circular (DC)

As andlises de dicroismo circular foram realizadas em um
espectropolarimetro (JASCO J-815) equipado com uma unidade controladora de
temperatura e um acessorio de fluorescéncia. As medidas foram feitas em uma
cubeta de quartzo com 0,1 cm de caminho 6ptico e 0s seguintes parametros:
100 nm.min! para velocidade de escaneamento; 4 segundos para tempo de
resposta; 1 nm para largura da banda do feixe e coleta de dados a cada 0,5 nm;
faixa de comprimento de onda de 185 nm a 300 nm. A analise foi realizada no
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Centro de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME) no Laboratério Multiusuario
de Espectroscopia de Massas (LabMMass) da UFSC e apresentada em em
apéndice.

4.3.1.3 Calorimetria Exploratoéria Diferencial (DSC)

As andlises de DSC foram realizadas em equipamento de andlise térmica
DSC modelo Q20 da TA Instruments, sob atmosfera de nitrogénio. Para cada
analise aproximadamente 5 mg de amostra foram pesadas em panelas
herméticas de aluminio e submetidas a uma taxa de aquecimento de 1 °C.mint
de 0 °C a 50 °C, seguido do resfriamento na mesma taxa utilizada. Em seguida,
a amostra foi submetida a um segundo ciclo de aquecimento e de resfriamento,

utilizando as mesmas condi¢des do primeiro ciclo.

4.3.1.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas em um aparelho SDT
Q600 TA Instruments, utilizando gas nitrogénio a vazédo de 100 mL.min no
Laboratorio Multiusuario de Analise Térmica (LAMAT). Para cada analise foram
pesados entre 3-5 mg em uma panela de platina e submetidas a uma taxa de
aquecimento de 20 °C.min! de 10 °C a 600°C.

4.3.1.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier-
Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)

As analises de FTIR-ATR foram realizadas utilizando o equipamento
Alpha-P (Bruker) com um prisma de diamante, a 45° e uma resolucao espectral
de 4 cm* e 24 varreduras para cada amostra. Andlise realizada no Laboratério
de Catalise Molecular (LAMOCA) da UFRGS.

4.3.1.6 Eletroforese (SDS-PAGE)

As amostras contendo colageno foram preparadas com a adicdo de
tampdao de amostra 2X (Tris/HCI pH 6,8, 100 mM, SDS - dodecil sulfato de sédio
4,0%, azul de bromofenol 0,2%, glicerol 20% e beta-mercaptoetanol 20 mM).
Foram aquecidas a 100 °C por 5 minutos em banho de aquecimento. O gel de
poliacrilamida foi preparado na concentracdo de 5% (30% Acrilamida/bis-
acrilamida, 1,5 M Tris-HCI pH 8,8, 10% SDS, 10% Persulfato de amoénio, 0,08%
TEMED). Foi adicionado um padrdo de massa molar juntamente no gel para

comparar com as bandas observadas nas amostras. A eletroforese foi realizada
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a 100 V, por aproximadamente uma hora, a temperatura ambiente. O gel foi
corado com solugéao corante (0,25% (m/v) Comassie Blue, 45% metanol, 10%
acido acético) durante um periodo de cerca de 16 h. Apds, o gel foi descorado
com solucéo descorante (metanol 45%, acido acetico 10%). Analise realizada no

Laboratorio de Proteinas Toxicas da UFRGS.

4.3.2 Caracterizacdo do PEG-MA

4.3.2.1 RMN de H

A funcionalizacdo do PEG com anidrido metacrilico foi caracterizada através
de andlises de RMN de 'H. Os espectros de RMN de 'H foram obtidos a 400
MHz, em tubos de quartzo de 5 mm de didmetro interno, utilizando o
espectrometro Bio Spin GmbH (Bruker). Os deslocamentos quimicos (d) estéao
relacionados em partes por milhdo (ppm) em relacéo ao tetrametilsilano (TMS),
utilizado como padréo interno. As amostras foram preparadas solubilizando 20
mg do polimero em 0,75 mL de cloroférmio deuterado (CDCls).

4.3.3 Caracterizacdes dos Hidrogéis

Os hidrogéis preparados foram caracterizados pelo seu grau de
intumescimento, MEV, TGA e FTIR. Foram realizados também ensaios
bioldgicos de citotoxicidade e adesao celular para avaliar a viabilidade celular do

material.

4.3.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)
O procedimento realizado foi descrito nas caracterizacdes do colageno,
item 4.3.1.1.

4.3.3.2 Analise Termogravimétrica (TGA)
O procedimento de analise termogravimétrica para o0s hidrogéis

corresponde ao descrito no item 4.3.1.4.

4.3.3.3 Grau de Intumescimento (Gl)

O grau de intumescimento foi utilizado para avaliar a quantidade de agua
gue os hidrogéis sdo capazes de absorver. Para isso, os hidrogéis secos foram
pesados e colocados em 5 mL de agua deionizada (pH ~ 6). O intumescimento
dos hidrogéis foi determinado através da pesagem das amostras em diferentes

tempos, retirando-se o excesso de agua utilizando um papel filtro'®2. As andlises



67

foram realizadas em triplicata para determinar o percentual de agua absorvido
(W) e o grau de intumescimento (Q) dos hidrogéis de acordo com as equacdes
2 e 3, a temperatura ambiente.

W= (—t) 1100 )

o[ m o

W = Percentual de agua absorvida
Q = Grau de intumescimento
Mt = Massa do hidrogel intumescido

Ms = Massa do hidrogel seco

4.3.3.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier-
Refletancia Total Atenuada (FTIR-ATR)
As andlises de FTIR-ATR foram descritas no item 4.3.1.5.

4.3.3.5 Ensaios Bioldgicos

Para avaliar a capacidade de células ligarem-se aos materiais analizados,
células da linhagem VERO foram cultivadas diretamente sobre os hidrogéis ja
hidratados por 24 h na densidade de 5.10* células. Apds, os hidrgéis foram
fixados com parafolmoldeido 4% por 15 minutos, lavados com tampao fosfato
salino, e incubadas com DAPI, 4',6’-diamino-2-fenil-indol, (10 pg.mL*) por 10
minutos. Dez campos aleatérios foram fotografados e contados em microscopio

confocal.

Para verificar o potencial citotoxico dos materiais, foi realizado o protocolo
de MTT conforme ISO 10993-5. Os hidrogéis hidratados foram expostos, na
proporcdo de 3 cm? por mL, ao mesmo meio utilizado para o cultivo das células
durante 6 e 12 h. Apés as células da linhagem VERO foram expostas a esse
meio condicionado por 24 hrs e apos incubadas com MTT na concentracao de 5
mg mL? por 2 h. A formacdo de formazan foi quantificada colorimetricamente

através da absorbancia medida a 570 nm.

Para avaliacdo do A¥m, as células foram incubadas durante 30 min, a 37
°C, com JC-1 (5,5,6,6'-tetracloro-1,1’, 3,3’-tetraetil benzimidazolilcarbocianine

iodeto, 2 pyg/mL). A fluorescéncia sera A¥Ym medida através do comprimento de
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excitacao de 485nm e dos comprimentos de emissao de 540 e 590 nm. O A¥m
sera calculado através de unidades arbitrarias de fluorescéncia (UAF) através da
razao da leitura no comprimento de 590 nm (J-agregados vermelhos) e 540 nm

(mondmeros verdes).

Todos o0s ensaios biolégicos foram realizados no Instituto do Cérebro
(InsCer) da PUC-RS.

4.3.3.6 Analise Estatistica

A ANOVA de uma via seguido de teste de Tukey foi aplicado para a analise
dos resultados de ensaios bioldgicos. Valores com p <0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Toda a andlise estatistica foi realizada com

auxilio do software estatistico GraphPad Prism 6.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 EXTRACAO DO COLAGENO
A extracdo do colageno é realizada considerando principalmente aspectos
de sua solubilidade, uma vez que sua estrutura é complexa e sua origem pode

ser bastante variada.

Devido a natureza reticulada da proteina, o colageno deve passar por um
processo de pré-tratamento em solucéo salina ou alcalina diluida, dependendo
da fonte de extracdo, para quebrar as reticulacbes e manter a cadeia
polipeptidica intacta. A medida que o acido/base penetra no subproduto, este
incha duas a trés vezes o tamanho original, ocorrendo a quebra das ligagdes

ndo-covalentes da proteina3’40.

O pré-tratamento alcalino é utilizado em casos de subprodutos mais
rigidos, como 0ssos, que precisam de um tratamento mais agressivo, levando
até dias nesta etapa. No entanto, o pré-tratamento com acido diluido € mais
recomendado para materiais mais frageis, como peles. Apesar de suas
diferencas, os dois métodos podem auxiliar na extracdo da proteina de uma
mesma fonte*?. Neste trabalho, em testes preliminares, foram realizados pré-
tratamentos considerando dois protocolos: 1) pré-tratamento em NaCl 1 mol L 1
com posterior tratamento em HCI 0,5 mol L (EI-Rashidy et al.#) e 2) solucédo
alcalina de NaOH 0,1 mol L (Sun et al.*°), mostrados na Figura 24.
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Foi observado que, as peles tratadas em solucdo salina e posterior
tratamento em acido cloridrico ndo apresentaram, qualitativamente, um aumento
expressivo de sua massa (Figura 24b e 24d) e uma amostra representativa
apresentou aumento de apenas 25,9% sua massa original, indicando que nao
houve absorcéo/penetracdo das solu¢cdes no material. O oposto foi observado
para as peles tratadas em solugéo alcalina. Para estas, sua massa aumentou
aproximadamente 100% quando comparada a sua massa inicial (Figura 24c e
24d) e Tabela 5.

As peles tratadas de ambas as formas foram posteriormente extraidas em
HAc 0,5 mol L durante 72 h. Ao fim da extragdo, a amostra 1 apresentou
residuos do material e um produto acido levemente viscoso (ASCO, mostrado na
tabela 6). Esta observacdo indica que o pré-tratamento da amostra foi
insuficiente para romper a rede reticulada e, consequentemente, sua
solubilidade néo foi alterada de forma significativa. A amostra 2, oriunda do pré-
tratamento com NaOH, apresentou menor quantidade de residuo do material e
um produto mais viscoso (ASC1) em comparacdo ao ASCO, indicando maior
solubilidade do material ao longo da extracdo. Portanto, para experimentos
subsequentes da presente investigacao, foi utilizado pré-tratamento em solucao

alcalina diluida.

O pré-tratamento em solucdo alcalina € normalmente realizado para
materiais que necessitam de tratamentos mais agressivos e/ou longos. Neste
trabalho, foi observado que a utilizacdo de solucao alcalina diluida foi mais eficaz
corroborando com o trabalho de Liu et al.®’, que mostraram que a solucdo de
NaOH em concentragdes entre 0,05 mol L* e 0,1 mol L possibilitou um

inchamento significativo no material.
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Figura 24: Pele de tilapia (a) antes do pré-tratamento, (b) apds pré-tratamento
em NaCl 1 mol Lt e HCI 0,5 mol L, (c) apds pré-tratamento em NaOH 0,5 mol
L1 e (d) comparativo do enchimento das peles tratadas em solucéo alcalina a

esquerda e, solucao salina e 4cida a direita.

Tabela 5: Parametros observados apos pré-tratamento das peles em solucao
alcalina de NaOH 0,1 mol L, solucdo salina de NaCl 1 mol L* e posterior

tratamento em solucéo de HCI 0,5 mol L.

Amostra teste SPT* mi** (g) me** (g) GI*** (%)
NacCl
1 0,7575 0,9536 25,9
HCI
2 NaOH 0,4634 0,9173 97,95

*SPT = Solugdo de pré-tratamento; *m = Massa inicial e final; **GI = grau de
Intumescimento.

A tabela 6 mostra o codigo empregado para as amostras de colageno, o
sal utilizado para purificacdo por salting-out, volume de ASC e quantidade de
coldgeno extraido. Devido a quantidade de solucdes acidas oriundas da
extracao, apenas os colagenos utilizados na preparacao dos hidrogéis (ASC4.3,
ASC4.4 e ASC5.1) serao apresentados e discutidos.
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realizada em duas

concentracdes diferentes de NaCl e (NH4)2SOa4, a 2 mol Lt e 0,9 mol L, para

avaliar qual resultaria em um colageno(l) com maior grau de pureza. A amostra

ASCO apresentou maior quantidade de residuos de pele ao fim da extracdo e a

menor quantidade de colageno extraido (29,6 mg). Ja as amostras purificadas

em menor concentracdo salina apresentaram textura esponjosa e menos rigidas.

Tabela 6: Parametros de purificacdo das solugdes acidas e caracterizacdes

realizadas.
] Vasc Quantidade extraidan
Amostra Salting-out
(mL) (mg)
NaCl
ASCO 50 29,6
2 mol L1
NacCl
ASC1.1 50 32,1
2 mol Lt
NacCl
ASC1.2 50 62,6
2 mol Lt
NaCl
ASC2.1 20 99
2 mol L1
NaCl
ASC2.2 20 102
2 mol L1
(NH4)2S04
ASC3.1 25 20,5
2 mol L1
(NH4)2S04
ASC3.2 25 68,0
2 mol L1
NaCl
ASC3.3 31 86,0
0,9 mol L1
(NH4)2S0a4
ASC4.1 30 25,0
2 mol L1
(NH4)2S0a4
ASC4.2 30 75,2
2 mol L1
NaCl
ASC4.3 30 82,5
0,9 mol L1
NaCl
ASC4.4 32 150,0
0,9 mol L1
NaCl
ASC5.1 72,5 245,0
0,9 mol L1
ASC5.2 (NH4)2S04 130 260,0
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0,9 mol L1

(NH4)2S04
ASC6 60 230,0
0,9 mol L1

5.1.1 Microscopia Eletr6nica de Varredura (MEV)

A Figura 25 mostra a aparéncia do colageno purificado e liofilizado das
amostras ASC4.3 (Figura 25a) e ASC5.1 (Figura 25b). A Figura 26 mostra a
fotomicrografia de MEV dos colagenos purificados das amostras ASC4.3 (Figura
26a, 26d e 26g), ASC4.4 (Figura 26b, 26e e 26h) e ASC5.1 (Figura 26¢, 26f e

26i), os quais foram utilizadas na preparacéo dos hidrogéis.

Apos a liofilizacdo do colageno, o mesmo adquire uma textura esponjosa
caracteristica do colageno(l) (Figura 25a e 25b). Algumas areas parecem mais

rigidas e rugosas, o que pode ser caracteristico de proteinas colagenosas e/ou

decorrente do processo de liofilizagao°31%4,

Figura 25: Imagem do colageno seco das amostras (a) ASC4.3 e (b) ASC5.1.

Também foram observadas algumas cavidades, mais predominantes na
amostra ASC4.3 (Figura 26a) e estruturas fibrosas (Figura 26d, 26e e 26f), o que

pode favorecer sua aplicacdo como biomaterial*®.
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Figura 26: Fotomicrografia de MEV para amostras de colageno purificados de
ASC4.3, ASC4.4 e ASC5.1 (a, b, ¢) a magnificacédo 40x, (d, e, f) 2000x e (g, h,
i) 5000x.
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5.1.2 Eletroforese (SDS-PAGE)

As Figuras 27 e 28 mostram o SDS-PAGE das amostras de colageno das

amostras de colageno apresentados na tabela 6.

A eletroforese foi utilizada para determinar a composicdo das
subunidades de colageno. Observa-se que todas as amostras de colageno
apresentaram pelos menos duas cadeias a distintas (a1 e az2) e dimero B,
caracteristicas de colageno(l). Observou-se ainda a presenca de fragmentos de
cadeias Y (trimero) em algumas amostras de colageno, mais presentes nas
amostras ASC1.1 e ASC1.2, bem como a presenca de outros fragmentos de

cadeias, caracteristicos de outros tipos de colageno.

kDa
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Figura 27: Eletroforese de amostras de colageno purificadas a concentracéo de
2 mol L't de (ASCO a ASC2.2) cloreto de sédio e (ASC3.1 a ASC4.2) sulfato de

amonio.

O perfil das amostras apresentado através da técnica de eletroforese
demonstra o efeito do processo de purificagdo por salting-out, quando realizado
em concentracdes salinas elevadas. De maneira geral, todas as amostras
apresentaram duas cadeias a, associados aos pesos moleculares de 110 kDa e
120 kDa, e uma cadeia B referente ao peso molecular de aproximadamente 220

kDa. Tais fragmentos sugerem que o colageno extraido da pele de tilapia é
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majoritariamente colageno(l). No entanto, observa-se também a presenca de
outros fragmentos de cadeias, os quais foram precipitados durante a purificagéo
da proteina. Em aproximadamente 85 kDa observa-se em algums amostras, um
sinalde colageno(lll) e sinais situados entre cadeias a e 3, que podem estar

associados ao colageno(V)3:1%6,

Em menores concentracdes salinas observa-se apenas presenca de
fragmentos de a1 e a2 e dimero B (Figura 28), portanto, houve apenas
precipitacdo de colageno(l). Para as amostras purificadas com sulfato de
amonio, os sinais dos fragmentos sdo mais fracos e, mostram que nao houve
precipitacdo completa dos fragmentos de cadeia de colageno, diferentemente
das amostras purificadas com NaCl. Ndo é possivel observar a presenca de
cadeias Y nas amostras apresentadas na Figura 28, indicando baixo teor de
reticulacGes intra e intermoleculares, podendo-se afirmar o mesmo para as
amostras ASC4.3, ASC4.4 e ASC5.1 que apresentaram sinais fracos ou néo

apresentaram cadeias B*°’.
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Figura 28: Eletroforese de amostras de colageno purificadas com 0,9 mol L de
cloreto de sédio e sulfato de aménio.

Com base nestes resultados e devido a presenca de apenas um tipo de
coldgeno nas amostras ASC4.3, ASC4.4 e ASC5.1, estas foram as amostras
escolhidas para a preparacdo dos hidrogéis.
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5.1.3 Calorimetria Exploratdria Diferencial (DSC)

A andlise de DSC é empregada principalmente para determinar a
temperatura de desnaturagdo do coldgeno. Estudos mostram que a
desnaturacao do colageno extraido de animais aquaticos pode variar entre 20
°C e 40 °C™™8, O colageno da pele de tilapia, por exemplo, possui sua
temperatura de desnaturagéo entre 32 °C a 36 °C. Essa variagdo se deve pelo
método de extracdo e purificacdo, que pode alterar as cargas dos aminoacidos

presentes e, portanto, alterar suas propriedades fisico-quimicas*3°40,

Nesta investigacdo, o termograma de DSC apresentado na Figura 29,
mostra que o colageno extraido, purificado e solubilizado em HAc 50 mM néo
apresenta transicdes terminais na faixa de temperatura em de 0 °C a 40 °C.
Conforme a literatura, nesta faixa de temperatura, possivelmente ocorreria a
desnaturacdo do coldgeno, o que seria observado através de uma possivel
transicdo entre 32 °C e 36 °C. No entanto, a auséncia de transi¢des térmicas
indica que o colageno provavelmente sofreu desnaturacéo ao longo do processo
de extracdo. Isto pode ter ocorrido, por exemplo, em funcdo da agitacéo
acelerada durante a etapa de extracdo &acida e posterior purificagcdo a

temperatura ambiente.
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Figura 29: Termograma de DSC de uma amostra de colageno liofilizada e
posteriormente solubilizada em HAc 50 mM, seguida pela estabilizacdo a 10 °C
por 48 h.
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5.1.4 Analise Termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica € empregada principalmente para
determinacdo da temperatura maxima de degradacdo do colageno,
possibilitando identificar, também, a presenca de residuos de outras proteinas e
quantidade de agua adsorvida nas amostras, o que pode fornecer informacéo
sobre o arranjo estrutural do colageno. A Figura 30 mostra o termograma de trés
amostras de colageno liofilizadas.
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A amostra ASC4.3 apresenta a maior perda de agua, equivalente a 18,4%.

Ja4 as amostras ASC4.4 e ASC5.1 apresentaram uma perda de massa até
aproximadamente 170 °C com fracBes equivalentes a 8,8% e 6,9%,
respectivamente. Esse resultado sugere uma quantidade maior de agua livre na
primeira amostra e maior quantidade de agua ligada nas ultimas. A maior
guantidade de &gua ligada nas amostras ASC4.4 e ASC5.1 pode ser um
indicativo da presenca de estrutura terciaria, visto que as liga¢des de hidrogénio

provenientes da agua contribuem para a estabilidade da hélice tripla do
colageno!®9-161,

A segunda etapa representa a maior variacdo de massa das amostras
visto que € a etapa de degradacédo das cadeias de aminoacido. Nesta etapa
observa-se que a amostra ASC5.1 apresenta maior variagdo, equivalente a
63,2% de massa, e temperatura de degradacdo méxima a 329,6 °C, levemente
superior a alguns resultados apresentados na literatura para o colageno(1)15:1€°,
Esta diferenca de perda de massa ao se comparar com as amostras ASC4.3
(44,5%) ASC4.4 (62,7%) foi possivelmente ocasionada pela auséncia de

fragmentos de cadeia 3, 0 que pode ter ocasionado uma leve diminuicdo na
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temperatura de degradacdo maxima no colageno, equivalente a 317,5 °C e

317,04 °C, respectivamente 162,

5.1.5 Infravermelho (FTIR-ATR)

A Figura 31 mostra a analise de infravermelho realizado das amostras de
coladgeno liofilizadas. A tabela 7 mostra a regido de bandas caracteristicas do

colageno.

A regido de estiramento da amida A se encontra em ~3400 cm-?, referente
ao estiramento N-H. Estudos prévios mostram que o sinal de estiramento N-H
ocorre na regido de 3400-3440 cm?, entretanto, quando o mesmo grupo NH de
um peptideo esta envolvido em uma ligacdo de hidrogénio ha uma mudanca no
sinal, sendo possivel observa-lo em ~3200 cm* 411 As bandas das amostras
ASC4.3 (3280 cm?) e ASC4.4 (3295 cm?) sdo observadas em frequéncias
ligeiramente menores que e ASC5.1 (3310 cm), sugerindo mais ligacdes de

hidrogénio do grupo NH nas primeiras amostras citadas?®.

Os sinais da amida B sédo encontrados em ~2900 cm™ e associados ao
estiramento assimétrico do grupo -CH.. E possivel identificar os sinais da amida
B nas amostra ASC4.4 (2920 cm™?) ASC5.1 (2925 cm), e sinais menos
expressivos na amostra ASC4.3 (2921 cm™1)36,

Os sinais das amidas | representam o estiramento de grupos carbonila ao
longo da cadeia da proteina. A amostra ASC5.1 (1650 cm?) apresentou sinal em
frequéncias maiores que as demais amostras, em 1630 cm. A mudanca do sinal
de amida | para frequéncias mais baixas indica maior presenca de ligacdes de

hidrogénio, o que resulta em um menor grau de ordem molecular!?-36:163,

Os sinais de amida Il e Ill estdo relacionados a torcdo NH acoplados a
estiramento CN em 1550 cm™ e 1240 cm?, respectivamente. Maior frequéncia
de sinal de amida Il apresentado na amostra ASC5.1 (1550 cm™) pode ser
resultado de maior hidratacédo da cadeia principal da proteina®®-3°, concordando
com o perfil de perda de agua apresentado pelo TGA da amostra. Todas as

amostras apresentam sinais de amida Ill em 1235 cm™.
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Figura 31: Espectro de infravermelho (FTIR-ATR) das amostras de colageno

liofilizados.

O método também permite determinar se h& presenca da hélice tripla caso

a razdo de absorcdo entre a amida Ill e sinal de torcdo CH2 em 1450 cm se

aproxima de 1. A amostra ASC5.1 apresentou a razdo de absorcédo mais proxima

do valor unitario, com razéo de 0,94. Portanto, pode-se afirmar que a hélice tripla

se manteve nesta amostra39:155.164,

Tabela 7: Atribuicdo dos sinais do espectro de infravermelho do colageno

extraido da pele de tilapia.

Regido Numero de onda Atribuicéo
(cm™)
Amida A 3400 Estiramento N-H acoplado a liga¢des de hidrogénio
, Estiramento assimétrico da ligacdo C-H dos grupos
Amida B 2930
CH;
. Estiramento C=0 e ligacdo de hidrogénio acoplado
Amida | 1650
ao -COOH
Amida Il 1550 Torcao NH acoplado ao estiramento CN
- 1450 Torcéo CH;
Estiramento simétrico da ligagdo C=0 do grupo -
- 1400

COOH
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- 1338 Balanco CH:
Amida
1]

5.2 FUNCIONALIZACAO DO PEG

O polietilenoglicol foi funcionalizado com anidrido metacrilico para a

1240 Torcao NH acoplado ao estiramento CN

obtencado de grupos reticulaveis nas extremidades da cadeia polimérica (Figura
32). Assim, a formacao do hidrogel se d& pela reacéo entre 0s grupos reticulaveis

it Ayl

Et;N t.a.
CH,Cl 4 dias

)Hpm I

Figura 32: Reacao de funcionalizacdo do PEG com anidrido metacrilico.

inseridos.

A reacdo de funcionalizacéo pode ser comprovada pela analise de RMN
de 'H, mostrado na Figura 33. Os hidrogénios ligados ao carbono vinilico do
grupo metacrilato aparecem como singletos em 5,6 e 6,2 ppm. Para determinar
a eficiéncia da funcionalizacéo, as integrais dos hidrogénios da ligacao dupla do
metacrilato das extremidades da cadeia foram comparadas a integral do sinal
em 4,3 ppm, referente aos hidrogénios dos dois —CH:2 terminais do PEG,
resultando em uma razédo de 0,915, significando que houve funcionalizac&o

proximo de 100% da cadeia polimérica.

Este resultado pode ser comprovado determinando o grau de
polimerizagdo do PEG-MA, utilizando a raz&o entre a integral do sinal em 3,7
ppm, referente aos hidrogénios do -CH2 da unidade repetitiva do PEG, com a
integral dos sinais dos hidrogénios das ligagdes duplas, resultando em um grau
de polimerizacéo de 455,75, de acordo com as equacdes 4 e 5, respectivamente,
indicando o numero de unidades repetitivas. Portanto, os valores obtidos

comprovam a eficiéncia e funcionalizacdo do PEG.
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Figura 33: Espectro de RMN de *H do PEG-MA em CDCls.

5.3 CARACTERIZACOES DOS HIDROGEIS

Tendo em vista as caracterizacfes realizadas do colageno extraido das
amostras ASC4.3, ASC4.4 e ASC5.1, mostrando a presenca predominante do

colageno(l), optou-se por utilizar tais amostras na preparacao dos hidrogéis. As

guantidades de polimero utilizados nos sistemas de hidrogéis sao descritos no

topico 4.2.4, tabela 4, pagina 65.

5.3.1 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A atividade biologica de um hidrogel pode variar conforme seus

parametros morfolégicos como, por exemplo, a porosidade do material. De moro

geral, um suporte utilizado para engenharia de tecidos deve apresentar tamanho

de poros entre 100 um e 200 ym, sendo fatores que controlam a morfologia do
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suporte o concentracédo e pH da dispersédo de polimero, taxa de congelamento,
liofilizacdo, entre outros65-167,

A Figura 34 mostra as fotomicrografias para os sistemas de hidrogéis:
PEG/Q (Figura 34a e 34b) e PEG/Q-2C-10I (Figura 34c e 34d), PEG/Q-6C-10I
(Figura 34e e 34f), PEG/Q-2C-15I (Figura 34g e 34h) e PEG/Q-6C-15I (Figura
34i e 34)).

O hidrogel composto por PEG/Q (Figura 34a e 34b) apresenta alguns
poros de tamanhos irregulares, bem como a presenca de estruturas esféricas,
possivelmente particulas de quitosana que foram agregadas e/ou nao-
solubilizadas na preparacdo da solucdo de PEG-Q'68,

As fotomicrografias dos hidrogéis PEG/Q-2C-10I (Figura 34c e 34d) e
PEG/Q-2C-15I (Figura 34g e 34h) mostram a presenca de estruturas fibrosas,
devido a presenca de colageno na composicdo dos hidrogéis. No entanto, os
hidrogéis PEG/Q-6C-10I (Figura 34e e 34f) e PEG/Q-6C-15I1 (Figura 34i e 34j)
ndo apresentam as mesmas estruturas fibrosas mesmo contendo colageno em
suas composicoes.

Este efeito pode ter sido causado pelo processo de secagem, visto que
as amostras PEG/Q-2C-10l e PEG/Q-2C-15I foram submetidas a uma lifiolizacédo
mais lenta, conservando a estrutura fibrosa do colageno e, assim, evitando com
que os poros da superficie colapsassem®®. A presenca de quitosana no hidrogel
também pode influenciar no aparecimento de uma superficie menos porosa,
visto que é um polimero com fortes tendéncias a formar membranas, sendo
possivel observar esta tendéncia em todas as amostras de hidrogel*.

Apesar dos hidrogéis PEG/Q-6C-10l e PEG/Q-6C-15I ndo apresentarem
porosidade em suas superficies, € muito provavel a presenca de poros internos
em suas estruturas. No entanto, vale ressaltar que néo foi avaliada a estrutura

interna dos hidrogéis neste trabalho.
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Figura 34: Fotomicrografia de MEV para os sistemas de hidrogéis (a,b) PEG/Q,
(c,d) PEG/Q-2C-10I, (e,f) PEG/Q-6C-10l, (g,h) PEG/Q-2C-15I e (i,j) PEG/Q-6C-
151.
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5.3.2 Analise Termogravimétrica (TGA)

A Figura 35 mostra os termogramas de TGA para amostras de hidrogéis
preparados com 10 mmol (Figura 35a) e 15 mmol (Figura 35b) do sistema de

iniciadores.

E possivel identificar que a perda de massa acontece em duas etapas
para os hidrogéis preparados apenas com PEG-MA e quitosana, e em trés

etapas para os hidrogéis contendo colageno, mostrados nas Figuras 35a e 35b.

A primeira etapa ocorre na faixa de aproximadamente 70 °C a 170 °C,
mostra a perda de agua. Para os hidrogéis contendo coldgeno em sua
composicdo, é possivel observar pelo termograma que a segunda etapa de
degradacdo se inicia em aproximadamente 220 °C e vai até 360 °C, com
temperatura maxima de degradacao em 324 °C graus. Esta faixa de degradacao

corrobora com a faixa de degradacédo das cadeias da proteina do colageno®®®.

Estudos mostram que a faixa de degradacdo da quitosana encontra-se
entre 179 °C a 862 °C, com temperatura maxima de degradacdo em torno de
550 °C. J4 o PEG-MA possui sua temperatura maxima de degradacdo, em
aproximadamente 410 °C. Ou seja, neste trabalho, foi possivel observar que a
maior perda de massa (entre 490 °C-520 °C) ocorreu na faixa de temperatura
dos principais componentes empregados nos hidrogéist’171,

E possivel observar que a temperatura maxima de degradacéo sofre um
leve deslocamento com a concentragdo de iniciadores, visto que os hidrogéis
preparados com 10 mmol do sistema de iniciadores possuem uma temperatura
maxima de degradacéo em 492 °C, enquanto hidrogéis preparados com 15 mmol
apresentaram temperatura maxima de degradacdo em 515 °C, ndo ocorrendo
mudancas com a adi¢cao do colageno no sistema visto que o mesmo é degradado
na segunda etapa de perda de massa, indicando também que a reticulagéo é

majoritariamente entre o PEG-MA e quitosana.
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5.3.3 Grau de Intumescimento (Gl)

A Figura 36 mostra o grau de intumescimento em funcao do tempo para
os hidrogéis. Os valores de grau de intumescimento em 20 h sdo mostrados na

tabela 9 (apéndice).

Alguns testes foram feitos utilizado o sistema de iniciadores bissulfito de
sodio (BSS) e PSP onde foi observado a precipitacdo de quitosana na solucéao
para a preparacao dos hidrogéis. Portanto, foi utilizado o sistema TEMED e PSP,
mesmo observando-se também a precipitacdo de proteina ao ser adicionado o
sistema de iniciadores em todas as amostras contendo colageno, mas

visualmente menos do que no sistema usando bissulfito de sédio.

Os valores do grau de intumescimento variam de acordo com a
quantidade de iniciador e coldgeno. Os hidrogéis contendo 10 mmol de
iniciadores (Figura 36a) apresentam valores menores de intumescimento para
os hidrogéis PEG/Q-2C e PEG/Q-6C. A diminuicdo do grau de intumescimento
ao elevar a quantidade de coldgeno mostra-se de acordo com o esperado, Vvisto
que ha um aumento na quantidade de polimero na rede do hidrogel em um
mesmo volume, contribuindo para menor absorcdo de agua e,

consequentemente, menores valores no grau de intumescimento!20:12%,

Observa-se, também, que ndo ha uma variacdo expressiva no grau de
intumescimento apds 20 h para os hidrogéis PEG/Q-2C-10l e PEG/Q-6C-10I,
qgue pode ter sido causado pela presenca de precipitados no meio, que podem
ter terminado o processo de reticulagdo antecipadamente. A presenca de
precipitado pode, também, influenciar na propagacédo dos iniciadores no meio,

limitando a reagao de reticulagao!?0:121,

Observa-se, na Figura 36b, uma cinética de absor¢cdo melhor definida,
com uma diminuigdo no grau de intumescimento com o aumento da quantidade
de colageno. O padrdao bem definido de intumescimento pode ser relacionado
com o aumento da concentragdo de iniciadores, pois a maior concentragédo de
radicais proporciona uma melhora na propagacdo da reacdo de reticulacéo.
Além disso, a presenca de precipitados terdo uma menor influéncia na inibicao

da reacéo!?012t,
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Figura 36: Grau de intumescimento em funcdo do tempo das sistemas de
hidrogéis contendo PEG/Q e PEG/Q-C utilizando (a) 10 mmol e (b) 15 mmol do
sistema de iniciadores TEMED e PSP.

z

Pelo perfil de absorcdo de agua € possivel afirmar que, mesmo n&o

apresentando porosidade superficial pelas fotomicrografias de MEV nas
amostras PEG/Q-6C-101 e PEG/Q-6C-15l, os mesmos apresentavam poros

internos a estrutura.
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5.3.4 Infravermelho (FTIR-ATR)

A analise de infravermelho foi realizada em nos sistemas de hidrogéis é
mostrada na Figura 37. A atribuicdo dos sinais dos espectros € mostrada na
tabela 8.

A partir do espectro € possivel identificar sinais caracteristicos da amida
A (3400 cm?) em todos os sistemas, visto que é um sinal comum dos
componentes do hidrogel (PEG/Q-C). No entanto, observa-se um sinal mais
intenso para os hidrogéis contendo 6 mg de colageno, que pode ser associado

a maior quantidade da proteina em sua composicao.

Sé&o observados sinais em 2940 cm™ e 2870 cm?, que correspondem ao
estiramento simétrico e assimétrico de grupos CHz, associados ao PEG e amida

B caracteristica de polissacarideos e colagenos36:172.173,

Sinais de amida I, Il e lll também sdo observados em 1645 cm?, 1550 cm-
L e 1240 cm™. Tais sinais sdo caracteristicos de residuos de grupos N-acetil,
proveniente da quitosana, portanto, sendo comum aos espectros. No entanto,
sdo observados sinais progressivamente mais intensos em hidrogéis contendo
colageno em sua composicdo, mostrando também a presenca das amidas da

proteina 72,

Tabela 8: Atribuicdo dos sinais dos espectros de infravermelho dos sistemas de

hidrogéis.
Regiado Numero de onda Atribuicéo
(cm™)
Amida A 3400 Estiramento N-H acoplado ligag6es de hidrogénio
- 2940 Estiramento simétrico de CH2
Amida B 2870 Estiramento assimétrico da ligagao C-H dos grupos CHz
Amida | 1645 Estiramento C=0 e ligacéo de hidrogénio acoplado ao -
COOH
Amida Il 1550 Torcéo NH acoplado ao estiramento CN
- 1450 Torgéo CH:z
- 1400 Estiramento simétrico da ligagdo C=0 do grupo -COOH
- 1340 Balango CH:z

- 1280 Balanco OH
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5.3.5 Ensaios Bioldgicos

Para melhor avaliar a viabilidade dos hidrogéis para medicina
regenerativa é necessario considerar o comportamento dos mesmos a adesao
celular em sua superficie. Portanto, as células foram cultivadas diretamente
sobre os materiais e quantificadas através da contagem de nucleos apés a
incubag&o com o intercalante DAPI, mostrado na Figura 38. Os sistemas foram
comparados com o controle de células cultivadas em placas de cultura
comerciais tratadas para a adesao celular. Controle e os hidrogéis receberam o

mesmo numero inicial de células e foram avaliados ap6s 6 e 12 h.

Em 6h, o grupo PEG/Q-2C-15] demonstra maior diferencga estatistica em
relacdo ao controle e aos hidrogéis PEG/Q-10l1 e PEG/Q-2C-10Il, mostrando
maior eficiéncia em permitir a adesao celular. Observa-se que o grupo PEG/Q-
6C-15| apresenta diferenca estatistica significativa frente aos demais grupos,

mostrando-se 0 grupo experimental mais apto a adesao celular no dado tempo.

No tempo de 12h, os hidrogéis PEG/Q-10I, PEG/Q-2C-10l e PEG/Q-2C-
151 apresentaram significativamente menos células aderidas frente ao controle,
enquanto o PEG/Q-15I apresentou mais células aderidas. Todos os hidrogéis
foram significativos em relacdo ao PEG/Q-10l e PEG/Q-15I; os hidrogéis PEG/Q-
6C-10l e PEG/Q-6C-151 demonstraram relevancia estatistica com mais células
do que PEG/Q-2C-10I, enquanto PEG/Q-6C-15I também foi mais significante do
que PEG/Q-6C-10l.

Analisando o desempenho ao longo do tempo de andlise, os sistemas
controle e PEG/Q-15] mostram um aumento significativo no nimero de células
aderidas, diferente dos sistemas PEG/Q-10l, PEG/Q-2C-15] e PEG/Q-6C-15I,
onde houve uma diminuicdo no niumero de células aderidas, efeito que pode ter

sido causado por tamanho incompativel dos poros dos hidrogéist’4.
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Figura 38: Adesao celular dos sistemas de hidrogéis em uma linhagem de células
VEROem6hel2h.

A viabilidade das células foi inferida através dos ensaios de MTT (Figura
39), ao passo que para avaliar a homeostase energética, o potencial de
membrana mitocondrial foi mensurado através da técnica do JC-1 (Figura 40).
As células foram expostas ao meio condicionado, de acordo com a ISSO 10993,
e comparadas com células ndao expostas ao meio condicionado pelos hidrogéis,
mas cultivadas nas mesmas condicbes experimentais, para determinar o

potencial de citotoxicidade.
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Relacionando a viabilidade celular, a qual foi medida através da reducao
do MTT a formazan, observou-se que todos os sistemas apresentaram tendéncia
de diminuigdo do metabolismo mitocondrial em relag&o ao controle, ndo havendo
relevancia estatistica e, comparando-se entre 0S grupos experimentais, 0s

materiais ndo demonstraram potencial citotoxico.

Quanto ao potencial da membrana mitocondrial, observa-se que em 6 h
de andlise, os hidrogéis PEG/Q-10l e PEG/Q-151 demonstraram perda na
eficiéncia da cadeia respiratéria, quando comparados ao controle, porém o efeito

ndo se manteve apos 12 h de exposicao.
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Figura 39: Viabilidade celular por MTT dos hidrogéis em linhagem de células

VERO em (a) 6 h, (b) 12 h.
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tempos os tempos de andlise.
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6 CONCLUSOES

Colageno foi extraido da pele de tilapia com éxito. Para isso, o subproduto
foi tratado em solucdes diferentes para determinar qual protocolo melhor
auxiliaria a extracdo da proteina, mostrando que pré-tratamento em solugéo
alcalina diluida prevaleceu para tal. A extracdo foi feita em &cido acético,
resultando em solucbes acidas viscosas contendo a proteina solubilizada, da
qual foi purificada por salting-out. O salting-out foi realizado utilizando cloreto de
sédio ou sulfato de ambénio em duas concentragdes diferentes, prevalecendo a
utilizacdo de concentracfes baixas para isolar o coldgeno(l). A presenca das
proteinas da pele de tilapia foi observada pelo perfil de SDS-PAGE, onde é
mostrado a presenca de fragmentos das cadeias de colageno(l), o maior grau de
pureza da mesma ao ser purificado com NaCl a 0,9 mol L por 24 h, sendo
observado, também, a presenca da estrutura terciaria por FTIR-ATR e DC para
a mesma amostra. Nao foi observado sinais de transicdo nas analises de DSC,

indicando que a proteinas sofreu desnaturacédo durante o procedimento.

O colageno foi, entéo, utilizado na preparacao de hidrogéis contendo PEG e
quitosana. Primeiramente o PEG foi funcionalizado utilizando anidrido
metacrilico, de forma a obter grupos reticulantes nas extremidades do polimero,
que é comprovado pelo espectro de RMN 'H. Desta forma, os hidrogéis foram
preparados pela reticulagdo entre as ligacdes duplas do grupo metacrilato
utilizando PSP e TEMED como iniciador e ativador, respectivamente, em duas
qguantidades diferentes. Além disso, foram estudados hidrogéis contendo apenas
PEG e quitosana em sua composicdo e hidrogéis contendo duas concentracées
diferentes de colageno.

O MEV permite observar a morfologia fibrosa e porosa das amostras de
hidrogel PEG/Q-2C-101 e PEG/Q-2C-15I, proveniente principalmente do
colageno. Porém, também é observado que as amostras dos hidrogéis PEG/Q-
6C-10l e PEG/Q-6C-15I ndo apresentaram a mesma estrutura fibrosa, o que
pode estar relacionado ao colapso dos poros durante a liofilizagcado das amostras
e a tendéncia da quitosana em formar membranas, caracteristica esta observada
em todas as amostras de hidrogéis. Apesar de ndo apresentarem a porosidade
superficial, a cinética de absorcdo de &agua apresentada pelo grau de

intumescimento dos hidrogéis mostram que 0S mesmos possuiam um grau de
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porosidade interna a estrutura, visto que as amostras apresentaram um perfil
intumescimento elevado e satisfatorio, com valores superiores para as amostras
contendo apenas PEG-MA e quitosana e uma diminuicdo do grau de
intumescimendo com a adi¢do do colageno a rede, concordando com a cinética

de intumescimento reportada na literatura.

Os espectros de FTIR-ATR mostram a presenca do colageno nos hidrogéis,
em sinais comuns a quitosana, porém, gradualmente mais intensos com o
aumento da concentracdo de colageno. A presenca do colageno também pode
ser observada pelos termogramas de TGA, apresentando um perfil de perda de
massa em 3 etapas distintas, podendo afirmar que a reticulgdo acontece apenas
entre PEG-MA e a quitosana, visto que € observada a degradacédo do colageno

em 324 °C, logo é formado uma rede semi-interpenetrante.

Foram realizados ensaios bioldgicos de adesao celular e citotoxicidade dos
hidrogéis em uma linhagem de células VERO. Foi possivel observar que os
hidrogéis contendo colageno e preparados com 15 mmol de ativador e iniciador
apresentaram melhor adesividade celular em 6 h de andlise, enquanto que, em
12 h de analise, houve uma queda no numero de células aderidas no mesmo
hidrogel, porém, apresentou nimero constante de células aderidas nos hidrogéis
preparados com 10 mmol de ativador e iniciador. A citotoxicidade foi avaliada
pela reducdo do reagente MTT em formazan, onde é observado tendéncia de
diminuicdo no metabolismo mitocondrial, porém, ndo apresentando relevancia
estatistica entre as amostras. Além disso, o potencial da membrana mitocondrial
avaliado por JC-1 demonstra que had uma perda de eficiéncia da cadeia
respiratéria em 6 h de andlise dos hidrogeis contendo apenas PEG e quitosana,
da qual ndo se mantém em 12 h de andlise, sendo possivel observar, também,
gue os hidrogéis preparados com 15 mmol de ativador e iniciador apresentam
melhores respostas ao JC-1. Portanto pode-se afirmar que os hidrogéis nao

possuem potencial citotoxico.

Por fim, foram obtidos resultados satisfatorios a hipétese inicial do trabalho
em ambiente in vitro. Novos estudos devem ser realizados para avaliar as
propriedades mecanicas dos hidrogéis bem como ensaios biolégicos in vitro
devem ser aprofundados para melhor avaliar a viabilidade do material e assim,

avancar para aplicacdes in vivo.
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Figura 41: Espectro de dicroismo circular de duas solu¢cdes-méae de colageno:
ASC2.2 e ASC5.1
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Tabela 9: Valores de média e desvio padrdo do grau de intumescimento para 0os

hidrogéis com diferentes quantidades de colageno depois de 20 h.

Grupo Q (%)
A0 2084,01 + 77
Al 1347,61 + 80
A2 1292,65 + 180
BO 2041,57 + 24
Bl 1685,74 + 32
B2

1076,90 =120




