UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA E BIOLOGIA
MOLECULAR

Filmes de galactomanana-coldgeno: caracterizacdo fisico-quimica
e uso na deteccdo de lectinas

Sonia Duarte Figueiré

Fortaleza-Ce

2002


UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto


Filmes de galactomanana:colageno: caracterizacio fisico-
quimica e uso na deteccio de lectinas

Sonia Duarte Figueiro

Orientador: Prof. Dr. Renato de Azevedo Moreira
Co-orientador: Dr. Julio Cesar Goes Ferreira

Tese submetida a coordenagdo do
curso de  Pods-graduagdo em
Bioquimica, como requisito parcial
para obten¢do do grau de Doutor em
Ciéncias.

Universidade Federal do Ceara
Fortaleza-CE


UFC
Caixa de texto


CATALOGACAO - BIBLIOTECA CENTRAL

No. de paginas - 109

Titulo - Filmes de galactomanana:coldgeno: caracterizagdo fisico-quimica e uso na
deteccdo de lectinas.

Departamento - Bioquimica e Biologia Molecular

Orientador - Prof. Dr. Renato de Azevedo Moreira

Ano - 2002 ‘

Palavras Chaves - Lectina, galactomanana, coldgeno, biossensor.



UFC
Caixa de texto


Esta Tese foi apresentada como parte dos requisitos necesséarios a obtengao
do grau de Doutor em Ciéncias, outorgado pela Universidade Federal do Ceara e encontra-
se & disposi¢fo dos interessados na Biblioteca Central da referida Universidade.

A transcrigdo de qualquer trecho desta Tese € permitida, desde que seja feita

de conformidade com as normas da ética cientifica.

. g
Sonia Duarte Figueird
Tese APROVADA em 0% / O3 /2002.
Prof. Dr. Renatode Azevédo Moreira Dr. Julio Cés 1 Gées Ferreira
Depto. de Bioquimica e Biologia Molecular Depfo. de Eng. Mecanica e Produc8o
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceara
Orientador (™ Co-ogfentador
Profa. Dra. Leila Maria Beltramini Prof. Dr. An\tQﬁlo Sergio Bezerra Sombra
Instituto de Fisica de S&o Carlos Depto. de Fisica
Universidade de Sdo Paulo | Universidade Federal do Ceara

i

Prof. Dr. Luiz Bezerra de Carvalho Jr.
Depto. de Bioquimica
Universidade Federal de Pernambuco


UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto

UFC
Caixa de texto


“Ndo é o conhecimento, mas o conhecimento do
conhecimento o que nos compromete. Ndo é saber
que a bomba mata, e sim o que queremos fazer com
a bomba que determina se a usaremos ou ndo. Isso
geralmente se ignora ou se finge desconhecer para
evitar a responsabilidade que nos cabe em todos os
nossos atos cotidianos, ja que todos os nossos atos
sem excegdo, contribuem para formar o mundo em
que existimos e que legitimamos precisamente por
meio desse atos, num processo que configura nosso
vir-a-ser. Cegos diante da transcendéncia de
nossos atos, fingimos que o mundo tem um vir-a-ser
independente de nos, justificando assim nossa
irresponsabilidade e confundindo a imagem que
buscamos projetar, o papel que representamos,
com o ser que verdadeiramente construimos em
nosso viver didrio”.

Humberto Maturana
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RESUMO

Este - trabalho objetivou a caracterizacdo fisico-quimica de filmes de
galactomanana:colageno e sua aplicagdo como biossensor piezelétrico para detec¢do
de lectinas. Os filmes foram obtidos a partir de solugdes de galactomanana:coldgeno
em propor¢des variadas de massa ( 1:1, 3:2, 7:3 e 4:1), formatadas em moldes de
acrilico, secos em capela de fluxo laminar e reticulados com solug@o de glutaraldeido
em concentracdes que variaram de 0,001 a 1,5 %. O estudo da interagdo de lectina
galactose especifica com os filmes, foi realizado através de cromatografia de
afinidade, em colunas contendo o filme na forma em espiral, através da qual foi
passada a fase movel. Os estudos de embebicdo de filmes de coldgeno e
galactomanana:coldgeno nas variadas propor¢Oes, mostraram que a capacidade de
embebi¢do da matriz pode ser controlada pela concentragdo de galactomanana e pelo
grau de reticulagdo com glutaraldeido, cuja concentra¢do mais adequada foi de 0,1%.
Entretanto em filmes com alto teor de galactomanana pode ocorrer lixiviacdo do
polissacarideo ndo ocluido pela malha de coldgeno. A determinacdo de atividade
hemaglutinante foi usada para avaliar a interacdo dos filmes com a lectina e o maior
valor de rendimento de intera¢do encontrado, definido como massa de lectina por area
do filme, foi de 76,8 pg /cm * para filme de galactomanana:coldgeno (3:2). A
constante piezelétrica, djs, a complacéncia eldstica, Sss_ € as constantes dielétricas,
foram obtidas para filmes de galactomanana:colageno (3:2) e (7:3) dopados ou ndo
com lectina. A constante piezelétrica para filmes de galactomanana:colageno (3:2) foi
0,08 pC/N. A adsorcdo da lectina no filme aumentou levemente a piezeletricidade para
0,088 pC/N e diminuiu a freqiiéncia de ressonéncia cuja variagdo foi de 5,7 MHz.
Estes resultados sugerem a possibilidade de utilizacdo desses filmes em dispositivos

eletronicos para detecgdo de lectinas em extratos brutos de plantas.



ABSTRACT

This work reports the application of galactomannan:collagen films as
piezoelectric biosensor for detection of lectins. The films, casted in acrylic molds,
from collagen solutions containing galactomannan in various proportions (1:1, 3:2, 7:3
and 4:1), were crosslinked with glutaraldehyde (0.001 to 1.5 %). The study of
interactions of lectins with films was by affinity columns utilizing a film in a spiral in
nylon spacer, where the mobile phase is forced to pass between them. The swelling
studies of collagen films with galactomannan in that variable proportions, showed that
the water swelling can be controlled by the galactomannan concentration and the
glutaraldehyde crosslink treatment, which best concentration was 0,1%. However in
films with high galactomannan concentration can occur lixiviation of the gum not
occluded by the collagen net. Hemagglutination activity were determined to evaluate
the binding of lectins on the films and the yield, calculated per membrane surface was
expressed by mass of lectin pug /area and was 76.8 pg/cm2 for galactomannan:collagen
film (3:2). The piezoelectric strain tensor element d;4, the elastic constant sss, and the
dielectric permittivity €;; were obtained for the galactomannan:collagen (3:2 and 7:3
w/w) films, doped or not with lectin. Resonance measurement of the piezoelectric
strain constant d;4 of galactomannan:collagen film gives 0.080 pC/N. It was observed
that adsorption onto the film slightly increased the piezoelectricity to 0.088 pC/N and
decrease the film resonance frequency of Af= 5,7 MHz. These results open the
possibility of using this films in electronic devices for galactose binding lectin

detection from vegetal extracts.



L INTRODUCAO

A alta afinidade biomolecular é uma caracteristica essencial da vida. InteracGes
moleculares especificas produzem mecanismos fundamentais para a seletividade em
todos os aspectos das fungdes e estruturas biologicas. Enzimas catalisam reacOes
especificas em rotas metabdlicas. Por¢des de carboidratos das glicoproteinas da
superficie celular, servem como roétulos bioldgicos marcando com diferentes
oligossacarideos proteinas que participam de diversos eventos biologicos.
Neurotransmissores servem de pontes para sistemas informacionais bioldgicos,
exercendo seus efeitos através da interacdo com estruturas especializadas da
membrana celular. Anticorpos interagem especificamente com antigenos, no sistema
imunolégico.

O conhecimento das interagdes biomoleculares tem levado a um continuo
crescimento das iécnicas de isolamento, reconhecimento de biomoléculas e
monitoramento dos mecanismos bioldgicos dessas interagdes. Estas técnicas t€m como
principio basico a afinidade biomolecular e seu desenvolvimento tem sido de grande
importdncia nas areas de biotecnologia e biomateriais.

As lectinas sdo glicoproteinas que possuem a habilidade de se ligarem
reversivelmente a agucares especificos e através desse mecanismo, tém sido isoladas
de varias fontes vegetais por cromatografia de afinidade. G€is de galactomanana,
estabilizados com epicloridrina, vem sendo utilizados para isolar lectinas galactose
especificas em alternativa aos suportes convencionais. Neste trabalho descrevemos o
estudo para o desenvolvimento de uma matriz de afinidade de galactomanana e
colageno na forma de filme, que devido as propriedades piezelétricas destes
biopolimeros, podera ser utilizado como transdutor piezelétrico na detecgdo de lectinas

em biossensores.



L1. INTERACOES POR AFINIDADE

As reacgdes de afinidade incluem um conjunto de intera¢cdes ndo covalentes
entre moléculas que se associam seletivamente com uma molécula complementar
especifica, freqlientemente referida como substrato ou ligante. A especificidade do
ligante, por ser extremamente seletiva, torna capaz o isolamento e purificagdo de
substancias comr base em sua atividade biologica ou fungdo (Tabela 1) (WILCHEK e
MIRON, 1999).

Tabela 1 — Exemplos de sistemas bioldgicos utilizados em separagdes por afinidade.

Analito Ligante

Enzimas Substrato anadlogo, inibidores, cofatores

Anticorpos Antigenos, virus, c€lulas

Lectinas Polissacarideos, glicoproteinas, receptores de superficie
celular

Acido nucleico Seqiiéncia de base complementar, proteinas ligantes

Hormonios Receptores

Células Proteinas de superficie celular, lectinas

Uma diversidade de sistemas tem sido usados em separacdes por afinidade. O
mais popular é o sistemas de géis em colunas cromatograficas, como por exemplo, a
Sepharose. Uma série de colunas empacotadas com géis sdo comercialmente
disponiveis para isolamento e purificacdo de pequenas quantidades de compostos
biol6gicos e para purificacdes em grande escala, onde sdo utilizadas colunas
empacotadas com microparticulas monodispersas (HADE, 1999).

Na cromatografia de afinidade (PHILLIPS e DICKENS, 2000) a molécula a ser
purificada, ¢ de forma especifica e reversivel, adsorvida a uma substincia imobilizada
(ligante) ligado a um suporte insoluvel (matriz). O ligante, imobilizado em um veiculo
polimérico que recheia uma coluna, torna possivel a captura de moléculas com

afinidade especifica, simplesmente fazendo-se passar a solugdo que a contém, através



dessa coluna, sob condi¢des favoraveis. A molécula adsorvida dessa forma, pode ser
eluida mudando-se as condigdes do meio, como pH, forca idnica, solvente e
temperatura. Desse modo o complexo formado entre o ligante € a molécula alvo, €
dissociado e esta € eluida em uma forma pura.

O suporte de cromatografia de afinidade deve apresentar caracteristicas
importantes, como ser quimicamente inerte, o que faz com que ndo ocorram interacoes
quimicas com a fase bioldgica ativa. Deve possuir adequada porosidade, € grupos
funcionais capazes de formarem ligagGes covalentes com o ligante. Um dos materiais
mais usados com essas caracteristicas e disponivel comercialmente, € agarose. O
ligante possuindo grupamentos amino ndo essenciais a ligacdo com a proteina, pode
ser covalentemente ligado a agarose em duas etapas de reagdo: a reagdo inicial de
ativagdo da matriz com brometo de cianogénio (CNBr) e a etapa seguinte quando o
ligante € imobilizado na agarose ativada através de reagdo com uma amina (VOET
1990).

A estrutura fisica do polimero pode por impedimento estérico, dificultar
interacdes efetivas entre o ligante e a proteina a ser isolada. Esses problemas podem
ser reduzidos significativamente pelo uso de bracos espacadores inertes, os quais
fornecem um distanciamento do ligante em relacdo ao suporte, com isso facilitando o
acesso de macromoléculas a matriz.

Aspectos importantes relacionados a escolha do ligante envolvem sua afinidade
de ligacdo especifica com a substdncia de interesse a ser isolada, e a capacidade de
liberar essa substdncia em sua forma ativa, apés lavagem da coluna para remocdo do
material ndo ligado. A sele¢do do ligante nas separactes de afinidade € influenciada
assim por dois fatores. Primeiro, o ligante deve exibir afinidade de ligacdo especifica e
reversivel com a substincia a ser purificada; segundo, deve possuir grupos funcionais
quimicamente modificdveis, que permitam sua ligacdo com a matriz sem destruir sua
atividade (WILCHEK e MIRON, 1999).

Além de géis com ligantes imobilizados, novos sistemas de afinidade tem sido
desenvolvidos, utilizando membranas e cuja tecnologia oferece intimeros modelos e
sistemas de aplicagdes. As membranas como suportes, tornaram-se populares

principalmente pelo facil manuseio e disponibilidade comercial. Sdo construidas a



partir de uma variedade de materiais, desde a nitrocelulose a compésitos de silica-
plastico e vidro (ROPER e LIGHTFOOT, 1995).

Um dos principais atrativos desses materiais € o vasto sistema de poros que
atravessa a matriz. Esses poros permitem um fluxo rédpido e uma 4area ampla para
imobilizagdo do ligante. Nesta configuracdo, as membranas superam dois dos maiores
problemas associados aos suportes convencionais, que sdo 0s efeitos de difusdo e
limitagdes de transferéncia de massa. Apresentando uma maior capacidade de difusdo,
permitem um menor tempo de processamento, sendo capazes de processar solugdes
ndo clarificadas, o que torna interessante a utilizacdo desses sistemas, no isolamento
seletivo de analitos contidos em grandes volumes por exemplo, de extratos brutos de
plantas.

Tem sido usados sistemas de afinidade envolvendo membranas em diversas
configuracGes (Figura 1). Nesses sistemas s@o empregadas uma ou mais membranas
microporosas montadas em série, em forma de fibra oca, espirais, discos,
considerando as mais variadas aplica¢des, em processos de clarificacdo, concentracdo,
fracionamento e purificacdo de biomoléculas (ROPER e LIGHTFOOT 1995).

A cromatografia em membrana de afinidade reflete um avanco tecnolégico em
relacdo aos sistemas usuais de cromatografia liquida, tendo em vista permitir um fluxo
rapido enquanto grandes volumes sdo rapidamente processados. A liberdade de acesso
do analito aos poros da membrana, freqiientemente isenta a adi¢do de um brago
espacador, simplificando a construcdo da matriz (PHILLIPS e DICKENS, 2000).

O processo de separagdo por cromatografia em membrana encontra freqiientes
aplicacdes na recuperagdo de produtos bioldgicos de meios de cultura de células.
LANGLOTZ e KRONER, (1992) compararam técnicas de cromatografia em
membrana usando proteina A e o anticorpo especifico para isolamento de anticorpos
monoclonais de cultura de tecidos. Membranas de afinidade de celulose porosa,
modificada com acido tanico, tem sido empregadas para adsor¢do de proteinas do soro
tais como albumina sérica bovina e y-globulina, através de sistema de filtra¢do

(KUBOTA et al.,1999).
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Figura 1 — Configuracdes de sistemas de membrana por afinidade.

Polimeros sintéticos, tais como nylon, polietileno, copolimeros de estireno-
divinilbenzeno, estireno-divinilmetacrilato, tem sido empregados na obtengdo de
membranas como suporte. Um exemplo de aplicacdo refere-se a utilizacdo de glicidil-
metacrilato com fenilalanina ligada, para imobilizacdo de y—globulina (KIM et al,
1991).

Polimeros naturais, como heparina e coldgeno, t€m sido utilizados em
aplicacdes de sistemas de afinidade na recuperacdo de biomoléculas (JOSIC et 4l

1992).



1.2. COLAGENO

O colageno (BORNSTEIN, et al., 1979), uma proteina fibrosa, é o principal
constituinte do tecido conjuntivo dos mamiferos, tendo a funcdo de manter a
integridade estrutural do tecido e conferir resisténcia mecéanica. Estd amplamente
distribuido, formando os tenddes, pele e ossos. Entre as proteinas o coldgeno € singular
devido a sua composi¢do em aminoacidos, pois € a tinica proteina de mamiferos
contendo grandes quantidades de hidroxiprolina e sua alta concentra¢do em glicina e
prolina.

A unidade molecular bésica do coldgeno, chamada de tropocolédgeno, consiste
de trés cadeias polipeptidicas, denominadas o, entrelacadas, em sua maior parte, na
conformacdo de uma longa hélice tripla, de 300nm de comprimento e 1,5 nm de
diametro (Figura 2). Cada cadeia, com massa molar em torno de 100.000 g/mol, possui
uma regido central de hélice tripla com cerca de 1000 residuos de aminodcidos e

regidoes N e C terminais ndo helicoidais, chamadas telopeptideos.

Figura 2 - Arranjo da hélice tripla do Colageno (VOET 1990).

Ja foram identificadas 33 cadeias polipeptidicas de coldgeno geneticamente
distintas que formam arranjos especificos homo-triméricos e heterotriméricos levando
a 19 tipos de estruturas colagénicas (CHAN ef al, 1997). A Tabela 2 mostra a
composicdo e distribui¢do de alguns tipos de coldgeno que variam com o comprimento
da hélice e a natureza e tamanho das por¢des nao helicoidais. O coldgeno tipo I, o mais

abundante, consiste em duas cadeias chamadas de al(I), e outra chamada de a2(]).



Cada cadeia ot1(I) possui 1056 residuos dos quais, 1014 formam uma regido continua
de hélice tripla. As regides dos telopeptideos consistem de 16 residuos N-terminais e
26 residuos C-terminais. A cadeia a2(I) também possui 1014 residuos na regido de
hélice tripla, mas os telopeptideos contém 9 residuos N-terminais e 15 C-terminais,

fazendo, portanto, 1038 residuos no total (PIEZ, 1989).

Tabela 2 - Composicdo e distribuicdo dos principais tipos de coldgeno (KUCHARZ

1988)
Tipo  Composi¢do da cadeia Distribuicdo
I (a1(I)), o2(I)3 Pele, tenddo, ossos, cornea e dentina
o (aldD), Cartilagem, humor vitreo e notocorda

Vasos sangiiineos, trato gastrointestinal,
parede uterina e gengiva (normalmente
coexiste com o tipo I)

IV (al(dV)),02(IV) Membrana basal.

I (ol(ID),

V  al(V)a2(V)(B(V) ou (al(V)),02(V) Ossos e membrana placental

ou (al(V));
VI  al(VD)o2(VI) a3(VI) Musculos do coragdo
VII (ou(VID))3 Placenta, pele e cornea

VIII ol(VII)a2(VIID) desconhece-se a Produzido pela células endoteliais
organizac¢do da cadeia

IX al(IX) a2(IX) a3(IX) Cartilagem
X  (al(X)); Cartilagem hipertréfica

XI lo2a3al ou al(XI) a2(XI) a3(XI) Humor vitreo e disco intervertebral

Ligamento periodontal bovino e tenddo de

XII (al(XID))s embrides de frango

O teor de aminoacidos das cadeias o de colageno de pele bovina (Tipo I) esta
apresentado na Tabela 3. Esta composi¢do em aminodcidos do colageno € unica em
relacdo as outras proteinas, com teores em glicina, prolina e hidroxiprolina

correspondendo a 33. 12 e 11% respectivamente. Possui também 0,7% de



hidroxilisina. Os aminoécidos polares constituem quase 40% da molécula, dos quais
11% sdo basicos e 9% 4acidos; os outros 17% correspondem a aminodcidos

hidroxilados (RAMACHANDRAN, 1967).

Tabela 3 - Composicdo de aminoécidos das cadeias o de colageno Tipo I (FRIESS

1998).

Aminoécido al()? o2(I)
Alanina 124 111
Arginina 53 56
Asparagina 13 23
Acido aspartico 33 24
Acido glutamico 52 46
Glutamina 27 24
Glicina 345 346
Histidina 3 8
Hidroxilisina 4 9
Hidroxiprolina 114 99
Isoleucina 9 18
Leucina 22 33
Lisina 34 21
Metionina 2 4
Fenilalanina 13 15
Prolina 127 108
Serina 37 35
Treonina 17 20
Tirosina 5 4
Valina 7 34

* Numero de residuos por cadeia a.

A estrutura em hélice tripla € possivel gragas a sua seqii€éncia primaria peculiar,
na qual o triplete (Gly-X-Y) se repete ao longo das cadeias polipeptidicas, onde X e Y
podem ser prolina ou hidroxiprolina respectivamente, e o restante, cerca de dois tergos,
estdo ocupados por outros aminoacidos que sdo essenciais para a organizagdo do

colageno em fibras (Figura 3 -a).



gly pro y gly x hyp

D == 1.5nm

300nm
Figura 3 - Estrutura quimica do coldgeno tipo I. (a) Sequéncia priméria de
aminoacidos, (b) estrutura secundédria em hélice e tercidria em hélice
tripla (c) estrutura quaternaria.

A auséncia de cadeia lateral nos residuos de glicina favorece o enovelamento
das cadeias, com estes residuos se localizando no interior da hélice, onde ndo ha
espaco para cadeias laterais. A distdncia entre cada residuo de glicina € 8,7 A (NIMNI,
1988). A separacdo entre residuos individuais nas cadeias ndo permite a formacdo de
ligacdes hidrogénio intra-cadeias, como € o caso das he€lices o nas proteinas
globulares, mas apenas ligacdes de hidrogénio inter-cadeias. As cadeias o do
tropocolageno formam ligacdes de hidrogénio entre si, através dos grupamentos -NH
dos residuos de glicina e grupos carbonilicos de um residuo de cadeia vizinha. Os
grupos hidroxilicos de residuos de hidroxiprolina e moléculas de dgua também
participam destas ligagdes, o que contribui para a estabilidade da hélice tripla
(BURJANADZE, 1982).

As cadeias laterais dos residuos estdo direcionadas para fora da hélice, onde
elas podem interagir com cadeias laterais de outras moléculas de tropocoldgeno,
formando um determinado empacotamento macromolecular. Neste arranjo
macromolecular, cada cinco moléculas de tropocoldgeno se organizam lado a lado,

deslocadas em Y de seu comprimento em relagdo a molécula adjacente, por forcas
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resultantes, principalmente, de interagdes eletrostaticas e hidrofébicas, no modelo
conhecido como quarto alternado pentafibrilar (SMITH, 1968), para formar as
microfibrilas, que se agregam formando as fibras que compdem a matriz colagénica
dos tecidos. Micrografias eletronicas de fibrilas de coldgeno coradas indicam que as
moléculas de tropocolageno estdo separadas por falhas de 40 nm e que as fileiras
adjacentes sdo deslocadas de 67 nm. Como o comprimento do tropocoldgeno € 300 nm
(Figura 3c), a periodicidade de 67 nm, chamado periodo D, corresponderd a 234
residuos (VEIS, 1982).

Durante a maturacdo das fibras se estabelece no colageno o processo de
reticulacdo natural entre residuos das cadeias laterais de lisinas e hidroxilisinas,
presentes nos telopeptideos. Estes sdo convertidos enzimaticamente em derivados
aldeidicos, resultando em reticulagdes por reagdo com grupos amino, com formagéo de
(RHC=NR’) envolvendo diferentes cadeias da estrutura microfibrilar, o que confere
estabilidade mecéanica e bioldgica ao tecido. O progressivo decréscimo da solubilidade
de tecidos colagenosos coincide com um gradual aumento da reticulacdo

intermolecular (ROBINS e DUNCAN, 1983).

Figura 4 — Esquema da reticulag@o natural ao longo das fibras de colageno.

A biossintese do coldgeno (RAMSHAW, et al., 1995), desde a transcri¢do dos

genes a secre¢do e agregacdo de mondmeros de coldgeno em fibrilas funcionais no
tecido, € particularmente complexa. O colageno fibrilar € sintetizado a partir de um
precursor, o procolageno, contendo dominios globulares que se estendem das
extremidades N e C terminais, os propeptideos.

O processo da biossintese ocorre em duas etapas: uma intracelular com a
formacdo do procoldgeno e outra etapa extracelular onde ocorre a conversido
proteolitica do procolageno ao coldgeno, cujas moléculas se arranjam em fibrilas e sdo

posteriormente reticuladas.
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Na fase inicial, as cadeias pro-o. do procoldgeno sdo sintetizadas nos
ribossomos livres, com uma seqiiéncia particular de aminoécidos através da tradugdo
de informagdes codificadas pelo RNA mensageiro.

Peptideos sinalizadores interagem com particulas reconhecedoras de sinais
(PCR) produzindo complexos PCR-polipeptideos capazes de se associarem com o0
reticulo endoplasmatico. Uma vez no reticulo endoplasmatico, peptidases sinalizadoras
liberam cadeias de procoldgeno, e residuos especificos de lisinas e prolinas sdo
hidroxilados, e algumas residuos de lisinas modificadas por glicosilag@o.

Trés hidroxilases estdo envolvidas na reacdo de hidroxilacdo. A  lisil
hidroxilase, prolil 4-hidroxilase e prolil 3-hidroxilase catalizam a conversdo de peptidil
lisina a hidroxilisina e peptidil prolina a 4-hidroxiprolina € 3-hidroxiprolina. A
presencga de 3-hidroxiprolina ndo € muito frequente e ocorre somente na posicdo X do
triplete (X-Y-Gly) que se repete ao longo da estrutura priméaria do coldgeno, e somente
quando hidroxiprolina ocorre na posicdo Y. As funcdes da 3-hidroxiprolina na
estrutura do coldgeno ndo sdo ainda bem conhecidas mas a presenca de 4-
hidroxiprolina € necessdria para estabilizacdo da hélice tripla. A presenga de
hdroxiprolina, hidroxilisina e hidroxilisina glicosilada € quase exclusiva de estruturas
colagénicas, com excecdo de algumas proteinas que possuem dominios de hélice tripla
em sua estrutura secunddria. O grau de hidroxilagdo da prolina afeta a estabilidade da
hélice tripla. Se a extensdo da hidroxilagdo ndo for suficiente, a temperatura de
desnaturagdo do coldgeno (Td), serd mais baixa e o coldgeno ndo terd estabilidade a
temperatura fisioldgica (NIMNI, 1988, ROBERT et a/, 2001).

A glicosilagdo ocorre por agdo de enzimas especificas, as glicosil transferases.
Os acucares sdo ligados a molécula de coldgeno por agdo seqiiencial da galactosil e
glicosil transferase as quais sd@o enzimas de glicosilacdo especificas para residuos de
hidroxilisina no coldgeno, antes da formac&o da hélice tripla.

Colageno de vertebrados contém monossacarideos como galactose e
dissacarideos, galactose-glucose, ligados covalentemente a residuos de hidroxilisina no
dominio de hélice tripla. A extensdo da glicosilagdo varia entre os tipos de coldgeno ou
no mesmo tipo de coldgeno em diferentes tecidos e em doencas causadas por

muta¢des em genes de colageno. As funcgdes do carboidratos na estrutura colagénica ¢
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desconhecida, e alguns autores tem sugerido participagdo na regulacdo do diametro
das fibrilas de colageno (BORNSTEIN, 1979) .

Quando estas transformagdes enzimaticas ocorrem as trés cadeias do
procolageno se associam a partir do C-terminal, e € iniciada a formacdo da hélice
tripla, e formando dominios globulares especificos N e C terminais dos propeptideos.
A etapa de enovelamento cessa a reacdo de hidroxila¢do de residuos de lisina, prolina
e glicosilagdo de hidroxilisina por agdo de enzimas especificas.

As moléculas de procolageno modificadas, sdo transportadas através do
complexo de Golgi e empacotadas em vacuolos secretores para a membrana celular,
onde sdo liberadas por exocitose para o espago extracelular. Tem sido observado
nesses vacuolos, a presengca de moléculas de procolageno na forma de agregados, o
que sugere ndo ocorrer a liberagdo de procoldgeno monomérico. Numa etapa seguinte,
os dominios dos propeptideos da molécula de procolageno, sdo clivados por proteases
especificas, as procoldgeno peptidases que aparentemente sdo produzidas pelas
mesmas células que sintetizam o coldgeno. As moléculas de tropocolageno originadas
se agregam para formarem as fibrilas de coldgeno (RAMSHAW, et al, 1995 e
ROBERT, L, et al, 2001).

A estrutura condensada de tripla hélice € resistente a agdo das proteases, tais
como pepsina, tripsina, quimotripsina etc., com exce¢do da colagenase e tratamento
prolongado com pronase. A resisténcia da hélice tripla a degradacgéo proteolitica tem
sido extensivamente usada para examinar a sua estabilidade térmica (Td) (NIMNI,
1988).

Comumente o colageno € obtido por processo de extracdo, tendo como matéria-
prima tecido conjuntivo de animais jovens. Variando-se o pH e a concentracdo de sais
do meio de extragdo ¢ possivel solubilizar o coldgeno de matrizes ainda ndo
reticuladas. As moléculas de colageno formam solugdes muito viscosas, estdveis em
meio acido, a baixa forca idnica e a temperatura ambiente (MILLER ef al., 1982).

Com o aquecimento dessas solugdes ocorrem grandes alteragdes nas
propriedades fisicas do colageno devido a destrui¢do da estrutura tridimensional da

hélice tripla. Assim, 0 movimento térmico supera as forcas que estabilizam a hélice,

conduzindo a uma estrutura desordenada que corresponde a disposi¢cdo das cadeias o
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a0 acaso. A transicdo estrutural ocorre a uma determinada temperatura de

desnaturagdo, T4, que pode ser alterada em func¢do do solvente, pH ou pela presenca

de sais.

Quando € adicionado sal ao coldgeno solivel em meio 4cido, ou quando se
eleva o pH para faixas proximas ao ponto isoelétrico, pl, do tropocolageno, a proteina
precipita na forma de fibras, cuja morfologia € similar a das fibras formadas in vivo. O
processo de formagdo de estruturas filamentosas pelo arranjo ordenado das moléculas
de colageno ¢ chamado fibrilogénese (PIEZ et al., 1982). A capacidade do colageno de
se reconstituir a partir de solugdes acidas diluidas e sua alta biocompatibilidade, levou
a uma gama de aplicagdes principalmente de interesse biomédico: na engenharia de
tecidos no reparo ou substitui¢do de tecidos ou 6rgdos, varios produtos hemostéticos
para fins cirurgicos, revestimento de produtos biomédicos para aumentar a
biocompatibilidade e a funcionalidade bioldgica do implante artificial (LEE et al,
2001, GOISSIS, et al, 1958, SUNG, et al, 2000).

Tém sido desenvolvidos géis de coldgeno pelo uso de colageno anidnico, um
polimero com resultante de carga negativa em pH neutro, que pode ser preparado por
hidrélise seletiva de residuos de asparagina e glutamina presentes na proteina. A
expectativa € a obtencdo de géis de coldgeno injetdveis mais estaveis que nao
necessitam do tratamento com glutaraldeido (GOISSIS et a/.,1997).

Tem sido investigado o efeito da presenca de alguns polissacarideos com
coldgeno. Tem sido estudadas as propriedades fisico-quimicas de géis de coldgeno
com polimeros microbianos como ramsana (GOISSIS et al, 1997),
glicosaminoglicanas, e polissacarideos sulfatados (KONG ef al,1997), e de crusticeos
como quitosana (TARAVEL e DOMARD, 1996).
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I 3. GALACTOMANANAS

Os polissacarideos (CHAPLIN & KENNEDY, 1986) sdo polimeros de alto
péso molecular e constituem um dos maiores grupos de compostos naturais. Possuem
fungdes estruturais e sdo as principais fontes de energia dos organismos vivos. Podem
ser modificados quimicamente, sdo estaveis, atoxicos, hidrofilicos e capazes de
formarem géis biodegraddveis o que sugere, entre outras aplicacdes, seu uso em
sistemas de liberag@o de drogas.

Sua estrutura quimica corresponde a polimeros de monossacarideos ligados
entre si, em cadeias lineares ou ramificadas, por ligacdes glicosidicas formadas
através de reagdo de condensacdo de um grupo hidroxilico de um monossacarideo,
com o hemiacetal intramolecular de outro monossacarideo, com elimina¢do de uma
molécula de dgua.

A classificacdo dos polissacarideos, tem ‘como base seus principais
componentes monossacaridicos, a seqiiéncia e ligacdes entre eles, bem como a
configuragdo o ou P das ligacdes glicosidicas, a estrutura do anel, furanose ou
piranose, a configuracio D ou L dos residuos de monossacarideos e outros
substituintes presentes.

Suas propriedades fisico-quimicas, sdo influenciadas por certas caracteristicas
estruturais tipo conformacdo da cadeia e associacbes intermoleculares. Os
polissacarideos ordenados de forma regular, em geral sdo capazes de assumirem um
numero limitado de conformagdes devido as restri¢des estéricas, no grau de liberdade
de rotacdo dos acticares em torno das ligacdes glicosidicas entre as unidades.

As plantas possuem uma parede celular rigida que lhes da forma e capacidade
de resistir as diferencas de pressdo osmotica entre 0s espacos inter e extracelulares.
Nas plantas superiores a parede celular também tem um papel de sustentag@o, onde a
celulose € o componente estrutural primério. Existem por outro lado os polissacarideos
de reserva que a planta sintetiza, como o amido, depositado no citoplasma das células
vegetais, como graos insoluveis compostos de amilose e amilopectina. As plantas

superiores, da classe das angiospermas, se caracterizam pela presenga de sementes. e
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em seu cotilédone e endosperma. Em muitos casos eles constituem 40% ou mais do
peso seco da semente (ASPINELL, 1982).

A estrutura molecular dos polissacarideos tanto pode ser linear, formada de
uma simples cadeia de unidades monossacaridicas, unidas por ligagdes glicosidicas,
como o alginato, ou estruturas lineares com ramificagdes como a Xantana € a
galactomanana.

As galactomananas s@o polissacarideos de reserva presentes em endospermas de
sementes principalmente de Leguminosas. A sua funcdo na planta também estd
relacionada com a retencdo e regulacdo de dgua durante a germinacdo além de defesa
contra predadores (SCHERBUKHIN et al, 1998).

Sdo constituidas em geral, de cadeias lineares de D-manose unidas por ligacdes
glicosidicas B-(1-4), com substituicdes de galactose ligadas a unidades de D-manose
da cadeia linear através de ligacdes glicosidicas a-(1-6) (DEA e MORRISON, 1975 )
(Figura 5).
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Figura 5 — Estrutura quimica das galactomananas

Embora pouco freqiientes, t€ém sido encontradas algumas excegdes para essa
estrutura classica. Sementes de Parkinsonia aculeata indicam a ocorréncia de ligagdes
do tipo B-(1-4), B-(1-3), e B-(1-6) ao longo da cadeia principal (GURHA & SINGH
1988). Em galactomananas de certas espécies do género Cassia ou Crolataria. sdo

encontradas ligacdes do tipo B-(1-4) ao longo da cadeia principal contendo



16

ramificacdes, com ligagdes do tipo o (1-2) ou a (1-6), de residuos de galactose
(UNRAU et al, 1970).

A presenca de outros acucares, embora em pequenas proporcdes, tais como,
xilose e arabinose, tem sido relatada em galactomananas isoladas de sementes de
Gleditsia triacanthos. Anélises do produto apds reagdo de metilagdo, sugere a
presenca desses acucares na extremidade de algumas cadeias laterais (MANZI, et al,
1984).

O teor e a distribui¢do das unidades de D-galactose depende da espécie de
leguminosa que origina a galactomanana, e das técnicas de extragio utilizadas em sua
obtengdo. Tém sido encontradas galactomananas com diferentes relagdes
manose:galactose (M/G), variando de 1:1 a 5,7:1 com teor de galactose de 15 a 50%.
Essa relacdo indica que o nimero de cadeias laterais é determinado pelo nimero de
residuos de galactose (SCHERBUKHIN, et al, 1999).

A crescente quantidade de galactomananas analisadas, tem mostrado certa
dependéncia taxondmica entre as diferentes espécies com relagdo a propor¢cdo M/G.
Entretanto galactomananas de sementes de diferentes fontes podem apresentar o
mesmo teor de galactose, e diferente distribuicdo ao longo da cadeia de manose. Por
exemplo, sementes de Schizolobium parahybae € S. amazonicum apresentam idéntica
relacdo M/G, de 3:1 e mesma distribuicdo de galactose ao longo da cadeia de manose.
No entanto, galactomananas de sementes de Cassia fastuosa mostraram mesma
relacio M/G, mas uma estrutura fina significativamente diferente das espécies
Schizolobium (PETKOWICZ, et al 1998).

A distribui¢do de unidades de D-galactose ao longo da cadeia principal, para as
diferentes espécies, apesar das diferencas, tem seguido um certo padréo o que sugere a
ocorréncia de trés estruturas como possiveis modelos para essa distribui¢do (Figura 6)

(DEA e MORISSON 1975).
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Figura 6 - Diferentes distribui¢cdes de D-galactose (G) na cadeia principal de
manose (M).

As propriedades fisico-quimicas e conformacionais das galactomananas estio
estritamente relacionadas com a relagdo M/G e a distribuicdo de galactose ao longo da
cadeia principal.A solubilidade em &4gua é afetada pelo grau de substitui¢do de
galactose na cadeia principal. A galactomanana de goma alfarroba (Ceratonia siliquu)
com razdo M/G de 3.5 apresenta baixa solubilidade a temperatura ambiente quando
comparada com a goma de Guar (Cyamopsis tetragonalbus L), cuja relacdo M/G é
cerca de 1,8 (DEA e MORRISON 1975).

O teor de galactose no polissacarideo, produz ainda um efeito pronunciado em
suas propriedades reoldgicas. As galactomananas em 4dgua formam solucdes altamente
viscosas, € as propriedades do polimero em solugfo, sdo controladas pelas
caracteristicas moleculares tais como peso molecular e estrutura quimica (ANDRADE,
et al, 1999).

Embora a estrutura quimica das galactomananas, de sementes de muitas
espécies tenham sido estudadas, poucas fontes desse polissacarideo sdo utilizadas
comercialmente. Goma de guar e de alfarroba tém sido cultivadas com esse propdsito
(DEA e MORISSON, 1975).

Estudos da estrutura fina de galactomananas de diferentes fontes, tem sido
conduzidos com os oligossacarideos obtidos apds hidrdlise &4cida ou hidrolise
enzimatica parcial do polimero. Uma combinagdo de técnicas tem sido usada na

identificacdo desses oligossacarideos, utilizando procedimentos enzimaticos e métodos
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quimicos tais como espectroscopia de ressondncia magnética nuclear de protons e
carbono, espectrometria de massa, cromatografia liquida, entre outras (GANTER,
1999).

A presenca de grupos funcionais livres nas galactomananas, como as hidroxilas,
usualmente trés em cada unidade de monossacarideo na cadeia, possibilita sua
modificagdo quimica que inclui alteracdo do grau de polimerizagdo, eterificacio,
esteriﬁcagﬁo, oxidagdo e reticulagdo. Como agentes de reticulagdo tém sido usados
epicloridrina, glutaraldeido, borax, entre outros (APPUKUNTTAN 1977,
RUBINSTEIN e KABIR, 1995, KABIR 1999).

A modifica¢do quimica introduz mudancas nas propriedades fisicas e fisico-
quimicas do polimero melhorando sua aplicabilidade especialmente na industria de
alimentos e cosmética. O controle das propriedades reoldgicas do polissacarideo em
meio aquoso confere produtos com propriedades desejaveis tais como estabilidade,
textura e liberagdo controlada de atividade de produtos farmacéuticos. Estudos
empregando goma de guar, reticulada com glutaraldeido, relacionam os efeitos desse
tratamento na reducdo da embebicdo com a oclusdo da droga pela goma, evitando
assim sua liberagdo logo apds administra¢do oral (KABIR, 1998 ).

A reticulag@o de goma de guar com tri-metafosfato de sédio, sugere um produto
com capacidade de embebicdo controlada, para uso em liberacdo de drogas com agdo
especifica na regido do colon (KABIR, ef a/ 2000). Efeito semelhante foi observado
com o polissacarideo modificado quimicamente pelo borax (RUBINSTEIN ¢ KABIR,
1995).

As galactomananas sdo amplamente utilizadas como agentes espessantes,
estabilizantes, gelificantes, encapsuladores, em uma variedade de aplicagdes
industriais. O estudo de sua estabilidade em meio acido € de consideravel importancia
no processamento de alimentos, industria de 6leo e produtos dietéticos ricos em fibra.
A goma de guar tem sido a fonte de galactomanana mais estudada com essa finalidade
( WANG, et al, 2000). As galactomananas por ndo serem digeriveis, podem ainda ser

usadas para aumentar o teor de fibras em alimentos (KABIR et al., 1999).
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polissacarideos tipo xantana, pode produzir gel. O nivel de distribuicio de
galactomanana desempenha importante fun¢do na formagdo do gel. Um crescente
interesse comercial de aplicagio da galactomanana estd relacionado a sua capacidade
de associagiio com outros polissacarideos como a xantana, conferindo um produto com
propriedades gelificantes, fato ndo observado para os polissacarideos isoladamente.
Xantana e galactomanana tém sido uma mistura amplamente utilizada na industria
devido ao efeito sinérgicdque promovem (BRESOLIN et al.,1999).

De um modo geral, tém surgido novas oportunidades de aplicagdo dos
polissacarideos, ampliadas pela possibilidade de sua modificacdo quimica ou
enzimatica. Uma alternativa interessante na preparag@o de polimeros modificados com
atividade biologica € oferecida pela reagé@o de sulfatacdo, onde alguns desses produtos
semi-sintéticos simulam as propriedades anticoagulantes da heparina (SOUZA et al.,
1998, HUSSEIN, 1998). Novos polieletrdlitos tém sido produzidos a partir de
galactomanana extraidas de sementes de Leucaema leucocephala, modificada com
derivados de piperidina, cujo produto apresenta maior solubilidade em solvente aquoso
em compara¢do a galactomanana nativa, ampliando assim sua aplicagdo industrial
(SIERAKOWSKI et al, 2000).

O gel de galactomanana, a ser empregado como matriz para cromatografia de
afinidade, pode ser obtido através de reticulagdo da goma com epicloridrina em meio
alcalino (APPUKUNTAN, 1977). A reacdo liga covalentemente cadeias diferentes do
polissacarideo através da interagdo da epicloridrina com grupos hidroxilas dessa
cadeias, produzindo ligacdes do tipo glicerol 1-3 éter (Figura 7). A reagdo confere um

gel com maior insolubilidade, resisténcia mecanica e estabilidade.
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Figura 7 — Reagdo de dextrana com epicloridrina na formacao do gel sephadex

A galactomanana de Adenanthera pavonina (Carolina) foi empregada como
matriz de afinidade para isolamento de lectinas galactose-especificas de sementes de
Artocarpus incisa, Artocarpus integrifolia, Vaitarea macrocarpa, Abrus precatorius,
Abrus pulchellus. Sua estrutura elucidada, € tipica das galactomananas de
leguminosas, uma cadeia linear de D-manose com liga¢des glicosidicas do tipo B-(1-
4), e ramificacdes de galactose ligadas a unidades de D-manose da cadeia principal por
ligacdes glicosidicas o-(1-6). A propor¢do M/G para Adenanthera pavonina ¢ de
1,8:1 (TAVARES, 1998, MOREIRA 1998). Outras galactomananas endospérmicas
mostram comportamento semelhante (ROSA, 2000, MATOS, 2000, BRAGA, 2001).



21
L.4. LECTINAS

As lectinas sdo proteinas ligantes de carboidratos, envolvidas em uma variedade
de processos de reconhecimento celular. Exibem diversidade estrutural, habilidade de
aglutinar células, e tém sido obtidas em alto grau de pureza por cromatografia de
afinidade. Possuem aplicagdes nos diversos campos desde areas de interesse clinico,
na tipagem de células sangiiineas, como marcadores taxondmicos de microorganismos
especificos, em sistemas de diagnostico, a elucidag@o de estruturas de carboidratos e
proteinas KENNEDY et al, (1995).

PEUMANS & VAN DAMME (1995), descrevem as lectinas como proteinas de
origem nfo imune possuindo pelo menos um dominio ndo catalitico de ligagdo a
carboidrato e capazes de se ligarem a mono ou oligossacarideos especificos. Com base
em sua estrutura, essa classe de proteinas foi dividida em trés tipos: merolectinas,
hololectinas e quimerolectinas.

e Merolectinas sdo lectinas constituidas de um tUnico dominio de ligacdo a
carboidrato. Sendo de natureza monovalente sdo incapazes de aglutinar células ou
precipitar glicoconjugados.

e As hololectinas compreendem todas as lectinas que apresentam dois ou mais sitios
de ligacdo a carboidrato, o que as tornam capazes de aglutinar células.

e As quimerolectinas, sdo lectinas que além de possuirem um ou mais sitios de
ligacdo a carboidrato, possuem um outro dominio com atividade catalitica ou outra
atividade bioldgica bem definida.

As lectinas foram descobertas através de sua habilidade de aglutinar cé€lulas
vermelhas do sangue. Muitas delas sendo multivalentes, sdo capazes de interligar os
acgucares presentes na superficie dessas células. Um grande numero de lectinas foram
isoladas e caracterizadas com relacdo a sua especificidade de ligagdo a carboidrato,
estrutura molecular e propriedades bioquimicas.

As lectinas encontram-se distribuidas em uma grande variedade de organismos
vivos nas diversas espécies vegetais, animais vertebrados e invertebrados, virus,
bactérias. protozodrios e fungos (SHARON & LIS, 1989). A enorme ocorréncia dessas

proteinas nas mais variadas espécies, tecidos ou células, mostra a importancia dessas
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moléculas na natureza. As mais estudadas tem sido as lectinas de plantas superiores,
principalmente as espécies pertencentes a divisio Angiospermae (Classes
Monocotyledoneae e Dicotyledoneae) com grande evidéncia as gramineas € as
leguminosas, estas Gltimas com o maior nimero de lectinas isoladas (SHARON &
LYS, 1990).

As lectinas de sementes de cereais como o trigo, arroz, milho e cevada, tém sido
encontradas em espacos extracelulares, em vactolos de células do embrido e
endospermas. Nas sementes das leguminosas, as lectinas chegam a constituir até 10 %
do teor de proteina total. Estdo localizadas principalmente nos cotilédones quase
exclusivamente nos orgdes de reserva. Outras plantas acumulam lectinas em outros
tecidos vegetais como folhas, caules, frutos, cascas, flores, bulbos, rizomas e raizes
(PUSZTAI et al., 1991). Tém sido encontradas tambem em cactus e algas (PEUMANS
et al., 1994, BENEVIDES et al., 1996, FREITAS ez al, 1997).

Originadas de plantas de diferentes espécies, as lectinas frequentemente diferem
com respeito a estrutura molecular e especificidade. A comparagdo da sequéncia
primaria de lectinas de diversas origens, mostram extensiva homologia. Varias lectinas
de leguminosas foram sequenciadas por métodos classicos, o que tem tornado possivel
a comparag@o de aspectos evoluciondrios e quimotaxondémicos na compreensdo das
fungdes das lectinas, e alteragdo de genes durante a evolucdo das plantas (PUSZTALI,
1991).

A maioria das lectinas de leguminosas estudadas, contém ions metalicos tais
como calcio e manganés, como parte de sua estrutura nativa. A presenca desses ions
indica ser importante para atividade bioldgica dessas proteinas conferindo a essas
lectinas, estabilidade estrutural, resisténcia a inativagdo pelo calor e resisténcia a
degradagdo enzimatica (SINGH, 1999).

Tem sido observada a presenca de sitios hidrofébicos em lectinas de
leguminosas, os quais podem ocorrer dentro de uma unica subunidade ou se
estabelecer no interior do tetrdmero. Essa regido tem sido chamada de cavidade
hidrofébica e no caso das lectinas de sementes de Canavalia ensiformis (Con A), €
composta de residuos de valina. fenilalanina, leucina e isoleucina. A existéncia de tais

cavidades hidrofébicas na estrutura das lectinas deve produzir importantes
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consequéncias biolégicas tendo sido sugerido que as lectinas podem atuar ndo somente
em virtude de sua habilidade em se ligar a carboidratos, mas também servindo como
proteinas que se ligam a compostos hidrofébicos biologicamente ativos (SHARON &
LIS, 1990).

Associada a capacidade das lectinas de interagirem com carboidratos, estd o
fato dessas proteinas consistirem de subunidades formando dimeros e tetrdmeros. A
analise estrutural e cristalografica de raios X tem mostrado unidades monoméricas que
se associam em uma variedade de formas (LORIS ef al, 1998).

As lectinas possuem em geral, de duas a quatro subunidades, idénticas ou ndo,
com massa molecular em torno de 25 a 30 kDa, contendo por subunidade, um sitio de
ligacdo a carboidrato com mesma especificidade. As subunidades sdo compostas de
uma a duas cadeias polipepidicas, como exemplo nesse ultimo caso, as lectinas de
Leguminosas da tribo Viceae (Gé€neros Pisum, Vicia, Lathyrus e Lens), que possuem
cadeias leves denominadas o (5 a 7 kDa), e cadeias pesadas denominadas p (15 a 19
kDa) (SHARON e LIS, 1989).

Essas cadeias polipeptidicas, apresentam extensa homologia, notavel entre as
lectinas de mesma tribo ou sub-tribo. Lectinas de Vicieae tem mostrado 60% de
homologia enquanto lectinas de Diocleinae chega a atingir 90% de homologia no
mesmo género e mais de 80% em espécies de géneros diferentes (FUIIMURA et al.,
1993).

A Con A foi a primeira lectina a ser sequenciada e sua estrutura tridimensional
definida por difracdo de raios X (HARDMAN & AINSWORTH, 1972). A lectina é
um tetrdmero constituido por subunidades de 25,5 kDa, cerca de 51% dos residuos de
aminodcidos na cadeia polipeptidica estdo dispostos em estruturas f que formam duas
folhas pregueadas antiparalelas. As interagdes entre cada duas subunidades que
formam o dimero e posteriormente o tetrdmero, sdo provenientes de liga¢Oes
hidrogénio, intera¢des hidrofobicas e for¢as de Van der Waals (LORIS ez al., 1998)
(Figura 8).
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Figura 8- Estrutura quaternidria da Con A complexada com pentassacarideos

(MOOTHOO e NAISMITH, 1998).

O sitio ligante de carboidrato na Con A, um por cada subunidade, estd
localizado em uma depressdo na superficie da proteina e distante 10 a 14 angstrons do
fons Mn **. Os residuos envolvidos na ligacdo sdo Tyrl2, Asnl4, Leu99, Tyrl00,
Asp208 e Arg228 (UDEDIBIE e CARLINI, 1998).

As subunidades podem ainda apresentar diferentes padrdes de associagdo que
dependem do pH do meio. A lectina da Dioclea grandiflora apresenta-se na forma de
um tetrdmero entre pH 5 e 8 com peso molecular em torno de 100.000 Da. Acima de
pH 8 ocorre a formagdo de agregados de peso molecular mais elevados enquanto em
pH abaixo de 5 apresenta-se como um dimero (MOREIRA et al., 1983). J4 a lectina de
Dioclea guianensis, a pH 7,5 apresenta-se com duas formas: 74,4% de sua estrutura
como dimero, € 25,6 % como tetrdmero (VASCONCELOS et al., 1991). No caso da
Con A, a proteina torna-se um tetrdmero acima de pH 7 e um dimero abaixo de pH 5
(LORIS, et al, 1998).

Todas as lectinas possuem um ou mais sitios de ligagdo a carboidratos,
propriedade que lhe garante também a habilidade de aglutinar células.A especificidade

das lectinas € em geral definida com base no teste de inibigdo da hemaglutinagdo de
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eritrécitos com varios aglicares. A ligagdo de muitas lectinas pode ser efetivamente
inibida com mais de um carboidrato (PUSZTAI, 1991).

Com base na reatividade da lectina com monossacarideos que diferem na
configuragdo do C3 e C4 no anel piranosidico, MAKELA (1957) classificou as
lectinas, de acordo com sua especificidade por acucares simples: as especificas por L-
fucose, D-galactose/N-acetil-D-galactosamina, D-glucose/D-manose e outras
pertencentes a um quarto grupo até entdo ndo identificado. Posteriormente foram
incluidas: as especificas por N-acetil-glicosamina, e 4cido sidlico ( PUSZTAI, 1991,
MOREIRA et al., 1991).

Tendo em vista a exata especificidade das lectinas, a maioria dessas proteinas
tem sido purificadas com alto grau, por métodos de afinidade quimica.

As lectinas especificas por D-glucose/D-manose t€m sido as mais estudadas,
como por exemplo, a ConA, a primeira lectina isolada por cromatografia de afinidade.
Outras tem sido isoladas, como € o caso da lectina de semente de Dioclea grardiflora
ou do género Lathyrus, com certa homologia em relagdo a Con A (PUSZTALI, 1991).

Entre as lectinas especificas por N-acetil-D-galactosamina, distingue-se a da
batata, Solanum tuberosum, a qual tem sido isolada usando cromatografia por
afinidade com Sepharose-fetuina (SLIFKIN e DOYLE, 1990). Outras lectinas
importantes dessa classe sdo as de germe de trigo (WGA) cuja maioria de suas
preparagdes pode conter trés ou quatro isolectinas. As lectinas especificas por D-
galactose/N-acetil-D-galactosamina, sd3o amplamente distribuidas na natureza e a
primeira observada por STILLMARK (1888) (Ricinus communis). A ricina ¢ uma
glicoproteina dimérica com peso molecular em torno de 63.000 g/mol. E composta de
duas subunidades A e B unidas por ligacdes dissulfeto (PUSZTAI 1991). Outro
exemplo € a de feijdo de soja, Glycina max, que sdo conhecidas por conter um nimero
de isolectiﬁas, cada uma com diferentes pontos isoelétricos. As lectinas de Phaseolus
vulgaris (PHA) que reconhecem carboidratos complexos de composicdo e estrutura
apropriadas. Em algumas variedades de sementes de Phaseolus vulgaris, a molécula
de lectina possui duas subunidades diferentes que tem sido isoladas em coluna de
Sephadex: a subunidade E que aglutina eritrécitos, e a subunidade L. que aglutina

linfocitos (PUSZTAI 1991).
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Um pequeno grupo de lectinas possui afinidade pela L-fucose. Algumas delas
sdo reagentes uteis para determinagdo de residuos de fucose em estruturas de
carboidratos complexos (SHARON & LIS, 1989). Algumas dessas lectinas, Ulex
europeus 1, sdo usadas como reagentes de grupo sangiiineo tipo O (SLIFKIN e
DOYLE, 1990).

As fungdes das lectinas nas plantas, podem estar relacionadas ao transporte de
agucares ou reservas de proteinas, na prote¢do contra patdogenos e insetos, participando
do fenémeno de reconhecimento tanto intercelular quanto intracelular (PUSZTAI
1991, PEUMANS e VAN DAMME, 1993).

Em funcdes de reconhecimento celular, o sistema mais conhecido € o que
governa a aderéncia do virus influenza as células alvo. O virus utiliza uma lectina para
se ligar a cé€lula hospedeira. O mesmo ocorre com vérias espécies de bactérias, como
exemplo a Escherichia coli, que adere as células epiteliais do trato urindrio e
gastrointestinal, através de lectinas produzidas em sua superficie (SHARON e LIS
1989).

As lectinas, especialmente de sementes das leguminosas, estdo envolvidas no
reconhecimento de bactérias com a finalidade de estabelecer a simbiose entre
microorganismos fixadores de nitrogénio (SEQUEIRA, 1978).

As lectinas podem provocar crescimento e divisdo dos linfocitos T e B, sendo
que a maioria estimula somente linfocitos T. Esta atividade mitogénica foi descoberta
por NOWELL (1960), com a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA). Uma importante
propriedade das lectinas mitogénicas € sua habilidade em estimular uma grande por¢do
de linfocitos com diferentes especificidades antigénicas (SHARON & LIS 1989).

A funcdo de defesa das plantas contra o ataque de fungos e insetos, tem sido
atribuida, principalmente as lectinas que se ligam a quitina, um polissacarideo de N-
acetil-glicosamina, que constitui um elemento estrutural importante da parede celular
de muitos fungos patogénicos, do exoesqueleto, ¢ do trato digestivo dos insetos e da
cuticula de nematdides (PEUMANS & VAN DAMME, 1994; LERNER & RAIKHEL,
1992). As caracteristicas da biologia destas lectinas € compativel com esta fun¢do e
além disso, muitas dessas lectinas possuem uma alta toxidez “in vitro”a varios insetos

e fungos. Existem evidéncias conclusivas de que as lectinas de Urtica dioica que se
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ligam a quitina, apresentam definitivamente propriedades antifiingicas, assim pode ser
considerada uma proteina de defesa contra instalagdo de col6nias fiingicas na planta
(CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991).

A WGA tem sido estudada com respeito a sua func@o fisiologica. Ha evidéncias
de que, a WGA protege a planta do trigo contra agentes fitopatogénicos que contém
quitina na parede celular, durante o processo de embebicdo da semente, germinagdo, e
fase inicial de crescimento da plantula (MIRELMAN et al., 1975).

Algumas lectinas apresentam toxicidade para células animais. Ricina e abrina
causam danos, por serem resistentes a protedlise, podendo ligarem-se as c€lulas da
mucosa intestinal e permanecer o tempo suficiente para interferir com a fungéo
digestiva (PUSZTAI 1991). Os ensaios de alimentacdo de animais com sementes
artificiais contendo diferentes niveis de lectinas, apresentam toxicidade a algumas
espécies de insetos (PUSZTAI & BARDOCK 1995).

A disponibilidade de um grande numero de lectinas com diferentes
especificidades por carboidratos, tem sugerido o uso dessas proteinas com grande
potencial de aplicag@o na industria, agricultura, medicina e bioquimica por sua
capacidade em reconhecer glicoconjugados de receptores das superficies celulares. Na
agricultura, foi introduzida uma nova 4rea de pesquisa, com €nfase nas lectinas de
plantas com alta toxicidade e economicamente vidvel contra o ataque de insetos as
planta¢des (PEUMANS ¢ VAN DAMME 1993).

Algumas lectinas s@o usadas no fracionamento de células animais, incluindo
linfécitos B, T, e podem demonstrar mudancas na arquitetura da superficie das c€lulas
resultantes de infeccdo por virus ou parasitas (SLIFKIN et al., 1990).

Devido a capacidade de interacdo com carboidratos especificos, as lectinas sio
aplicadas em pesquisas envolvendo glicoproteinas e gliconjugados. Lectinas
imobilizadas em Sepharose 4B, tem sido utilizadas como matrizes em colunas de
cromatografia de afinidade, no isolamento de glicoproteinas do plasma, (ILLES et al.,
1990).

As lectinas sdo utilizadas em estudos histoquimicos e citoquimicos, como por
exemplo, no estudo da composi¢do das membranas celulares das vias intracelulares de

glicosilagdo (SHARON e LIS, 1989). Muitos autores relatam a aplicacdo de lectinas na
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identificacio de células cancerigenas como € o caso da lectina da Helix pomatia que
pode ser usada na identificagdo do cancer de mama (YUAN et al., 1986).

Na microbiologia e parasitologia, as lectinas de Triticum vulgare (WGA) e de
Arachis hypogaea (PNA), podem ser usadas para diferenciar populagbes de
Trypanosoma cruzi localizados em diferentes regides geograficas (SCHOTTELIUS ez
al., 1990).

As lectinas tem sido usadas em sistemas dé liberagdo de drogas (RUSSELL,
1999). Tem sido consideradas importantes reagentes usados na investigacdo da
superficie de células receptoras em bactérias, protozodrios € organismos superiores
(KARAMANOS et al., 1996). A interagdo de lectinas vegetais com microorganismos
tem sido aplicada para caracterizar bactérias, fungos, e protozodrios. A identificacdo e
classificagdo taxondmica de muitos microorganismos em laboratério clinico tem sido
realizada usando as lectinas. (SLIFKIN, 1983).

Uma das vantagens de aplicagdo de lectinas em microbiologia deve-se aos sitios
receptores de superficie celulares, que podem ser parcialmente caracterizados por
estudos de inibi¢do de hapteno. Quando conjugada com um marcador histoquimico,
tipo fluoresceina ou peroxidase, as lectinas podem ser usadas como provas
histoquimicas para identificar e localizar residuos de carboidratos especificos em
microorganismos por microscopia eletronica (SLIFKIN ef al., 1990).

Outras aplicacdes, envolvem a utilizagdo de lectinas em biossensores
(SOSNITZA, et al, 1998 ). Tem sido desenvolvidos eletrodos com superficie
modificada com filmes ultra finos em camadas, de enzimas como a glicose oxidase,
utilizando a Con A para adsor¢do das monocamadas na formag¢do do filme
(KOBAYASHI, 2001). Outros autores estudam o mecanismos de reacdo de lectinas
como a Con A e lectina de Cratylia mollis, através de técnicas eletroquimicas

(SOUZA et al, 2001).
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L5. BIOSSENSORES

A érea de biossensores (SCHELLER, et al/, 2001, COLLINGS ¢ CARUSO,
1997) tem atraido considerdvel interesse nos ultimos anos, tendo em vista a
monitora¢do de substancias bioativas ser fundamental em muitas aplica¢des tais como
analise clinica, controle ambiental e processos industriais. Como qualquer outro
sistema sensorial, pode ser dividido em trés componentes principais: um detector que
reconhece o sinal de interesse, um transdutor que converte o sinal em uma resposta
util, geralmente eletronica, € um amplificador que amplifica, mostra e grava a resposta
em formato adequado.

Os detectores podem ser classificados em dois grupos distintos: cataliticos e
afinidade. Nos receptores cataliticos, enzimas sd3o utilizadas como elemento de
reconhecimento. As enzimas mais utilizadas do ponto de vista analitico sdo as
oxidorredutases, as quais usam oxigénio ou nicotinamida adenina dinucleotideo
(NAD) para catalisar a oxida¢do de compostos, e as hidrolases, que catalisam a
hidrélise. Por exemplo, a glicose oxidase (GOD) catalisa a oxidacdo da glucose em
acido gliconico, que € a base do monitoramento da glucose em diabéticos
(COLLINGS. 1997).

Ao contrario dos receptores cataliticos, os receptores de afinidade sdo mais
especificos na natureza da ligagdo, mas ndo exibem atividade catalitica. Portanto,
receptores de afinidade sdo mais apropriados para a detec¢do direta do componente do
que para aplicagdes de monitoramento. Devido aos altos valores das constantes de
reacdo, a ligagdo receptor-composto, favorece a detec¢do seletiva de pequenas
quantidades de analitos.

Imunoreceptores (anticorpo/antigeno) (LUPPA, et al, 2001) sdo os tipos
dominantes de receptores de afinidade. Estdo também incluidos no grupo dos
receptores uma sé€rie de proteinas ndo cataliticas de origem n@o imune, que abrange as
membranas celulares e permite que a transdugdo do sinal através da membrana ocorra
por uma mudanga estrutural ou por uma associacdo com atividade enzimatica. A
funcdo e os mecanismos de ligagdo dessas proteinas de membranas podem ser

classificadas em dois grupos: aqueles que abrem um canal i6nico através da membrana
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e aqueles que envolvem a geragdo de mensageiro secundério. A acetilcolina € um
exemplo do primeiro grupo de receptores de membranas. Talvez o exemplo mais
importante do segundo grupo de membranas receptoras sejam as lectinas. A Con A por
exemplo, tem sido utilizada em sistemas de biossensores ( BARNES et al, 1992)

Um biossensor € um sistema analitico contendo um material no qual €
imobilizado um composto biologicamente ativo, que estd em contato com/ou integrado
com o transdutor, que por sua vez, pode ser piezelétrico, actstico, ético, calorimétrico
ou eletroquimico. Um fator chave na constru¢do de um biossensor € o
desenvolvimento de técnicas de imobilizagdo que prendam a biomolécula com
eficiéncia sem prejudicar sua estabilidade. Uma rota usual € produzir um filme fino do
material biologicamente ativo sobre ou proximo a superficie do transdutor que
responda apenas na presenca de um ou grupos de substincias requeridas na deteccdo.

Entre as técnicas de transducdo, os transdutores piezelétricos sdo de maior
interesse para nosso trabalho. Os dois tipos de sistemas piezelétricos sensoriais mais
usados sdo: microbalancga de cristal de quartzo (QCM) e onda acustica de superficie
(SAW).

O QCM consiste em um disco fino de quartzo com eletrodos de filme fino de
metal em ambas as faces. Com aplicacdo de voltagem alternada nos eletrodos, a
freqiéncia de ressondncia varia com a espessura do cristal. A freqiiéncia de
ressonancia € inversamente proporcional a espessura do cristal. Quando a superficie do
cristal € sujeita a um aumento de massa, a variacdo da freqiiéncia é dada por
(SAUEBREY, 1959)

Af=Cq £* Am/A (1)
onde C, € a sensibilidade, Am ¢ o aumento de massa, A € a drea do cristal e f, a
freqiiéncia de ressonancia.

No sistema SAW (Onda Actstica de Superficie) a onda acustica se propaga na
superficie de um substrato piezelétrico, como quartzo, niobato de litio ou ZnO, sobre o
qual sdo depositados os eletrodos metélicos, na forma de capacitores.

Um eletrodo transmite a onda acustica superficial e o segundo eletrodo recebe a
energia acustica (Figura 9). A freqiiéncia da onda transmitida pode ser atenuada pela

ligacdo de biomolécula sobre a superficie. A diferenca das freqiiéncias de transmissio
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e recepcdo depende da variagdo da massa na superficie, que pode ser expressa pela
equagdo (WOHLTIJEN, 1984):

Af=C, f? Am/A @)
onde C; ¢ a sensibilidade do substrato, que € fun¢do das propriedades do material, Am

¢ o aumento de massa, A € a drea do cristal e f ¢ a freqii€ncia de ressonéncia.

o I

Sistema de Onda AcuUstica de Superficie

Eletrodo Eletrodo
Transmisséo Detecgao
%

% Onda
‘ | | I Aclstica IIIIIIH
\ Cristal Piezoeletrico /

Figura 9 — Dispositivo de onda acustica de superficie

Uma importante vantagem do sistema SAW sobre o0 QCM € que ele opera a

freqiiéncias maiores e, portanto, o raio Af/f pode ser aumentado.

e Piezeletricidade

Piezeletricidade € a propriedade que alguns materiais t€ém de serem capazes de
responder eletricamente a tensdes mecanicas € mecanicamente a tensdes elétricas
(FUKADA, 1995). Este fenomeno € préprio de alguns materiais especialmente os
cristais, e foi descoberto pelos irmdos Jaques e Pierre Curie no final do século XIX. O
prefixo “piezo” provém do grego que significa pressionar. Os materiais piezelétricos
podem ser encontrados em vérias aplicagdes, como por exemplo, em transdutores de
ultra-som, acelerdometros, transdutores de compressdo, e medida de for¢ca, em
osciladores ou ressonadores, em microfones, € em sistemas de controle e

sensoriamento. O efeito da piezeletricidade € demonstrado na Figura 10.
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Figura 10- (a) dipolos presentes num material piezelétrico (b) Uma voltagem &
gerada quando o material € sujeito a uma deformagdo compressiva

(CALLISTER, 1997).

Esta propriedade € caracteristica de materiais que t€ém estrutura cristalina com
auséncia de centro de inversdo na simetria. Piezeletricidade € um acoplamento entre
deformagdo mecénica e polarizagdo elétrica de um material. Quando sujeito a
deformacdo mecédnica numa dada direcdo, um material piezelétrico transforma parte da
energia absorvida em polarizacdo. Esta polarizac¢do € resultante da rotagdo de dipolos
permanentes € do deslocamento de carga da posicdo de equilibrio para 0 momento
polar induzido, sendo que a dire¢cdo da polarizagdo ndo € necessariamente na dire¢do
da deformagdo mecénica. O efeito piezelétrico direto é, por definicdo, a resposta
elétrica ao estimulo mecdnico e o efeito inverso € a deformacdo causada pela aplicagio
de tensoes elétricas.

Apenas materiais com assimetria suficiente exibem efeito piezelétrico. A
origem fisica do efeito repousa na presenca de grupos assimétricos carregados no
material. Quando o material sofre deformag@o, as cargas se movem uma em relago as
outras produzindo uma varia¢do no momento dipolo. Todos os materiais piezelétricos
sdo anisotropicos, o que implica dizer que o valor do coeficiente piezelétrico depende
das direcOes relativas entre o tensor deformagdo e o vetor polariza¢do. O numero de
coeficientes diferentes de zero e independente um do outro depende da simetria do
cristal.

Alguns materiais biolégicos podem exibir orientagdo ndo axial dos dipolos

moleculares em suas estruturas e podem ser considerados como bioeletretos
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(FUKADA, 1995). O estudo da piezeletricidade em varios tipos de sistemas bioldgicos

mostrou a presenca de polaridade natural na estrutura de vérias partes de animais e
; plantas ( PARK et a/, 1992). Em muitas estruturas naturais, as moléculas polares como
as que compdem as proteinas estdo alinhadas em paralelo com uma direcdo
preferencial dos eixos polares para formar a estrutura cristalina. Portanto, pode-se
observar o efeito piezelétrico em determinada direcdo axial.

O efeito piezelétrico em biopolimeros foi documentado para queratina e para a
seda em 1941 por MARTIN. A piezeletricidade de cisalhamento para polissacarideos
foi inicialmente investigada em detalhe para a celulose por BAZHENOV (1961).
Estudos do efeito piezelétrico também foram realizados em derivados de celulose
(SASAKI e FUKADA, 1976), quitina (ANDO e FUKADA, 1977) e amilose
(NISHINARI e FUKADA, 1980).

As propriedades piezelétricas do coldgeno tém sido investigada em alguns
sistemas biolégicos como o osso e tenddo. A magnitude sensitiva do coeficiente
piezelétrico depende da freqiiéncia, da direcdo da carga e da umidade relativa do
material. Valores até 0,7 pC/N tem sido observado em ossos (NYE, 1960). MARINO
et al, (1980), estudaram a relac@o entre o filme de coldgeno piezelétrico € a aparéncia,
por microscopia eletrénica em diversos graus de organizagdo. Seu trabalho sugeriu que
o efeito piezelétrico estava associado ao tropocolageno.

FUKADA e YASUDA (1957), foram os primeiros a demonstrar que o 0sso
seco exibia propriedade piezelétrica. Sabendo que a polarizacdo elétrica do osso e do
coldgeno aumenta com o teor de umidade (MASCARENHAS, 1987), NETO e
ZIMMERMAN (1975), estudaram o efeito da umidade relativa na piezeletricidade do
0sso e do colageno concluindo que a dgua reduz a propriedade piezelétrica de ambos.
A reduc@o da piezeletricidade no osso ainda ndo foi esclarecida porém em filmes de
colageno foi atribuida as interacdes da agua com seus residuos polares que sdo
responsaveis pela piezeletricidade dessa proteina (GOES et al, 1999). A investigacio
dessas propriedades ¢ de grande interesse no campo da biomedicina tendo em vista
'que ela pode ser util na remodelagem de tecido 6sseo ( HASTINGS e MAHMUD,
1988).
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II. HIPOTESE DE TRABALHO

As Lectinas tem sido isoladas de tecidos de varias fontes, e purificadas
em extratos salinos, tampdes ou em meio aquoso por métodos classicos associados a
quimica de proteinas. Estdo incluidos a precipitagdo com éacido ou por adi¢do de
sulfato de amonio (“salting out”) que elimina tanto proteinas contaminantes quanto
possiveis inibidores de atividade hemaglutinante presentes no extrato. O extrato pré-
purificado pode entdo ser submetido a processos cromatograficos, para obter a lectina
em seu estado puro.

O teste qualitativo para lectinas em um extrato de sementes de plantas, € o
ensaio de hemaglutinacdo. Uma suspensdo de eritrocitos quando colocada em contato
com o extrato, a aglutinacdo € um teste positivo para a presenca de lectina. Além de
células podem ser usados glicoconjugados, e polissacarideos para deteccdo dessas
proteinas.

Em geral, o isolamento e a purificacdo de lectinas nos dias de hoje, tem
empregado a cromatografia por afinidade. O esquema de fracionamento a ser seguido
depende da especificidade da lectina por agucares, e sdo empregadas matrizes
disponiveis comercialmente, como a Sephadex, uma polidextrana, ¢ colunas de
Sepharose ligadas a mono ou oligossacarideos e glicoproteinas, como a fetuina.
Gomas naturais como de galactomananas na forma de géis produzidos por reticulacdo
com epicloridrina, tem sido empregadas para o isolamento de lectinas de Arfocarpus
incisa, Artocarpus integrifolia, Vaitarea macrocarpa, Abrus precatorius e Abrus
pulchellus.

A pergunta ¢, se haveria possibilidade de desenvolver uma matriz de afinidade
de galactomanana na forma de filme. Entretanto, filmes de galctomananas puras sdo
bastantes quebradicos e solubilizédveis. Para contornar este problema, foi sugerida a
utilizagdo de coldgeno reticulado como estabilizante do filme, j& que esta proteina ¢
capaz de se reconstituir a partir de solugdes diluidas na forma de filmes flexiveis e

estaveis.
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Combinando-se a afinidade da galactomanana com lectinas galactose
especificas, e a propriedade piezelétrica do colageno e de polissacarideos, podemos
sugerir como hipotese de trabalho:

“ Filmes de galactomanana aditivados com coldgeno poderiam ser usados

como transdutores piezelétricos na deteccdo de lectinas ligantes de galactose ? ”

1I. 1. Estratégias experimentais

e Obter filmes de galactomanana:coldgeno reticulados com glutaraldeido e
realizar sua caracterizacao fisico-quimica.

e FEstudar a interacdo de lectinas ligantes de galactose em colunas de
cromatografia de afinidade.

e Realizar as medidas piezelétricas dos filmes na presenca da lectina.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

I1. 1. MATERIAIS

I11.1.1. - Solventes e reagentes

Foram utilizados solventes e reagentes de grau PA, descritos a seguir: H3POy,
Na,B,07.10H,0, NaCl, Ca(OH),, NaOH, KOH, Na,S0O,4, KCI, CaSO,, glutaraldeido
(Merck), acido etileno diaminotetracético (EDTA), 4cido acético, acido boérico, acido
perclorico, acetato de sédio trihidratado, tartarato de so6dio e potdssio, n-propanol,
tris(hidroximetil) aminometano (Tris), N-cloro-p-tolueno-sulfonamida (cloramina T),

p-dimetil-amino-benzaldeido (p-DAB), glicina, 4-hidroxiprolina, D-galactose (Sigma).

I11. 1. 2. Matéria prima
II1.1.2.1. Coldgeno

A matéria prima utilizada para obten¢@o de colageno, foi a serosa bovina de
aproximadamente 5 anos de idade. A serosa, desengordurada e conservada em sal, foi
obtida de frigorificos da regido, onde € utilizada para producdo de embutidos e
mantida congelada por volta de -5 °C até antes de sua utiliza¢do. Apos lavagens em
dgua para remogdo do sal foi tratada com NaOH 0,15 mol/L durante 1 h para remog¢édo
de substancias ndo colagénicas. A seguir a serosa foi lavada com é&gua até a
neutralizacdo do pH da solugdo de lavagem. O excesso de agua da serosa, foi
removido com auxilio de papel de filtro, e em seguida a mesma foi reduzida a pedagos

de aproximadamente 1 cm de comprimento.
11l 1.2 .2. - Sementes
Sementes de Adenanthera pavonina (Carolina) foram coletadas no Campus da

Universidade Federal do Ceard, em Fortaleza e apds devidamente selecionadas foram

armazenadas a uma temperatura de aproximadamente 25°C para posterior utiliza¢do.
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Sementes de Artocarpus incisa L (fruta pdo de carogo), foram coletadas no
municipio de Maranguape, Ceard. Os frutos foram colhidos maduros na safra que
ocorre no periodo compreendido entre os meses de maio a junho. As sementes obtidas,
apos remocdo dos tegumentos, foram desidratadas por tratamento com acetona, secas

ao ar e estocadas em frascos lacrados para posterior preparo da farinha.

IIl. 1.2.3. Hemdcias

Hemaécias de coelho foram obtidas de animais mantidos no Biotério do

Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

III. 2. METODOS DE PREPARACAO
III. 2.1. Colageno soluvel

O colageno foi solubilizado, a partir de serosa bovina, apés 72 h com
tratamento em meio alcalino e alta forca i6nica (GOISSIS e MORIAK, 1990), seguido
de uma série de lavagens para remocdo de sais, e de homogeneizacdo em solucdo de
acido acético 0,1% de forma que a concentracdo final de coldgeno da solugdo estoque
correspondeu a 10 mg/g. Esta solucdo foi dialisada contra 4acido acético 0,1% para a
completa remogdo de sais. A didlise foi monitorada por medida da condutdncia da
solugdo de acido acético, até alcancar o equilibrio. A concentrag@o final da solucdo foi

obtida através da determinac¢@o do teor de hidroxiprolina.

I1I. 2.2. Obtengdo do polissacarideo

II1. 2.2.1. Obten¢do do endosperma das sementes de Adenanthera pavonina

Sementes queiscentes foram submetidas a fervura em agua por um periodo de
20 minutos e deixadas por 12h a 25°C. Uma vez intumescidas, as sementes foram
separadas manualmente em pelicula, tegumento, endosperma e embrido. O

endosperma foi mantido congelado para posterior utilizagao.
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I11. 2.2.2. Obtencdo do polissacarideo em solugio

Cada 100g de endosperma de Adenanthera pavonina, foi homogenizado em 500
mL de solucdo de acido acético 0,1%, até obtencdo de uma suspensdo viscosa. O
material foi a seguir centrifugado a 5.000 x g por 60 minutos a 10 °C. O teor de
polissacarideo na solucdo, foi obtido por determinag@o de massa seca de acordo com
procedimento usual para determinag@o de umidade. A solug@o resultante foi diluida em

solucdo de 4cido acético 0,1% até a concentragdo final de 10 mg/g.

I11. 2. 3. Preparacdo dos filmes de galactomanana:coldgeno (GalCol)

Das solugdes estoques, tanto do polissacarideo como do coldgeno na
concentracdo de 10 mg/g, foram obtidas solucdes na concentragdo de 5 mg/g apos
dilui¢do em solucdo de &cido acético 0,1%.

A solugdo do polissacarideo foi adicionada & solucdo de coldgeno com
homogenizagdo, de modo que se obteve misturas de GalCol nas propor¢des (1:1, 3:2,
7:3 e 4:1).

Os filmes foram preparados a partir das solu¢des de GalCol, conformados em

moldes de acrilico e secos em capela de fluxo laminar a 25 °C.

II1.2.4. Reticulacio dos filmes com glutaraldeido

Filmes de colageno e de GalCol ( 1:1, 3:2, 7:3 ¢ 4:1), foram tratados com
glutaraldeido de acordo com o seguinte procedimento: Cada filme (10 x 10cm) foi
imerso em 200 mL de solugdo de glutaraldeido em concentracdes variadas (0, 0,001,
0,005, 0,01, 0,05, 0,1, 0,5 ¢ 1%) durante 24 horas a temperatura ambiente. A solucdo
de glutaraldeido foi preparada por diluicdo em tampao fosfato 0,13 mol/L pH 7,4. Ao
final dos tratamentos, cada peca foi imersa em 200 mL de solucdo glicina:borato 0,025
mol/L:0,05mol/L a pH 9,2 durante 10 minutos seguido por trés lavagens em 200 mL

de tampéo fosfato em intervalos de 20 minutos, e lavagens em 200 mL de dgua durante
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dois dias, em intervalos de 12 horas. Os filmes tratados foram secos em capela de

fluxo laminar na temperatura de 25 °C.
HI.2.5. Preparacdo da farinha de sementes de Artocarpus incisa

As sementes de Artocarpus incisa, preparadas como no item ITI. 1.2.2, foram
trituradas em moinho e a farinha acondicionada em frascos lacrados, a temperatura

ambiente.
II1.2.6. Preparo de extrato bruto de Artocarpus incisa

O extrato bruto foi preparado suspendendo-se a farinha de Artocarpus incisa em
solucdo de NaCl 0,15 mol/L na propor¢do 1:10 (p/v) e mantida em agitacdo por 30
minutos a temperatura ambiente. A suspensdo obtida foi filtrada em tecido de nylon,
centrifugada a 10.000 x g por 30 minutos a 10 °C, e o sobrenadante obtido, dividido
em porcdes de 20 mL e congelados para os ensaios de cromatografia de afinidade e

ensaios elétricos.

111.2.7. Isolamento de lectina (frutalina), por cromatografia de afinidade

Géis de galactomanana obtida de sementes de Adenanthera pavonina.
preparados por reacdo de reticulagdo com epicloridrina (APPUKUNTAN et al, 1997,
TAVARES 1998, MOREIRA et al, 1998) foram usados como suporte para
cromatografia de afinidade. Uma coluna de 15 cm de altura por 2 cm de didmetro, foi
empacotada com o gel de galactomanana reticulado e equilibrado em solucdo de NaCl
0,15 mol/L.

Extrato bruto de Artorcarpus incisa, foi percolado através da coluna com um
fluxo de 60 mL/h. usando um sistema de coletor de fragdes, acoplado a uma bomba
peristaltica. O material ndo retido foi eluido com a solugdo de equilibrio e a fragéo
retida no suporte de cromatografia, foi eluida com tampao glicina-HCI 0,1 mol/L. pH

2.6 preparada em solucdo de NaCl 0,15 mol/L. Essa fracdo denominada de frutalina,
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(MOREIRA et al, 1998) foi dialisada contra 4dgua e seca por liofilizagdo. A
cromatografia foi monitorada por medida dos valores de absorbédncia das solugdes

eluidas a 280nm.

II1.3. Técnicas de Caracterizacdo
II1.3.1. Caracterizacdo do coldgeno soluvel por determinacdo de

hidroxiprolina

A concentracdo de solugdo estoque de coldgeno usada neste trabalho foi
determinada através do teor de hidroxiprolina (STAGEMANN e STALDER, 1994).
Este aminoacido raro em proteinas estd presente no colidgeno em quantidades
apreciaveis e, por isso, serve como indicador qualitativo e quantitativo de coldgeno. O
teor de colageno € calculado pela multiplicacdo da concentragdo de hidroxiprolina pelo
valor 7,4.

O método consiste, inicialmente, da oxida¢do da hidroxiprolina com cloramina
T e posterior reacio com o reagente de Ehrlich, p-dimetilaminobenzaldeido (p-DAB)
em meio acido, para formag@o de um cromoéforo. A Figura 11 exibe o esquema da

reacdo.
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Figura 11 - Esquema de reagéo de derivado pirrol com p-DAB.

e Procedimento:
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De cada amostra de colageno, solivel, foram removidas aliquotas que variaram
de 0,5 a 1 mL, e introduzidas em tubos pirex providos de tampa. A cada tubo foi
adicionado HC1 6N num volume relativo a quatro vezes o valor de cada aliquota, e
colocados em uma mufla a 110 °C por 24 h. Em seguida cada solucdo hidrolisada foi
introduzida em um baldo de fundo redondo e evaporada a vdcuo na temperatura de
aproximadamente 60 °C até a secura. Apds a evaporagdo, as amostras foram mantidas
em dessecador contendo NaOH para completa neutralizagdo de residuo acido, e cada
amostra foi diluida em &gua, num volume adequado para andlise de hidroxiprolina
como descrito a seguir.

A cada 2 mL de amostra diluida, foi adicionado 1 mL de cloramina T preparada
como segue: 0,35g de cloramina T foram dissolvidos em 2,5 mL de 4gua, sendo
adicionados 2,5 mL de n-propanol, ¢ o volume completado para 25 mL com solucio
tampdo pH 6.4. Esta solucdo tampé@o foi preparada da seguinte forma: a 50 g de acido
citrico monohidratado dissolvidos em &4gua, foram acrescentados 12 mL de 4cido
acético 96%, 120 g de acetato de sodio trihidratado, 34 g de NaOH previamente
dissolvidos em agua. O pH da solu¢do foi ajustado para 6,4 ¢ o volume completado
para 1 L. Ao ser utilizada, a cada 125 mL desta solucdo foram acrescentados 25 mL de
agua e 37,5 mL de n-propanol.

As amostras foram deixadas & temperatura ambiente durante 20 minutos, € a
seguir foi adicionado com agitacdo vigorosa, 1 mL de solu¢do de p-DAB, que foi
preparada da seguinte forma: 3,75 g de p-DAB foram dissolvidos em 10 mL de n-
propanol, sendo resfriado em banho de gelo, e a seguir adicionados lentamente 6,5 mL
de acido perclorico 60%, e o volume completado para 25 mL com n-propanol. As
amostras foram deixadas por 15 minutos em um banho a 60 °C, e medidos os valores
das absorbancias das respectivas solucdes a 550 nm. Os resultados foram comparados
com uma curva padrdo obtida nas mesmas condi¢cdes, a qual foi conduzida com
solucdes padrdes de 0,05, 0,25, 0,5, 0,75 e 1 pg/mL, obtidas a partir de uma solucéo
estoque de hidroxiprolina de 1 ug /mL preparada por diluicdo em dgua num volume de

100 mL. Cada resultado foi expresso a partir do valor médio de duas determinacdes.
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III. 3.2. Embebicdo

Foram utilizados filmes de 2,0 cm?, de colageno e GalCol ( 1:1, 3:2, 7:3,e 4:1),
tratados com solucdo de glutaraldeido como no item I11. 2.4. Cada filme, em frasco
pirex previamente tarado, foi congelado e seco por liofiliza¢do até peso constante. A
seguir cada filme foi imerso em 20 mL de solugdo de NaCl 0,15 mol/L por 24 horas, a
temperatura ambiente. Ap6s embebig@o o excesso de umidade dos filmes foi removida
com auxilio de papel de filtro, e obtido o peso umido. Cada resultado, obtido do valor
médio de quatro determinagdes, foi expresso em massa de 4gua por massa de amostra

seca como mostra a equagﬁo:
an= (Au T As)/ As (3)

onde E,q € a embebic¢do em (g) de H,O por (g) de filme seco, (A), massa do filme seco

e Au, é massa do filme imido.
I11. 3.3. Estabilidade térmica

Foi estudada através de medida da temperatura de desnaturacdo (Td) por
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC), em filmes de colageno e GalCol nas
proporgdes (1:1, 3:2, 7:3 e 4:1).

Esse procedimento mede o calor absorvido ou liberado, quando a temperatura ¢
elevada em uma razdo constante. Desde que a desnaturagdo do coldgeno € um processo
endotérmico, um pico negativo demonstrado no termograma, corresponde a
temperatura de desnaturacdo do componente presente.

Os ensaios foram realizados em equipamento Shimadzu DSC-50. As amostras,
filmes com peso em torno de 10 mg, foram colocadas em cadinhos de aluminio

selados e aquecidas em atmosfera de N, com taxa de aquecimento de 5°C/min.
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III. 3.4. Espectros de infravermelho

Os espectros de infravermelho foram obtidos utilizando um aparelho Shimadzu
FTIR 8300, com filmes de colageno, galactomanana e GalCol (1:1, 3:2, 7:3 e 4:1)
obtidos da mistura de solu¢des de coldgeno e galactomanana em concentragdes de 5
mg/g. Os filmes foram formatados em formas de acrilico e secos em atmosfera de

P,0s,
I11. 3.5. Ensaios de viscosidade

Nesses ensaios foram utilizados volumes de 10 mL de solucdes de colageno,
galactomanana e misturas de GalCol (1:1 e 9:1), na concentracdo de 3 mg/mL em
solucdo de 4cido acético 0,1%.

As medidas de viscosidade foram conduzidas em um viscosimetro Brookfield,
modelo DV-III usando spindle SC4 -18, e monitoradas em fun¢do da temperatura, a
um gradiente de cisalhamento constante de 0,3 s™. Todas as medidas foram realizadas
como um torque variando entre 10 e 90%.

A tensdo de cisalhamento e viscosidade em funcdo do gradiente de
cisalhamento de solu¢des de galactomanana e de misturas de GalCol obedece a lei
segundo a equacao:

T =Ky" (4)

onde 1 € a tensdo de cisalhamento, y € o gradiente de cisalhamento e n ¢ K (mPas) os
indices de fluidez e de consisténcia, respectivamente, obtidos da curva logaritmica da
tensdo de cisalhamento e gradiente de cisalhamento. Quando n = 1, o modelo é
reduzido a um fluido newtoniano. Quando n < 1, a viscosidade decresce com o
aumento do gradiente de cisalhamento e € referido como um fluido pseudopléstico.
Quando n > 1, a viscosidade aumenta com o aumento do gradiente de cisalhamento ¢ é
referido como um fluido dilatante. Este € o modelo mais usado para viscosidade nio

newtoniana por ter sido representado adequadamente.
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A dependéncia do parametro de consisténcia com a temperatura para solu¢des

pode ser representado pela equacdo de Arrhenius:
K =K, exp(E/RT) (5)

Onde K, (mPas) é uma constante pre-exponencial, E, (kJ/mol) a energia de ativacdo
aparente e T a temperatura absoluta. Pode-se usar tanto E, quanto K, como indicadores

de mudangas no regime de fluxo para sistemas de polimero-solvente.
I11. 3.6. Microscopia eletronica de varredura

As fotomicrografias de filmes e esponjas (obtidas por liofilizacdo das solugdes
congeladas em placas de acrilico) de galactomanana, colageno e GalCol (1:1, 3:2, 7:3
e 4:1), foram obtidas em microscopio eletrénico de varredura (MEV), marca Phillips
XL-30 a uma voltagem de aceleracdo de 5-10 kV. O procedimento de preparo das
amostras incluiu cobertura com uma camada fina de carbono a fim de tornar o material

condutor.
III. 4. TECNICAS DE APLICACAO
III. 4.1. Ensaio de interacdo da frutalina com filmes de GalCol

Cada peca de 1 cm” de filmes de GalCol (3:2) reticulados com glutaraldeido
0,001% e previamente lavados com solucdo de NaCl 0,15 mol/LL como descrito no
item II1.2.4, foi imersa durante 1h em 2 mL de solu¢do de frutalina 0,5 mg/mL
preparada em solucdo de NaCl 0,15 mol/L. Apoés esse tempo cada peca foi removida e
lavada seis vezes em solucdo de NaCl 0,15 mol/L em intervalos de 20 minutos.

Cada peca assim tratada foi imersa em 1 mL de solug@o de galactose 0,2 mol/L
durante 1,5 h, removida apds esse tempo e seguida de tres lavagens com 1 mL da
mesma solucdo estoque em intervalos de 30 minutos. Todas as solugdes foram

submetidas ao ensaio de atividade hemaglutinante. O mesmo ensaio foi realizado com
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filmes de colageno e filmes de GalCol (3:2 ) nesse ultimo sem o tratamento com
solugdo de frutalina.

Os rendimentos de intera¢do da lectina com os filmes foram definidos como,

1 = massa de lectina (pg)/ area do filme (cm®) (6)

onde a massa de lectina foi obtida da relagdo experimental,
1HU = 1,95 pg/mL
onde, HU € unidade de hemaglutinacdo definido no item 771.4.3.

111.4.2. Cromatografia de afinidade com filmes de GalCol como suporte
I11.4.2.1. Preparacgdo das colunas

As colunas foram montadas utilizando seringas de 5 mL e filmes de GalCol
(3:2, 7:3 e 4:1) reticulados com glutaraldeido 0,1%, com dimensdes 4,5 x 6,5 cm. Cada
filme, previamente equilibrado em solucdo de NaCl 0,15 mol/L, foi enrolado em um
bastdo de vidro de 0,5 cm de didmetro, utilizando uma tela fina de nylon como

espacador (Figura 12 ).

Extrato Bruto >l

_Coluna

Filme

(@)
Figura 12 — Sistema de cromatografia de afinidade com filme de GalCol como

suporte.
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II1.4.2.2. Cromatografia de afinidade de lectinas em colunas de filmes de
GalCol

Extrato bruto de Artocarpus incisa (20 mL), preparado como no item I71.2.6,
foi centrifugado a 3.000 x g por 15 minutos, e deixado recircular por 3,5 h, através do
suporte de afinidade em refluxo continuo utilizando uma bomba peristéltica.

O material nfo retido na coluna (pico I), foi eluido com a solug¢é@o de equilibrio
a temperatura ambiente por adicdes de 3 mL de solugdo de NaCl 0,15 mol/L a cada 5
minutos em contato com o suporte. A fracdo retida (pico II), foi eluida com 3 mL de
solugdo de D-galactose 0,2M, preparada em solug¢@o de NaCl 0,15 mol/L, mantida em
contato com o suporte por 1,5 h. Na eluicdo das fracdes seguintes do pico II, cada 3
mL de solucdo de D-galactose foi mantida por 15 minutos em contato com o suporte.

A fracdo retida (pico II) foi submetida ao ensaio de atividade hemaglutinante. A
cromatografia foi monitorada por medida dos valores de absorbancia das solucdes

eluidas a 280nm.
I11.4.3. Determinacdo de atividade hemaglutinante

O teste qualitativo para lectinas em um extrato, € o ensaio de hemaglutinagdo,
onde uma suspensido de eritrécitos quando colocada em contato com o extrato, a
aglutinacdo € um teste positivo para a presenca de lectina. Uma sensibilidade maior no
teste de aglutinacdo, pode ser obtida por tratamento das hemacias com enzimas tais
como, tripsina, papaina e neuraminidase (SHARON e LIS 19809).

A atividade (titulo de hemaglutinacdo) é expressa como o inverso da méaxima
diluicdo com agregacdo visivel. A aglutinagdo deve ser afetada pelo tamanho
molecular e numeros de sitios de ligacdo ao carboidrato, nimero e acessibilidade dos
carboidratos das células, temperatura, fluidez da membrana, concentracdo e estagio
metabolico das células (SHARON e LIS, 1989).

A atividade hemaglutinante das fragdes proteicas foi determinada segundo

MOREIRA e PERRONE, 1977) descrito como a seguir:
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A cada 50 pL de solugdo de proteinas em solugdo de NaCl 0,15 mol/L, foi
adicionado igual volume de uma suspensdo de hemdcias de coelho a 2% diluida em
NaCl 0,15 mol/L. A mistura foi incubada em estufa bactaerioldgica a 37 °C por 30
minutos, deixada a seguir em repouso a temperatura ambiente por mais 30 minutos. A
aglutinacdo foi determinada visualmente.

Uma unidade de hemaglutinacdo (UH) € definida como a maior diluicdo que
pode ser submetida uma alﬁostra de proteinas, ainda capaz de aglutinar uma suspensio

de hemacias a 2%.

111.4.4. Medidas elétricas e piezelétricas

A medida das funcdes dielétricas complexas foi realizada utilizando-se um
analisador de impedancia de materiais HP4291A em conjunto com um analisador de
impedancia HP4194, que juntos cobrem a regido de 100 Hz a 1,8 GHz. Os eletrodos
foram depositados por pintura da superficie circular da amostra com suspensdo de po
de prata. O didmetro dos discos varioude 1 a 4 cm.

Foram utilizados filmes de GalCol nas proporcdes (3:2 e 7:3) reticulados com
glutaraldeido 0,1% como no item III. 2.4, dopados ou ndo com frutalina.

A dopagem de cada filme de GalCol de 6 x 8 cm, foi realizada por embebi¢do
em 30 mL de extrato bruto de Artocarpus incisa durante 12 h e a seguir lavados 5
vezes com 50 mL de solucdo de NaCl 0,15 mol/L em intervalos de 1 h. Os filmes
foram lavados pelo mesmo procedimento com agua, secos em capela de fluxo laminar
e estocados em dessecados em atmosfera de P,Osantes de serem utilizados. Os filmes
ndo dopados foram tratados com solucdo de NaCl 0,15 mol/L. por 12 h seguindo o

mesmo procedimento acima.
IIT. 4.5. Modelo Piezelétrico (GOES et al, 1999)

Para biopolimeros naturais a simetria de espaco observada € Deo. Neste caso

dys=-dy4 para o tensor piezelétrico. Piezeletricidade € observado quase universalmente
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para as texturas orientadas de biopolimeros. Para esta simetria o tensor dy ¢

determinado por,

b8 0 d, @ -
6 00 0 =d, 0
009 0 B9

O efeito da piezeletricidade de cisalhamento também € observado para filmes
orientados de uma variedade de polimeros sintéticos com atividade Optica. Para o

mesmo grupo de simetria o tensor dielétrico g; € determinado por,

g 0 9
0 g 0
AR R T

oo o 8 o

(R T S R

Coordenadas retangulares sdo assinaladas ao filme da amostra. O eixo 1 €

perpendicular ao plano da amostra, plano 2-3 (Figura 13).

Figura 13 - Coordenadas retangulares assinaladas ao filme da amostra para

medidas das constantes piezelétrica e dielétrica.
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As equagdes eletromecénicas de acoplamento para nosso sistema sao:
8 =up Ty #dyE,, ¢ (7)
D, =¢,E,+d,T, (8)

§=Jd2

Onde S;(S; a S¢) € a deformacdo e T; (T; a Te) € a tensdo, E; € o campo elétrico e D; €
E . r .
o vetor de deslocamento, com as constantes S 7 (complacéncia para campo elétrico

7 & e ot ey e
constante ), €; (permissividade dielétrica para tensdo constante) € o elemento de

esforco piezelétrico d;;. Usando os tensores definidos nas equagdes 7 e 8, e levando em

conta que o campo elétrico € aplicado na direcdo 1 (E, = E3 = O) temos

D, = &E, +d,T,, ©)
8 =T, vdE . (10)

Das equagdes (9) e (10) pode-se ver o acoplamento eletromecanica pelo tensor
piezelétrico dy4. Nesta geometria tem-se uma onda mecénica que se propaga no plano
da amostra (S4 <> S;3) acoplada com o campo elétrico ao longo do eixo 1. Temos para

D,

d; d
szngl[l—’E—MT]El‘*—?Su (11)

Ss55€1 55

Pode-se definir agora k4 que € o fator de acoplamento piezelétrico

kg = ; (12)

Da defini¢do de k4, podemos definir as relacdes de complacéncia elastica e constante

dielétrica medidas sob diferentes condigdes.

&) 2
=—=1-k,. (13)
E 5111

D
Sss

S

55
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O elemento tensor piezelétrico dy4, para piezeletricidade de cisalhamento, € dado pela

equacgdo 12,

d, :km\/g]TlSsEs : (14)

Com equacdo 13

kg = [1-—, (15)

T
Onde k4 € o fator de acoplamento piezelétrico, €], € a constante dielétrica obtida pela

S
medida da capacitincia a uma freqiiéncia abaixo da ressonédncia fundamental, €;; ¢

obtido por medida da capacitancia a uma freqii€éncia acima do modo de ressonincia. A

constante dielétrica foi determinada na faixa de 1 MHz a 1 GHz, na geometria da

7
Figura 13. Nos célculos assume-se €17 a 1 MHz (abaixo da freqiiéncia de ressonincia

S
piezelétrica) e €11 a 1 GHz (acima da freqiiéncia de ressondncia piezelétrica).

Das equagdes 9 e 10, temos para Ty:

v ——1 S, - h,
4= 2P % E_S
Sss S556

Dy, (16)

Assumindo que 0D,/0x4 = 0 pode-se obter a equacdo de movimento,

O'u, _ 1 azuj, an
& pig Bk,

Onde uj4 € o deslocamento no plano da amostra (plano perpendicular ao campo
elétrico, Figura. 13), e p € a densidade.

A velocidade obtida é:

1 w
= ety 18
v : (18)

Onde o € a freqiiéncia e k € o nimero de onda (k = 27/A).
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PTG D . , Gt g a3 =,
A complacéncia elastica Ss55 que € determinada das freqiiéncias de ressondncia

sucessivas do modo de cisalhamento da equacdo 18, assumindo que as ressondncias

mais pronunciadas sdo aquelas onde o corpo pode acomodar meio comprimento de
s o D !
onda da onda elastica estacionaria (L = A/2 ). Neste caso Ss55 pode ser obtido da

equacdo 19.

1
4 p(fL)’

Onde fL € a constante de freqtiéncia que € o produto da freqiiéncia de ressonéncia e o

(19)

2
Ss5 =

didametro da amostra (controlando a dimensdo da amostra, L >> e, ver Figura 13) e p é

a densidade da amostra. Das medidas experimentais de &, &, /L. € p pode-se obter

S5D5 (equacdo. 19), k14 (equacdo. 15) e di4 (equacgdo. 14).

I11.4.6. Medidas do fator de perda

Consiste na dissipacdo de energia mecdnica préximo a vizinhanca da
ressondnica. O estudo desse efeito em cerdmicas foi investigado e alguns autores
atribuiram a histerese dielétrica (IKEDA, 1958) entretanto a principal causa foi
interpretada como fricgdo interna da cerdmica (IKEDA, 1996). O fator de perda Q! foi

medido & partir da curva de ressonédncia da admitincia elétrica por:

Ay = fz _fl
0 ———fo , (20)

Onde Q' ¢é o fator de perda, as freqtiéncias correspondentes a [Y| = [Ym|/0,707 sdo
indicadas por f; € f; , onde |[Ym| € o valor de pico de ressondncia € f; a freqii€éncia da

ressonancia.



52

1IV. RESULTADOS E DISCUSSAO

1V.1. Caracterizagdo do coligeno

Comumente o coldgeno € obtido por processo de extracdo tendo como matéria
prima tecido conjuntivo de animais jovens. Variando-se o pH e a concentragdo de sais
do meio de extracdo € possivel solubilizar o coldgeno de matrizes ainda ndo
reticuladas (MILLER & RHODES, 1982). Entretanto, estes métodos tém baixo
rendimento e, portanto, ndo sdo utilizados para uso comercial. Em outro método pode-
se utilizar pepsina, uma enzima proteolitica, que embora ndo tenha atividade sobre a
hélice tripla, por esta ser uma cadeia linear, age nas regides dos telopeptideos
aumentando assim a solubilidade do tropocoldgeno (TAYOT & TARDY, 1982). Uma
terceira rota ¢ a reducdo das ligagdes cruzadas, formadas por base de Schiff, através de
um tratamento alcalino (CIOCA, 1983), que entretanto, provoca uma redu¢do no pl do
tropocoldgeno, de' 7, no coldgeno nativo, para proximo de 5, devido a hidrdlise de
residuos de asparagina e glutamina, a qual € func@o da temperatura e da duragdo do
tratamento, Figura 14. Por outro lado, tem sido demonstrado que um aumento de
grupos N-terminais, indicando a clivagem das ligacdes ésteres existentes na

macromolécula, € provocado pelo tratamento alcalino do coldgeno (VEIS, 1982).

_0 OH
== = C\/ ¥ THa) —— ===l Cé
NHZ \OH

PROTEINA PROTEINA

Figura 14 - Esquema da hidrolise dos residuos de Gln em meio alcalino.

As moléculas de coldgeno formam solugdes muito viscosas, estaveis em meio
acido, pH 3,5, a baixa forca iOnica e a temperatura ambiente. Nestas condigdes,

dizemos que o coldgeno se encontra na forma soluvel, ou “swollen”, para diferenciar
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da forma chamada fibrilar, presente em meio neutro. A solubilidade € a hidratacdo da

molécula sdo dependentes, do pH e da forga i6nica. O aumento da concentragdo de

ions H ' provoca uma maior solvatacdo do coldgeno, devido a protonacdo dos grupos
negativos fazendo com que o tropocoldgeno se torne um polication, sendo que a
hidrata¢gdo maxima ocorre a pH 2, como mostra a Figura 15. A solvatagdo da molécula
¢ também funcgdo da forca do acido presente no meio. A pH 2 o &cido acético, por
exemplo, produz 50% mais solvatagdo do que o HCIL. O anion do é4cido fraco tem
grande atracdo pelos grupos cationicos e pelos protons dos grupos carboxilicos da

proteina promovendo a solvatagdo da molécula (ASGHAR et al, 1982).

w

S
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Figura 15 - Comportamento para a embebicdo de colageno nativo (pele bovina)

em func¢do do pH.

A solubiliza¢do do tropocoldgeno em meio acido, neste trabalho, foi realizada
pele método alcalino, que, pela nossa experiéncia, resulta em dispersdes muito
viscosas como baixa incidéncia de agregados macromoleculares. Podemos admitir
que, na concentragdo da solug@o estoque de coldgeno soluvel, 10 mg/g a pH 3 em
acido acético, as moléculas de tropocoldgeno estdo dispersas e  solvatam,
praticamente, toda a agua presente e estdo randomicamente distribuidas na solugio.

Ensaios viscosimétricos sdo uteis para o monitoramento do processo de extracdo.
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O efeito do gradiente de velocidade sobre a tensdo de cisalhamento e a
viscosidade de coladgeno solivel pode ser observado nas Figuras 16 e 17,
respectivamente. As curvas mostram um comportamento pseudoplastico, com
coeficiente de consisténcia K = 1280 mPa.s e indice de fluidez n = 0,25 obtidos por
modelagem da lei de poténcia. Embora a viscosidade da solug@o seja alta em baixos
gradientes de velocidade, 22195 mPa.s em 0,03 s, observa-se uma queda brusca da
viscosidade com o aumento na velocidade.

Este resultado era esperado, visto que, sendo o coldgeno uma molécula linear,
um aumento do gradiente de velocidade tende a orientar as particulas paralelamente na
dire¢do do escoamento, levando a uma menor interacdo entre o soluto e camadas
adjacentes de fluido e, por conseqiiéncia, a uma diminuicdo da viscosidade e a
tendéncia de se estabelecer patamares newtonianos em gradientes de cisalhamento
maiores. Estes resultados sugerem que a solucdo deve ser constituida por

macromoléculas lineares rigidas.
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Figura 16- Efeito do gradiente de velocidade sobre a tensdo de cisalhamento de

colageno soluvel a pH 3 e concentracdo de 10 mg/g.
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Figura 17 - Efeito do gradiente de velocidade sobre a viscosidade de coldgeno

soluvel a pH 3 na concentragdo de 10 mg/g.

A Figura 18 mostra o comportamento da viscosidade de coldgeno solavel a pH
3 em fun¢do da temperatura. A medida que a temperatura aumenta observou-se um
decréscimo lento da viscosidade, no intervalo de 20 a 40 °C. Acima de 40 °C, a
viscosidade cai abruptamente, seguindo um comportamento sigmoidal, caracterizando
a desnaturacdo da hélice tripla do coldgeno. Pelo ponto de infleccdo da curva,
determinado pela derivada da curva sigmoide, obtém-se a temperatura de desnaturacéo
do colageno que foi de 48,7 °C. Este resultado demonstra que o coldgeno soltavel
obtido possui alta estabilidade térmica, sugerindo que a conformacdo em hélice tripla

foi mantida no processo de extracao.
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Figura 18- Efeito da temperatura sobre a viscosidade de coldgeno soluvel a pH
3 e concentrac@o 10 mg/g.

A dependéncia da viscosidade com a temperatura para solugdes poliméricas
pode ser descrita pela seguinte relagdo exponencial (XIONG & KIRAN 1995),
1= A (Equacédo 15)
onde E € a energia de ativac@o para o escoamento viscoso € A € uma constante.

Considerando que as moléculas do solvente, numa solu¢@o polimérica, podem
estar preenchendo sitios formados pela estrutura do polimero em solucdo, entdo a
aplicacdo de uma tensdo de cisalhamento sobre a solu¢@o provocard o deslocamento
desses sitios, ou de moléculas de solvente de um sitio para outro, na dire¢do que alivia
a tensdo. Se cada deslocamento for feito pela superacdo de uma barreira energética de
altura E, podemos aplicar a Equacdo 15. A energia de ativac¢do pode ser relacionada ao
calor latente de vaporizagdo do liquido, j4 que em ambos processos uma molécula

deve ser removida de suas vizinhancas.

A energia de ativagdo da solucdo de colageno, determinada a partir da

inclinag@o do grafico Ln n x 1/T na faixa de temperatura de 20 a 40 o (Figura 18)
foi de 55.4 J/mol.
A integridade da hélice tripla do coldgeno, também pode ser demonstrada por

espectroscopia no infravermelho através de determinacdo da razdo entre as
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absorbancias das bandas em 1235 cm™ e 1450cm ~'. Estas bandas correspondem as
vibrag¢des no plano do tipo amida III, devido ao estiramento C-N e a vibragdo N-H, e a
estereoquimica dos anéis pirrolidinicos respectivamente (GEORGE & VEIS, 1991). A
banda em 1450 cm ~' serve como padrio interno ji4 que se mostra invaridvel em
relacdo a ocorréncia da desnaturacdo da proteina, enquanto a banda amida III € muito
sensivel & presenca de estrutura tercidria do tropocoldgeno. A integridade da hélice
tripla fica demonstrada quando a razdo € igual préxima a 1,0 em coldgeno na forma
“swollen”, isto € na forma dcida (GORDON et a/, 1974).

A Figura 19 apresenta o espectro no infravermelho do coldgeno, onde mostra
bandas tipicas para amida I, em 1656cm™, devido ao estiramento da carbonila, e
bandas de amida II, em 1552 cm ', devido s vibragdes no plano da ligagio N-H e ao
estiramento de C-N. As bandas referentes as vibracdes no plano do tipo amida III,
devido ao estiramento C-N e a vibragdo N-H, e a estereoquimica dos anéis
pirrolidinicos aparecem nas regides: de 1237 cm ' e 1458 cm™' respectivamente. A
razdo como demonstrada, Ajy35/A1450 = 1 confirma a integridade estrutural do colageno

obtido.
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Figura 19 - Espectro no infravermelho de filme de coldgeno formatado a pH 3.
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Tanto colageno soltivel em meio acido como colégeno fibrilar neutro t€ém sido
estudados por Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC) ,(PENKOVA ef al, 1996)
(FRIESS e LEE, 1996). Independentemente da taxa de aquecimento, o coldgeno
solubilizado desnatura nas temperaturas entre 10 e 20 °C mais baixas do que em
amostras fibrilares ordenadas, como no tenddo. Normalmente, um tunico pico
endotérmico tem sido observado em ambas as formas.

A Figura 20 mostra o termograma por DSC de filme dé coldgeno soluvel
formatado a pH 3 onde apresenta uma unica transi¢do térmica em 52,9 °C referente a

temperatura de desnaturacdo da proteina.
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Figura 20 - Curva de estabilidade térmica por DSC de filme de coldgeno

formatado a pH 3.

No sentido de esclarecer a estrutura superficial presente no filme de colageno,
foi realizada microscopia eletronica de varredura (Figura 21). Observa-se que em meio
a uma superficie onde ndo se verifica qualquer indicio de estruturas fibrilares, o que €
esperado pois o colageno soluvel ndo deve fibrilar nas condi¢des dadas, ocorre a

presenga de agregados de fibras (Figura 22) que podem ter sido formados a partir de
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microfibras de coldgeno, que ndo tiveram suas ligagdes cruzadas inteiramente

reduzidas pelo tratamento alcalino.

Figura 21- Micrografia de filme de colageno soluvel conformado a pH 3.
Ampliacdo 2500x.

Spot Maon

VED 5000x

Figura 22 - Micrografia de filme de coldgeno soltvel conformado a pH 3.
Ampliacdo 5000x.
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IV .2. Caracterizacdo do polissacarideo

Algumas sementes, principalmente de leguminosas, contém um endosperma
gomoso, cuja principal fungfo seria de absorver 4gua em quantidade de até dez vezes
superior ao seu peso aparentemente destinado a defesa das plantas jovens ao estresse
hidrico. Estas gomas s3o constituidas principalmente por uma galactomanana com
diferentes relagcdes manose/galactose e substituigdes.

A microscopia eletronica de varredura do endosperma de Adenanthera
pavonina, apresentada na Figura 23, revela uma estrutura porosa e grumosa de rede de
fibras entrelacadas sugerindo as funcdes do polissacarideo, de protecdo e
armazenagem de d4gua na semente.

A Figura 24 mostra a curva de estabilidade térmica por DSC de amostra de
endosperma de Adenanthera pavonina, apresentando uma transicéo larga e intensa em
76,9 °C e uma pequena transi¢do em 126 °C sugerindo que a goma seja formada por
diferentes componentes, tanto em termos de estrutura como de conformacgdo, que se

entrelacam para formar uma matriz.

Figura 23— Micrografia do endosperma de galactomanana de Adenanthera pavonina.
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Figura 24- Curva de estabilidade térmica por DSC para amostra de endosperma

de Adenanthera pavonina..

A obtencdo das galactomananas utiliza o método usual o qual envolve rémogﬁo
preliminar do tegumento, moagem da semente, e extracdo aquosa em temperaturas que
variam de 4 a 25 °C, seguido de centrifugacdo e precipitagdo do sobrenadante com
etanol a 75% (v/v) (DEA & MORRISON 1975). No processo juntamente com a
galactomanana, pode haver cooprecipitagdo de proteinas residuais, que podem ser
eliminadas através de tratamento alcalino ou enzimético, complexacdo com cobre ou
variacdo da forca idnica. A galactomanana costuma reter pequenas quantidades de
proteina (cerca de 1 a 2%) as quais devem estar ligadas covalentemente ou adsorvidas
ao polimero (BRESOLIN etz al., 1999). Entretanto, no presente trabalho, era necessério
obter a galactomanana em uma forma soltivel em meio 4cido, nas mesmas condi¢oes
das do colageno soluvel. Portanto, a estratégia escolhida foi fazer uma homogenizagdo
direta da farinha da goma em 4acido acético, seguida de centrifugacdo, como descrito
no capitulo IIL.

A curva de estabilidade térmica por DSC para a fracdo de galactomanana

soluvel em &cido acético em pH 3, liofilizada (Figura 25) mostra uma unica transicao
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mais estreita em 45,8 °C, sugerindo que a galactomanana obtida nessas condig0es, €

estruturalmente mais homogénea.
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Figura 25 — Curva de estabilidade térmica por DSC de fracdo de

galactomanana soluvel em 4cido acético em pH 3, liofilizada.

As Figuras 26 € 27 mostram o efeito do gradiente de velocidade sobre a tensdo
de cisalhamento e viscosidade de solu¢des de galactomanana 10 mg/g em &cido
acético pH 3, respectivamente. As curvas mostram um comportamento pseudoplastico
com coeficiente de consisténcia K = 10678 mPa.s e indice de fluidez n = 0,74. Os
resultados demonstram que as solu¢des de galactomanana estdo mais proximas do
comportamento newtoniano em relagdo a solucdo de colageno, cujo indice de fluidez
foi n = 0,25 e sugerem que as moléculas de galactomanana sejam mais flexiveis que
as moléculas de colageno. O alto valor do coeficiente de consisténcia obtido, sugere
que as moléculas de galactomanana mantém grande interacdo com moléculas do

solvente.
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Figura 26 — Efeito do gradiente de velocidade sobre a tensdo de cisalhamento de

solu¢do de galactomanana 10mg/g em é4cido acético pH 3.
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Figura 27 — Efeito do gradiente de velocidade sobre a viscosidade de solucdo de

galactomanana 10 mg/g em écido acético pH 3.

A Figura 28 apresenta o espectro no infravermelho de filmes de galactomanana

soluvel em 4cido acético pH 3. onde mostra bandas de absorgdo a 812 e 871 cm ™
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indicativo da presenca de unidades de o-D- galactopiranose e unidades B-D-
manopiranose, respectivamente. Tal configuracdo ¢ encontrada na maioria das
galactomananas estudadas (KAPOOR, 1972). Outras bandas, comuns em
polissacarideos, sdo observadas em 1150 cm” devido a deformagcio axial §(C-O) e
vibragdo do anel piranosidico. A regido do espectro de 1150 — 950 cm’” é caracterizada
por bandas de deformagdo 8(C-OH). A banda em 970 cm™ tem sido relacionada a

deformacdo axial (C-OH) no C-4.
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Figura 28- Espectro de infravermelho de filme de galactomanana solavel

formatado em pH 3 .
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1V. 3 - Caracterizacdo de blendas de GalCol em solucao

As blendas foram preparadas por homogeneizagdo das solugdes estoques de
galactomanana e colageno, e centrifugadas. O processo de centrifugacdo ndo revelou
qualquer separagdo de fases e nem ocorréncia de precipitados em quantidade
significativa.

As Figuras 29, 30 e 31 mostram as curvas de escoamento de solucdes de
galactomanana, solucdes de GalCol (9:1) e (3:2) respectivamente, na concentracdo de
5 mg/g em funcdo da temperatura. Os resultados mostram um comportamento
pseudoplastico, podendo ser observada uma progressiva diminuicdo da viscosidade

tanto para solucdes de galactomanana como para blendas de GalCol.

-
(=)
1

i5%€
20°C

o
=)
1

n 4 > © ¢

]
o
1

Tenséo de Cisalhamento (D/cm’)
=

T i3 T

10 ZTO 3'0 : 40 50 l 60
Gradiente de Velocidade (1/s)

Figura 29— Curvas de escoamento de solucdes de galactomanana 5 mg/g em

acido acético pH 3, em func¢éo da temperatura.
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Figura 30 - Curvas de escoamento de solu¢des de GalCol (9:1) em 4cido acético

pH 3, em funcdo da temperatura.
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Figura 31— Curvas de escoamento de solu¢des de GalCol (3:2) em 4cido acético

pH 3, em funcdo da temperatura.

A Figura 32 apresenta o efeito da temperatura no comportamento do indice de

fluidez para solu¢des de galactomanana e blendas GalCol (9:1 e 3:2). Os resultados
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mostram que o indice de fluidez de solugdes de galactomanana ndo varia
significativamente com a temperatura, € que a presenca de coldgeno diminui o indice
de fluidez das blendas. Apenas amostras de GalCol (3:2) mostram um aumento no

indice de fluidez em temperaturas acima de 35 °C.
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Figura 32 — Curva de Indice de fluidez das soluc¢des de Gal:Col (3:2, 9:1 e 1:0)

em fungdo da temperatura.

As curvas de Arrhenius para todas as amostras (Figura 33) mostram duas
regides de escoamento com diferentes energias de ativagdo para amostras de GalCol
(9:1 e 3:2). Esses resultados podem ser explicados pela desnaturacdo das moléculas de
colageno em temperaturas acima de 35 °C. As energias de ativacdo (Ea) das amostras
determinadas na faixa de temperaturas entre 15 e 35 °C, sdo apresentadas na Tabela 4.
As curvas de Arrhenius mostram que a adigdo de colageno a solugdes de

galactomanana aumenta o coeficiente de consisténcia, K.
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Figura 33 - Curva de Arrhenius para solugdes de galactomanana e blendas de GalCol

(3:2¢9:1).

Tabela 4 — Energia de ativag@o para solugdes de galactomanana contendo diferentes

proporcdes de colageno.

Amostra Ea (kJ/mol)
GalCol (1:0) 16.89
GalCol (3:2) 17.13
GalCol (9:1) 13.55

Em temperaturas baixas (15 a 35 °C), os valores do indice de fluidez para
solugdes de galactomanana, e blendas GalCol (9:1 e 3:2) foram préximos a 0,7, 0,6 e
0,5 respectivamente, o que pode estar relacionado com a rigidez de moléculas de
colageno. O aumento no indice de fluidez de GalCol (3:2) com a temperatura, sugere

que a desnatura¢do de moléculas de colageno resulta em diminuicdo dessa rigidez.
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O coeficiente de consisténcia foi sensivel para mudancas da temperatura ¢
concentragdo do col4dgeno, diminuindo com o aumento da temperatura € aumentando
com o incremento de coldgeno.

As Figuras 34, 35 ¢ 36 mostram resultados de microcopias eletronicas de
varredura realizadas com esponjas de blendas de GalCol (1:1), (3:2) e (7:3). Observa-
se que na medida em que se aumenta o teor de coldgeno na esponja aparece uma
estrutura fibrosa, sugerindo que a presenga de coldgeno concorre para o

entrelacamento macromolecular.
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Figura 34 — Micrografias de esponjas de GalCol (1:1), formatadas a pH 3 e secas por
liofilizag@o (ampliadas 100 ¢ 500x).
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Figura 35- Micrografias de esponjas de GalCol (3 :2) formatadas a pH 3 e secas por

liofilizagdo (ampliadas 100 e 500x).
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Figura 36 — Micrografias de esponjas de GalCol (7:3) formatadas a pH 3 e secas por

liofilizagdo (ampliadas 100 e 500x).

As Figuras 37, 38 e 39 mostram respectivamente as curvas de estabilidade
térmica por DSC para filmes de GalCol (1:1), (3:2) e (7:3). Os termogramas se
caracterizam pela presenca de uma tnica transi¢do térmica em 50,3, 62,0 € 59,9 °C

para filmes de GalCol (1:1), (3:2) e (7:3), respectivamente. Os resultados sugerem que
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a adicio de galactomanana ao coldgeno aumenta a estabilidade térmica da blenda.
Entretanto uma variagdo pode ser observada para amostras de GalCol (7:3), cuja

transi¢do ocorreu em temperatura mais baixa, em relagdo a GalCol (3:2).
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Figura 37 - Curva de estabilidade térmica por DSC de filme de GalCol (1:1)
formatado a pH 3.
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Figura 38 - Curva de estabilidade térmica por DSC de filme de GalCol (3:2)
formatado a pH 3.
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Figura 39 - Curva de estabilidade térmica por DSC de filme de GalCol (7:3)
formatado a pH 3.

As Figuras 40, 41 e 42, mostram respectivamente, 0s espectros no
infravermelho para filmes de GalCol (1:1), (7:3), e (9:1) formatados a pH 3. As bandas
tipicas de colageno (amida I, IT e III) aparecem nas mesmas regides em todos os
espectros ¢ a medida que a presenga de colageno diminui na blenda, essas bandas
diminuem de intensidade. As relagdes, Ajy3s/A4s0 para as blendas de GalCol (1:1),
(7:3) e (9:1), respectivamente foram 0,98, 0,98 e 1 demonstrando a manutengdo de
integridade estrutural do coldgeno quando misturado a galactomanana. Nos espectros
sdo conservadas as bandas de absorcdo tipicas de galactomananas em torno de 812 e
871 cm ' relativas a presenca de unidade o-D-galactopiraranose e unidades p—D-
manopiranose respectivamente, e cujas intensidade aumentam com o aumento do teor

de galactomanana na blenda.
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Figura 40 - Espectro no infravermelho de filmes de GalCol (1:1) formatados a
pH 3.
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Figura 41 - Espectro no infravermelho de filmes de GalCol (7:3) formatados a
pH 3.
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Figura 42 - Espectro no infravermelho de filmes de GalCol (9:1) formatados a

pH 3.
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1V. 4. Caracterizacdo de filmes de GalCol reticulados com glutaraldeido

Para aumentar a estabilidade mecénica dos filmes e a capacidade de retencdo do
polissacarideo, foi necessario pensar em uma estratégia de reticulagdo das
macromoléculas. Optamos por fazer a reticulacdo das moléculas de colageno com
glutaraldeido, por ser a técnica mais usual na preparacdo de materiais a base de
colageno. |

O glutaraldeido (1,5-pentanodial) ¢ um reagente amplamente utilizado em
bioquimica € na area biomédica. Sua natureza bifuncional resulta na capacidade de
reticular proteinas e polissacarideos, com aplicagdes que abrangem desde a fixa¢do de
células e tecidos em microscopia, a imobilizagdo de enzimas em suportes sélidos, em
cromatografia de afinidade, imunoquimica, como agentes de reticulacio em
biomateriais, e biossensores (WALT et al, 1994).

O glutaraldeido tem sido usado com grande eficiéncia como estabilizante de
proteinas como o coldgeno, em diversas aplicacdes tais como confec¢do de bioproteses
e géis injetaveis de colageno em liberacdo controlada de drogas(JAY AKRISHNAN,
1996). O glutaraldeido reage com o coldgeno unindo covalentemente grupos g-amino
de Lys e Hyl de cadeias laterais adjacentes, com formac¢édo da base de Schiff (-CH=N-)
(Figura 43). A reacdo, depende do tempo de exposi¢do, temperatura, pH do meio,

concentracdo e composicido do reagente (CASAGRANDA er al, 1994).

Figura 43 - Reticulagdo do coldgeno com glutaraldeido
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O glutaraldeido pode reagir também com oufros grupos em proteinas como
carboxilicos, e grupos hidroxilicos em polissacarideos. Sua reatividade € maior para
aminas primarias em relagdo a grupos hidroxilicos. Com proteinas como o colageno, a
reticulagdo com glutaraldeido € mais estdvel quando comparada com outros aldeidos
tais como o formaldeido (JAYAKRISMAN et al, 1996).

A reticulagdo confere a matriz colagénica, maior resisténcia mecénica e
estabilidade térmica, reduzindo sua antigenicidade e biodegradacdo (NIMNI 1988). Os
efeitos da reagdo se refletem ainda em altera¢des das propriedades fisico-quimicas do
colageno, como mudanca do pl, resultante do aumento de carga negativas na molécula,
aumento de hidrofobicidade, além da citotoxidade a concentragdes acima de 10-25ppm
(HUC et al, 1985).

A eficiéncia da reticulacio com glutaraldeido pode ser limitada pela
heterogeneidade quimica desse reagente em solucdo, e as varidveis que se estabelecem
durante sua reacdo com a matriz de coldgeno no caso de tecidos bioldgicos.
Dependendo da aplicacdo do material tratado com glutaraldeido, essas limitacdes
podem ter efeitos indesejaveis.

Solucdes aquosas de glutaraldeido compreendem misturas complexas em
equilibrio, de glutaraldeido livre, mono e dihidratado, de hemiacetais ciclicos
monomeérico e polimérico, e varios polimeros o, P insaturados formados por
condensacdo aldolica (Figura 44). A proporcdo desses constituintes em solucdo de
glutaraldeido a 25%, a 25°C, € de aproximadamente 4% de glutaraldeido livre, 16% do
monohidratado, 9% do dihidratado e 71% de hemiacetal ciclico. Outras reagdes
embora insignificantes na composicdo total da solucdo, parecem ainda ocorrer entre
hemiacetais ciclicos e polimeros insaturados para formar polimeros heterogéneos de
glutaraldeido (WOODROFF, 1978).

A polimerizagdo do glutaraldeido em solucdo aquosa € dependente da
concentracdo, pH do meio e temperatura. Sua formacdo € maior, em solugdes
concentradas a 25 ou 50%, cujo fato pode ser observado, pela maior intensidade de
absorbdncia da solugdo a 235nm . Por outro lado um aumento da temperatura ou
dilui¢do da solucdo desse reagente, desloca o equilibrio para as formas monomeéricas

(RUIDJGROK et al, 1994).
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Questdes relativas a complexa reatividade do glutaraldeido em solucdo, tem
gerado dificuldades na compreencdo de sua reagdo com o coldgeno, especialmente em
aplicagdes como biomateriais, quando pouco se conhece a cerca do produto de reacdo
formado durante a reticulacdo além das condi¢des 6timas de reagdo (NIMNI, 1988).

Em se tratando da fixacdo de tecidos com glutaraldeido, existe controvérsia
quanto ao mecanismo de reacdo que leva ao produto de reticulacdo estdvel. Varias
propostas tem sido apresentadas, as quais envolvem produtos com estruturas quimicas
diferenciadas, consistindo no minimo de trés espécies diferentes: Uma delas
corresponde a reacdo via base de Schiff levando a formagdo de uma amina secundéria
estavel (Figura 45), outro mecanismo refere-se a formacgdo de sais de piridina levado
por reacdo do glutaraldeido com uma amina priméria da estrutura protéica, seguido por
reacdes de condensagdo alddlica (Figura 46). Ambos os produtos da reagdo acima

seriam estaveis a pH e temperatura fisioldgica e esse fato poderia explicar a excelente
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durabilidade de tecidos estabilizados com glutaraldeido. Outra hipétese baseia-se na
formagdo de uma amina secundéria estdvel através de reagdo adicional entre aminas

primérias e polimeros insaturados de glutaraldeido. (WOODROFF, 1978, NIMNI
1988) (Figura 47).
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Figura 45 - Formacdo da amina secundaria via intermedidrio, base de Schiff.
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Figura 46 - Reticulagdo de proteina via derivados piridinicos de glutaraldeido.
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Figura 47 - Reticulacdo de proteinas via polimeros insaturados de glutaraldeido.
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Outro aspecto da reticulacdo de tecidos, refere-se a acessibilidade desse
reagente aos grupos reativos no interior da matriz, sendo esta formada por moléculas
de coldgeno densamente empacotadas, o que sugere a incerteza do grau de reatividade
do glutaraldeido com a estrutura interna da matriz.

Em estudos utilizando matrizes colagénicas, foi observado que a fixa¢do inicial
do glutaraldeido no coldgeno, ocorre na superficie das fibras (Figura 48),
particularmente quando o reagente € usado em altas concentragdes (NIMNI 1988).
Esse processo € rapido e associado a polimerizacdo de moléculas de glutaraldeido
(CHEUNG et al, 1985), o que resulta em baixa penetracdo desse reagente na matriz
interna colagénica, devido ao consumo de glutaraldeido monomérico, que se
estabelece durante o processo de polimerizacdo. Outra conseqiiéncia é a liberagio

continua de aldeido livre pela decomposicdo desses polimeros ao longo do tempo.
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Figura 48 - Polimerizac¢do do glutaraldeido na fibrila de coldgeno.

Foi também demonstrado que o glutaraldeido quando utilizado em baixas
concentragdes na fixacdo de tecidos, promove uma reacdo com grande dependéncia do
tempo de tratamento. Estas observagdes enfatizam a importancia do tempo de
exposi¢cdo e concentragdo do glutaraldeido na eficiéncia da reticulagio (CHEUNG
1982).

A reticulagdo de matrizes, como tecidos bioldgicos, com solugdes de
glutaraldeido em baixas concentra¢des e temperaturas que variam entre 45°C e 60°C,

pode melhorar a difusdo desse reagente na matriz (CASAGRANDA 1994). Nessa
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faixa de temperatura podem ocorrer mudangas na estrutura tercidria da proteina,
expondo sitios ndo alcangados a temperatura ambiente, além de favorecer a
predomindncia de formas monoméricas de glutaraldeido. Esse fato deve levar a uma
maior difusdo do glutaraldeido na matriz de colageno, embora néo seja possivel prever
o efeito que a reagdo conduzida em temperaturas mais elevadas, possa produzir a
estrutura do colageno.

A Figura 49 mostra os termbgramas de DSC de filmes de, colageno tratado com
glutaraldeido 0,01%, GalCol (1:1) tratados com glutaraldeido nas concentrag¢des 0;
0,05; 1 e 1,5%. O filme de coldgeno reticulado apresentou uma transicdo térmica

referente a temperatura de desnaturagio de 59,72 °C.

ColGal (1:1)
WIGM (1:1) GA 1,5%
mml (1:1) GA 1%

ColGal (1:1) GA 0,05%

Fluxo de Calor (mW) exo —-

Colageno GA 0,01%

T ¥ T ) T L] 1 T J T 2
25 50 75 100- 125 150 175 200
Temperatura (OC)

;e | :

Figura 49 — Curvas de estabilidade térmica por DSC de filmes de coldgeno
reticulado com GA 0,01%, filmes de GalCol (1:1) sem reticulag¢do e

filmes de GalCol (1:1) reticulados com GA 0,05, 1 e 1,5%.

Nos filmes de GalCol, tratados com crescentes concentra¢des de glutaraldeido
os termogramas mostraram duas transi¢des térmicas, uma primeira proxima a 49 °C e
outra entre 58 ¢ 67 °C (60,1; 67,2 ¢ 58,8 °C para concentra¢des de glutaraldeido 0,05,
1, e 1,5% respectivamente). O termograma para filmes de GalCol sem tratamento com

glutaraldeido, apresentou uma tnica transi¢do térmica em torno de em 51 °C.
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A reacdo de reticulagdo com glutaraldeido, confere estabilidade a molécula de
coldgeno levando a um aumento da temperatura de desnaturagdo. Nos termogramas
tanto de colageno quanto de GalCol sem tratamento com glutaraldeido, pode ser
observado uma unica transi¢do térmica em valores muito proximos de temperatura. A
presenca de duas transicdes, em filmes de GalCol reticulados com crescentes
concentragdes de glutaraldeido, sugere que a blenda de galactomanana e colageno,
resulta em duas estruturas com estabilidades térmicas diferentes. A primeira transicéo,
em temperatura mais baixa, deve estar relacionada ao coldgeno ndo reticulado com
glutaraldeido, cujos valores de temperaturas situam-se préximos a transicdo observada
para o colageno sem reticulacdo. Esse fato pode estar relacionado as dificuldades de
acesso do glutaraldeido as moléculas de coldgeno nas regides mais internas do filme,
bloqueada pela presenca da galactomanana.

A segunda transi¢do deslocada para temperaturas mais altas, 60 € 67,2 °C para
amostras tratadas com glutaraldeido 0,05 e 1%, respectivamente, sugerem a
estabilizacdo de moléculas de colageno expostas na superficie do filme por acdo do
glutaraldeido em funcdo da concentracdo.

A transi¢do observada em temperatura mais baixa (58,8 °C) para filmes de
GalCol tratados com glutaraldeido 1,5% sugere a ocorréncia de reacdes de
polimerizacdo do glutaraldeido, que ocorre quando em altas concentragcoes,
impermeabilizando a superficie da matriz, levando a baixa reticulacdo de moléculas de
coladgeno, nas regides mais internas.

Outra propriedade capaz de avaliar a reac@o de reticulagdo € a capacidade de
embebi¢@o da matriz, cujos valores devem ser inversamente proporcionais ao grau de
reticulacdo. A reacdo de reticulacdo estabiliza as moléculas de coldgeno formando uma
malha onde o polissacarideo poderia ser ocluido.

Os resultados de embebicdo dos filmes de GalCol, em funcdo do teor de
galactomanana e da concentracdo de glutaraldeido usado na reticulagdo, sdo
apresentados nas Figuras 50 e 51, respectivamente. O grau de embebigdo para todas as
amostras ( 1:1, 3:2, 7:3 e 4:1), diminui em funcdo do aumento da reticulagdo
alcangando um estado de equilibrio com glutaraldeido na concentragdo 0.1%. Esses

resultados, sdo melhor observados, quando em func@o da concentracdo de
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glutaraldeido, onde demonstram uma diferenca significativa nos valores de embebigéo,
com um aumento da concentragdo de galactomanana nos filmes, com valores que
variaram de 6.42 to 11.69 g 4gua/ g matéria s€ca, para propor¢des de GalCol de (1:0)
e (4:1), quando reticulados com glutaraldeido 0,001%.
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Figura 50 — Comportamento de embebicdo de filmes de GalCol (1:1, 3:2, 7:3 e 4:1)
reticulados com GA (0,001, 0,005, 0,05, 0,1 e 0,5%), em fun¢do do teor de

galactomanana.
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Figura 51 — Comportamento de embebicdo para filmes de GalCol (1:1, 3:2, 7:3, 4:1)
em funcdo da reticulacdo com GA (0,001, 0,005, 0,05, 0,1 e 0,5%).
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Estes resultados mostram que a absor¢do de 4gua nos filmes, cresce com o
aumento do teor de galactomanana no filme, € diminui com o incremento da
reticulagio com glutaraldeido. E importante ressaltar que altas concentragdes do
polissacarideo nos filmes pode ocasionar lixiviacdo de quantidades ndo ocluidas nas

malhas de colageno.
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1V. 5. Aplicacoes
1V, 5.1. Cromatografia de afinidade de frutalina em colunas de filmes GalCol

Com a finalidade de verificar a possivel interagdo de lectina com filmes GalCol,
foram realizados testes com filmes na proporgdo (3:2), reticulados com glutaraldeido
0,001%, e frutalina obtida por cromatografia de afinidade em coluna de Adenanthera
pavonina.

No ensaio, de um conjunto de 4 pecas de filmes de 1 cm’, cada peca foi imersa
durante 1h em 2 mL de solugdo de frutalina 0,5 mg/mL preparada em solugdo de NaCl
0,15 mol/L. Apos esse tempo cada peca foi removida e lavada exaustivamente em
solugdo de NaCl 0,15 mol/L em intervalos de 20 minutos.

Cada peca assim tratada foi imersa em 1 mL de solugdo de galactose 0,2 mol/L
durante 1,5 h, removida apos esse tempo e seguida de lavagens com 2 ml. da mesma
solucdo estoque em intervalos de 30 minutos. Todas as amostras foram submetidas ao
ensaio de atividade hemaglutinante, inclusive as solu¢des de lavagem com NaCl 0,15
mol/L.. O mesmo ensaio, com igual nimero de amostras, foi realizado com filmes de
coldgeno e filmes de GalCol (3:2) reticulados com glutaraldeido 0,001%, nesse Gltimo
sem o tratamento com solu¢do de frutalina.

Os resultados de atividade hemaglutinante das amostras foram positivos para
filmes na presenga de frutalina, e negativos para os filmes preparados apenas com
colageno ou filmes preparados com GalCol sem adi¢do de frutalina além das solugdes
de lavagem com NaCl (Tabela 5).

A partir desses resultados, foram estabelecidas as condi¢des para um sistema de
cromatografia de afinidade utilizando filmes de GalCol, com o intuito de avaliar
melhor a capacidade de interacdo desse material com lectinas. Foram montadas
colunas com filmes de GalCol reticulados com glutaraldeido 0,05%, e solug@o de
frutalina 2,5 mg/mL (Figura 52). Apds eluicdo da fragdo ndo retida com a solugédo de
equilibrio (pico I), a frac@o retida (pico II), foi eluida com solugdo de galactose e

medida a atividade hemaglutinante.
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Tabela 5 — Resultados qualitativos de atividade de hemaglutina¢do para amostras do

ensaio de intera¢do de frutalina com filmes GalCol (3:2).

Amostra
(filmes)

Lavagem
NaCl Galactose
(0,15mol/L) (0,2mol/L)
L1 21 1473 & 0023214034

GalCol (3:2)/Frutalina .1 =

GalCol (3:2)

Colageno/Frutalina

+ = presenca de atividade
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Figura 52 — Cromatografia de afinidade em coluna de filme de GalCol (3:2) reticulado
com GA 0,05%. Solu¢do de frutalina 2,5 mg/mL. Elui¢do do pico I com

solucdo de NaCl 0,15 mol/L. e do pico II com solucdo de D-galactose 0,2

mol/L. (Coluna — Area do filme 20 cm 2 , volume 2 mL).
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Os resultados demonstraram que a matriz foi capaz de reter a frutalina, cujo
rendimento de interacdo foi de 12 pg/cm’. A atividade hemaglutinante foi negativa
para as ultimas solugdes de lavagem da coluna antes de eluir com galactose,
demonstrando que toda lectina ndo ligada, foi removida previamente.

Com a finalidade de verificar quais condi¢des experimentais resultariam em
melhor intera¢do das lectinas com os filmes, foram estudados filmes com diferentes
proporg¢des de massa (GalCol) e variados graus de reticulagéo com glutaraldeido.

Neste ensaio esperava-se obter uma matriz com a maior propor¢édo possivel do
polissacarideo, capaz de ser retido nas malhas do coldgeno pela reticulagio com
glutaraldeido. A concentra¢do do glutaraldeido ndo deve ser reduzida a ponto de
permitir lixiviagdo da galactomanana, € nem alta o suficiente para impermeabilizar a
matriz dificultando as interacdes com a lectina.

Foram montadas colunas com filmes de GalCol (3:2, 7:3 e 4:1) reticulados com
glutaraldeido 0,01, 0,1 e 0,5%, utilizando extrato bruto de Artocarpus incisa.

Os resultados da cromatografia de afinidade sd@o mostrados nas Figuras 53, 54 e
55, com filmes de GalCol (3:2), (7:3) e (4:1) respectivamente. Em colunas com filmes
de GalCol (3:2), o grau de reticulagdo ndo pareceu influenciar o grau de interacdo com
a lectina. No caso de filmes GalCol (7:3), pode ser observada uma maior interacdo
com lectina em concentra¢des mais baixas de glutaraldeido (0,01 e 0,1%). Em filmes
de GalCol (4:1) uma maior intera¢cdo com lectina pareceu ocorrer a medida que a
reticulacdo da matriz diminuiu.

A Figura 56 compara os resultados de cromatografia de afinidade para filmes de
GalCol (3:2, 7:3 e 4:1) quando reticulados com glutaraldeido na concentragdo 0,1 %,
com frutalina de extrato bruto de Artocarpus incisa. Os resultados sugerem que o teor
de galactomanana nos filmes ndo parece afetar significativamente o nivel de

separagdo.
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Figura 53 - Cromatografia de afinidade de extrato bruto de Artorcarpus incisa em
coluna de filmes de GalCol (3:2) reticulados com solugdo de GA 0,001; 0,1;
0,5 e 1%. Flui¢@o do pico I com solugdo de NaCl 0,15 mol/L e do pico II
com solucdo de D-galactose 0,2 mol/L. (Coluna — Area do filme 29,25 cm 2,

volume 2,5mL).
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Figura 54 - Cromatografia de afinidade de extrato bruto de Artorcarpus incisa em
coluna de filmes de GalCol (7:3) reticulados com solucdo de GA 0,01; 0,1 e
0,5 %. Elui¢do do pico I com solugdo de NaCl 0,15 mol/L e do pico II com
solucdo de D-galactose 0,2 mol/L. (Coluna — Area do filme 29,25 cm 2,

volume 2,5mlL).
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Figura 55 - Cromatografia de afinidade de extrato bruto de Arforcarpus incisa em
coluna de filmes de galactomanana:colageno (4:1) reticulados com solugdo
de GA 0,001; 0,1 e 0,5%. . Elui¢do do pico I com solugdo de NaCl 0,15
mol/L e do pico II com solu¢@o de D-galactose 0,2 mol/L. (Coluna — area do
filme 29,25 cm . , volume 2,5mlL).

'\ —u— GalCol (3:2)
3 A —e— GalCol (7:3)
] \\ —a— GalCol (4:1)

|

1,o-< \\ﬂ
051 'ﬁ&:\’ i
0,0 | .\\ﬁttgtktuwlk—\*_

N. do tubo

Absorbancia 280nm

Figura 56 - Cromatografia de afinidade de extrato bruto de Arforcarpus incisa em
coluna de filmes de galactomanana:colageno (3:2, 7:3 e 4:1) reticulados com
solucdo de GA 0,1%. Eluicdo do pico I com solugdo de NaCl 0,15 mol/L e
do pico II com solugio de D-galactose 0,2 mol/L. (Coluna — Area do filme
29.25 cm , volume 2 mL).



90

Quando verificados os rendimentos de interagdo da frutalina com filmes (Tabela
6), para os diferentes ensaios cromatograficos mostradas nas Figuras 54, 55 e 56,
observa-se, uma diminui¢do no rendimento, com o aumento da reticulagdo dos filmes
com glutaraldeido (0,01, 0,1 e 0,5%), de 34,13 a 8,53 ug/ cmz, de 22,5 a 8,3 pg/ cm’ e
68,36 a 2,10 pg/ cm’ para as propor¢cdes GalCol de (3:2), (7:3) e (4:1),
respectivamente. O maior rendimento (76,8 pug/ cm?) foi verificado para filmes GalCol
(3:2) reticulados com glutaraldeido 0,1%, embora com valor mais alto em relagéo a

concentra¢do 0,01%.

Tabela 6 — Embebicdo e rendimento de interacdo da frutalina com filmes de GalCol.

Amostra Embebig¢do n

(GalCol) (gH,0O/g mat. Seca) (ug/ cm?)
(3:2) GA0,01% 5.21 34,13
(3:2) GA0,1% 4,12 76,8
(3:2) GA 0,5% 4,37 8,53
(3:2) GA 1% 3,80 6,39
(7:3) GA0,01% 7,75 235
(7:3) GA0,1% 5,10 21,3
(7:3) GA 0,5% 4,97 8,3
(7:3) GA 1%? 4,43 -
(4:1) GA0,01% 12 68,36
(4:1) GA0,1% 5,13 17,06
(4:1) GA0,5% 4,60 2,10
(4:1) GA 1%? 4,83 =

(a) — amostra sem atividade hemaglutinante

Os resultados mostraram como esperado, que o aumento da reticulagdo da
matriz, diminuindo a capacidade de embebi¢@o, deve produzir menor capacidade de
interagdo com a lectina, independente do teor de galactomanana presente. Outro

aspecto verificado, € que o grau de interagdo da lectina com os filmes de GalCol, €
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mais corretamente avaliado por medida de atividade hemaglutinante, cujo
comportamento ndo foi o mesmo refletido no perfil cromatografico.

Realizada microscopia eletronica de varredura de filmes de GalCol (3:2)
reticulados com glutaraldeido 0,1%, com e sem adi¢do de frutalina, Figuras 57 e 58

respectivamente, observa-se mudanca na textura na superficie da membrana.

ColGal 60 GA

Figura 57 — Micrografias de filme de GalCol (3:2) reticulado com GA 0,1%.
Ampliada 5000x.

» .

WD Exp 1 10um

ColGal 60 FR

Figura 58 — Micrografias de filme de GalCol (3:2) reticulado com GA 0,1%, ¢
com adicd@o de frutalina. Ampliada 5000x.
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IV.5.2. Medidas Piezelétricas.

As medidas piezelétricas foram realizadas nas seguintes amostras: filmes de
galactomanana:coldgeno (3:2), dopado com frutalina (GalCol (3:2)d) € ndo dopada
(GalCol (3:2)), e filmes de galactomanana:coldgeno (7:3), dopado com frutalina
(GalCol (7:3)d) e ndo dopado (GalCol (7:3)). As medidas foram feitas em amostras
com geometria tipo disco como mostrado na Figura 13. Em todas as amostras o
didmetro do eletrodo L variou de 1 até 4 cm. As Figuras 61 a 66 mostram a
dependéncia do médulo da admitdncia Y| com a freqiiéncia para diferentes didmetros
de eletrodo. Observa-se, em todos eletrodos, a ocorréncia de ressondncia eletro-
mecanica associada a piezeletricidade da amostra. Pode-se também verificar a redugéo
da freqiiéncia associada ao aumento do didmetro do eletrodo (L), o que € esperado
visto que a equagdo 19 estd associada a caracteristica principal de ressonéncia acustica.

As constanwes de freqiliéncias, fL, associadas ao modo de piezeletricidade de
cisalhamento do material, foram obtidas dos graficos de admitancia. Os valores
médios obtidos para o produto /L. encontram-se na Tabela 7, onde observa-se que 0s
filmes GalCol (7:3) apresentaram valores préximos ao do colageno (GOES et. al,
2002), enquanto para os filmes GalCol (3:2) os valores sdo mais baixos, sendo o filme
GalCol (3:2)d o que apresentou menor valor do produto.

A Tabela 7 também apresenta os valores das constantes dielétricas dos filmes,
medidas em 1MHz e 1GHz, as quais foram obtidas das Figuras 59 e 60. Observa-se
que, em ambos o0s casos, ,0s filmes dopados com frutalina possuem constantes

dielétricas menores que os nao dopadas.

: : . F o8 i
Das medidas experimentais de &;, €1, fL e p pode-se obter d;, utilizando-se

as equacdes (14), (15) e (19). A Tabela 7 mostra os valores experimentais obtidos para
estas constantes.- Observa-se que para os filmes GalCol (3:2) e GalCol (3:2)d os
valores da constante obtidos foram um pouco maiores do que os de filmes de
colageno. Estes resultados sugerem um possivel aumento na orientagdo das
macromoléculas na estrutura do filme, ja& que o efeito piezelétrico estd relacionado
com a anisotropia do material. Entretanto. nos filmes GalCol (7:3) e GalCol (7:3)d,

observa-se uma redu¢do nos valores das constantes, o que pode ser devido a maior
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capacidade de embebi¢do desses filmes, levando a possiveis perdas de massa de
polissacarideo por lixiviacdo.

Na Tabela 8 estdo apresentados os valores do fator de perda para todos os
didmetros, L, de todas as amostras. Em média os filmes GalCol (3:2) e GalCol (3:2)d
apresentaram menores fatores de perda do que os filmes GalCol(7:3) e GalCol(7:3)d.

Um exame mais detalhado nas figuras de admitancia, pode-se verificar que
ocorre, em todos os didmetros de eletrodo, um deslocamento da freqiiéncia de
ressonancia com a dopagem do filme com frutalina. A Figura 65 mostra o valor
absoluto da variacdo da freqii€éncia de ressonancia em funcdo do didmetro de eletrodo.
O filme GalCol (3:2) apresenta Af maior do que o filme GalCol (7:3) em quase todos
os didmetros, sendo que a maior variacdo de freqiiéncia (5,7MHz) foi observada no
eletrodo com didmetro igual a 1,8 cm. Esta variacdo de freqii€éncia pode ser melhor
observada pela comparacdo das curvas de admitancia, como apresentado na Figura 66.

Os altos valores para as constantes de freqliéncia e piezelétricas, os baixos
fatores de perda e os deslocamentos da freqiiéncia de ressondncia devido a
dopagem com frutalina, principalmente para o filme de GalCol (3:2), abrem a
possibilidade de utilizacdo deste filme em sistemas eletronicos baseados em

ondas acusticas, tais como sistemas de onda acustica de superficie, SAW.

Tabela 7 - Valores experimentais de densidade (p), espessura do filme (e),
permissividade dielétrica (g), constante de freqiiéncia (fL) e constante
piezelétrica (d4)

P e 1IMHz 1GHz fL dis (pC.N"
Amostra (kg/m>) (um) 5% a% (kHz.m)
Colageno* 1020.62 67,5 3,15 2,66 444.11 0,079
GalCol (3:2) 904,09 51,68 270 233 4065 0,081
GalCol (3:2)d 916.63 43,56 2,56 220  324,5 0,099
GalCol (7:3) 1043,55 5536 2,57 2,18 46537 0,067
GalCol (7:3)d 977,73 5920 2,11 1,85 460,29 0,057

*(GOES et al, 2002)
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Tabela 8 - Fator de perda (Q") para cada amostra como fungdo do didmetro do disco

L)
L (cm)
Amostras 1 1.2 14 16 1.8 290 24 26 28 32 36 40
Galcol (3:2) 0,13 - 0,17 - 0,15 0,22 0,23 0,25 0,18 0,21 0,22 0,24
Galcol (3:2)d 0,16 0,15 0,15 0,14 0,14 0,15 0,18 0,21 0,16 0,17 020 0,19
Galcol (7:3) - 0,16 0,15 0,20 0,20 0,17 0,22 0,28 0,25 0,22 0,21 0,46
Galcol (7:3)d - - = 0,37 047 0,18 0,20 0,62 0,32 027 024 024
27 o GalCol(3:2)

e GalCol(3:2)d

Constante Dielétrica
N
=S
1

2,21

Freqiiéncia (MHz)

- T ) T . T ¥ T . 1
0 200 400 600 800 1000

Figura 59 - Constante dielétrica de filmes de GalCol (3:2) reticulados com GA

0,1%, com e sem dopagem com frutalina.

o GalCol(7:3)
25 ) ® GalCol(7:3)d

Constante Dielétrica

T ' T ¥ T T T ¥ T T 1
0 200 400 600 800 1000
Freqiiéncia (MHz)

Figura 60 - Constante dielétrica de filmes de GalCol (7:3) reticulados com GA

0,1%, com e sem dopagem com frutalina.
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1Y[(S)

L (em)

=X+t Oqd D

Frequéncia (MHz)

Figura 61 - Admitancia elétrica |Y| como funcdo da frequéncia externa (F) e
diametro do disco (L), para filmes de Galcol (3:2) reticulados com GA
0,1% embebidos em solugdo NaCl 0,15 mol/L.
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0,3+
0,2

0,14
J

0.0

10 20 30 40
Freqiiéncia (MHz)

Figura 62 — Admitancia elétrica [Y| como fun¢do da frequéncia externa (F) e
didmetro do disco (L), para filmes de GalCol (3:2) reticulados com GA
0,1% dopados com frutalina.



96

0.4
L (cm)

1,0
1,2
1,4
1,6
18
2,0
2.4
2,6
2,8
32
36 A
40 &

0,3 -

Y] (S)

o\ - | ¥X +04 O n

=]
o
—
1

Freqiiéncia (MHz)

Figura 63 — Admitancia elétrica |Y| como fun¢do da frequéncia externa (F) e
didmetro do disco (L), para filmes de GalCol (7:3) reticulados com GA
0,1% embebidos em solugdo de NaCl 0,15 mol/L.
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Figura 64 - Admitancia elétrica |[Y| como funcdo da frequéncia externa (F) e
diametro do disco (L), para filmes de GalCol (7:3) reticulados com GA
0,1% dopados com frutalina.
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6 —u— GalCol(3:2)
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Figura 65 — Variacdo da freqiiéncia de ressonancia em fun¢do do didmetro do
eletrodo para amostras de GalCol (3:2 e 7:3).

IL=1,8cm
0,4+ o GalCol(3:2)d

@ o GalCol(3:2)

IY1(S)

Frequiéncia (MHz)

Figura 66 - Curvas de admitancia das amostras GalCol ( 3:2) e GalCol (3:2)d,
para eletrodo com didmetro de 1,8 cm.
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V. CONCLUSOES

Dos resultados apresentados neste trabalho podemos concluir que:

e TFilmes de galactomanana:coldgeno quando reticulados com glutaraldeido, sdo

estaveis e permitem interacdo com lectinas ligantes de galactose.

e Das propor¢des estudadas de galactomanana:coldgeno, o filme de GalCol (3:2)
reticulado com glutaraldeido 0,1% apresentou melhor desempenho tanto nos
resultados de intera¢do com a frutalina cujo rendimento foi de 76,8 pg/cm?, como

na capacidade de embebi¢do da matriz.

e A constante piezelétrica, d;s, a complacéncia eldstica, Sss. € as constantes
dielétricas, foram obtidas para filmes de galactomanana:colageno (3:2) e (7:3)
dopados ou ndo com de lectina. A constante piezelétrica para filmes de
galactomanana:colageno (3:2) foi 0,08 pC/N. A adsor¢do da lectina no filme
aumentou levemente a piezeletricidade para 0,088 pC/N e diminuiu a freqiiéncia de
ressondncia cuja variagdo foi de 5,7 MHz. Estes resultados sugerem a possibilidade
de utilizaé:ﬁo desses filmes em dispositivos eletrdnicos para deteccdo de lectinas em

extratos brutos de plantas.
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Abstract

In this paper, we report results of a study of the physicochemical, dielectric and piezoelectric properties of anionic and native
collagen films, considering the development of new biomaterials which have potential applications in coating of cardiovascular
prostheses, support for cellular growth and in systems for controlled drug delivery. The piezoelectric strain tensor element d, 4,
the elastic constant ss5s, and the dielectric permittivity €;; were measured for the anionic and native collagen films. It was
observed that the collagen samples submitted to the alkaline treatment present lower thermal stability than those made from
native collagen. However, the treated samples present a higher piezoelectricity compared with the native collagen. The
frequency constant fL and the piezoelectric strain element d}4, obtained for the alkaline-treated sample (72 h), present the
highest values for the samples under study (444.1 kHz m and 0.079 pC/N, respectively). We believe that the alkaline treatment
led to an increase of the organization of the microscopic fiber structure of the sample, which could result in an increase of the
piezoelectricity. © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Some biological materials and biopolymers are found to
exhibit the polar uniaxial orientation of molecular dipoles
in their structure and can be considered as bioelectret.
Such materials show pyroelectricity and piezoelectricity.
Biocompatible polymeric materials are now used exten-
sively after proper polarization treatment for biomedical
applications such as antithrombogenic surfaces and artificial
membranes [1]. Pyro- and piezoelectric studies in various
types of biological systems show the presence of natural
polarity in the structure of various parts of animals and
plants. In many natural structures, polar molecules such as
proteins are aligned in parallel with a preferred direction of
the polar axis to form crystalline structures. Therefore, such
structures can be regarded as natural electrets. Because of
this intrinsic polarization, pyroelectricity and piezoelectri-
city in the axial direction can be observed [2,3].

Collagen, the most abundant protein of the animal kingdom,
has a long history as a biomaterial. We can find it in prostheses

* Corresponding author. Fax: +55-8-5287-4138.
E-mail address: sombra@ufc.br (A.S.B. Sombra).

of heart valves, in artificial skins, in contact lenses and in
injectable gels for soft tissue augmentation [4—6]. Collagen
molecules (molecular weight 300,000) are rod-like triple
helices, which are 300 nm in length and 1.5 nm in diameter.
Collagen fibers possess a high degree of axial alignment of
collagen molecules and are characterized by a regular stagger
of approximately 1/4 of a rod length between each molecule
and its axially aligned neighbor [7,8].

The piezoelectric properties of collagen have been inves-
tigated in complex biological systems such as bone and
tendon. The major difference between them is the structural
organization level over the tissue. For different tissues, one
has different organization of the protein. However, the
chemical composition is similar. The piezoelectric proper-
ties of bone are of interest in view of their role in bone
remodeling [9]. The magnitude of the piezoelectric sensitiv-
ity coefficients of bone depends on frequency, on direction
of load, and on relative humidity. Values up 0.7 pC/N have
been observed in bone [10]. Marino et al. [11] examined the
relation between collagen’s film piezoelectricity and its
electron microscopic appearance, in films with different
degree of organization, and suggested that the piezoelectric
effect originates at the level of tropocollagen.

0022-3697/02/$ - see front matter © 2002 Elsevier Science Ltd. All rights reserved.
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In this work, we studied the thermal, dielectric and piezo-
electric properties of anionic and native collagen films,
considering the development of new biomaterials which
have potential applications in coating of cardiovascular
prostheses, support for cellular growth and in systems for
controlled drug delivery.

2. Experimental methods

The anionic collagen was prepared by solubilization of
collagen from bovine sera after different periods (24, 72 and
168 h) of treatment under alkaline conditions in the presence
of salts, followed by homogenization in acetic acid solution,
at pH 3.5 [12]. The native collagen was prepared by solubili-
zation of collagen from bovine sera after treatment with
acetic acid under low pH, followed by homogenization in
acetic acid solution, at pH 3.5. All samples were dialyzed
against acetic acid solution, at pH 3.5, and brought to a final
concentration of 1%, determined by hydroxiproline [13].

The membranes, cast in acrylic molds from a collagen
solution, were equilibrated in phosphate buffer, 0.13 mol/l,
pH 7.4 for 24 h, followed by extensive water washes and
dried in laminar flow of air. The membranes were prepared
from collagen with 0, 24, 72 and 168 h under alkaline treat-
ment (samples SO, S1, S2 and S3, respectively).

The thermal stability of the collagen was determined by
measures of its denaturation temperature, using a Shimadzu
DSC-50 equipment, membrane samples were sealed in
aluminum cells and heated at a rate of 5°C/min with N,
atmosphere.

The complex dielectric function measurements were
obtained from a HP 4291A material impedance analyzer in
conjunction witha HP4194 impedance analyzer, which jointly
covered the region of 100 Hz—1.8 GHz. In Fig. 2 one has the
sample geometry we used for the dielectric and piezoelectric
measurements. Rectangular coordinates are assigned to the
samples as shown in Fig. 2. The 2-3 plane is the sample
plane, and the 1 axis is perpendicular to the plane of the
sample. The flat faces of the samples are painted with a silver
electrode. The thickness and the diameter of each sample are
found in Table 1. For each the sample, we took around 100
measurements of the thickness, using a digital paquimeter, and
calculated the average value (see Table 1). For all the studied
samples, the diameter ‘L’ varied between 1.5 and 3.2 cm, and

Table 1

the average thickness ‘e’ was 85,51, 67 and 54 p.m for samples
S0, S1, S2 and S3, respectively.

3. Piezoelectric measurements

The coupled electromechanical equations for our system
are:

Sy =spT; + djE; (1)

D,‘ - E;; ¥+ d[_,T} (2)

S; (81, ..., Sg) is the strain and 7 (T}, ..., Tp) is the stress, E; is
the electric field and D; is the displacement vector. With
constants s5 (compliance for constant electric field), e,-}
(dielectric permittivity for constant stress) and the piezo-
electric strain element d;;. Similarly, the coefficients relating
the displacement vector (D;) to the strain vector (S;) are
called the piezoelectric stress elements e;;. Piezoelectricity
may exist for certain symmetries of crystalline structures. In
general anisotropic crystals have the piezoelectric effect and
their piezoelectric constants can be represented by the
matrix: d;; [14,15]: 3

dyy dy diz dy ds dyg
dry dy dy3 dy dys dyg
dyy dyp dyz dy dss dsg

d;; are called the piezoelectric strain constants. Some of
them are null, according to the symmetry of the material
[14,15]. In the case of natural biopolymers, which show
only shear piezoelectricity, the symmetry observed is D
(002). In this case, dps = —d}4. In the case of bone, the piezo-
electricity appears only when the shearing force acts on the
oriented collagen fibers so that they slip past one another
[2,3]. Shear piezoelectricity is observed almost universally
for the oriented textures of biopolymers [2]. For this sym-
metry, the tensor d;; is given by [2,3,14,15]:

00 10 dy 0 B
000 O =dy ©
T D N

In this notation, i, j take values 1, 2, and 3. When indices i

Alkaline treatment time (AT), denaturation endotherm (DE), density (p), thickness (e), dielectric permittivity (€), frequency constant (fL) and

piezoelectricity (d,4) of samples SO, S1, S2 and S3

Sample Alkaline treatment Denaturation endotherm p e 1 MHz 1GHz fL dys
AT (h) DE (°C) (kg/m®) (wm) el/e, etles (kHzm) (1072C))
SO 0 78.33 998.47 85.45 2.56 2.23 437.69 0.066
S1 24 71.05 936.10 51.66 2.49 2.18 386.12 0.074
S2 72 57.38 1020.62 67.5 3.15 2.66 44411 0.079
S3 168 58.35 986.2 54.1 221 1.88 404.85 0.072
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and j are interchangeable, () is abbreviated to / or J, so that:
11—1,22—2,33—3,23—4,31—5,12—6.

Shear piezoelectricity is also observed for the oriented
films of a variety of synthetic polymers with optical activity.
For the same symmetry group, the dielectric tensor €;; is
given by:

€1 0 O
0 €11 0
0 0 €)1

For this symmetry, the elastic compliance tensor sy is
given by [14,15]:

s S sz 0
S;2 s sz 0
S;3 S;3 83 0
0 0 0 ss5
0 0 0 0 ss5
O ] S R D e

= G = [ = i <)
o R e TR = R oo YRR =)

Rectangular coordinates are assigned to the film sample.
The 1 axis is perpendicular to the plane of the sample, plane
2-3 (Fig. 2).

Using the tensors defined in Egs. (1) and (2), and taking
into account that the electric field is applied in direction 1
(E; = E5=0), one has:

Dl — ETIEI o= d14T4 (3)

S4 = S§5T4 + d14E1 (4)

From Egs. (3) and (4) one can see the electro-mechanical
coupling through the d\4 piezoelectric tensor element. In this
geometry, one has a mechanical wave propagating in the
plane of the sample (S; <+ S,3) coupled with the electric
field in the ‘1° axis.

After an easy manipulation one has for the D, vector:

diy dis
D, = elTI(l - == |E, + =25, (5)
51555€1T1 sEs

One can now define k4, which is the piezoelectric coupling
factor:
2

2 diy

ko= 5 (©)
S55€11

From the definition of k4, one can define the relations of
elastic compliance and electric permittivity measured under
different conditions:

D

855 __ 6? L 2

g = Sl =k @)
555 LS

The piezoelectric strain element dj4 for the shear piezoelectric

is given by Eq. (6) [14,15]:

dig = kip €1 555 (®)

with Eq. (7):
S

kg =41 — E—;l )
€n

where k4 is the piezoelectric coupling factor, €| is the
dielectric permittivity obtained by a measurement of the
capacitance at a frequency below the fundamental reson-
ance, €}, is obtained by measurement of the capacitance at
a frequency above the resonance mode. The measurement of
the dielectric permittivity was done in the range of 1 MHz—
1 GHz in the geometry of Fig. 2. The obtained values for
1 MHz, and 1 GHz can be found in Table 1. In our calcula-
tions, we assume e, at 1 MHz (below the piezoelectric
resonance frequency) and elsl at 1 GHz (above resonance).
From Egs. (3) and (4), one has for 7}:

1 diy
Th= 55— 53D (10)
515)5 515355?1

Assuming that dD,/dx, =0 we can obtain the equation of
motion:

a2~ psD oxd
where u, is the displacement on the plane of the sample
(plane perpendicular to electric field, see Fig. 2), and p is
the density.

The obtained velocity is:

- (12)

R ()]

ps3s ¢
where o is the frequency and % is the wavenumber (k = 27/
A).

The elastic compliance s?s, which is determined from
the successive resonance frequencies of the shear mode
can be calculated from Eq. (12), assuming that the most
pronounced resonances are those where the body cau
accommodate one half wavelength of the standing elastic
wave (L=A/2). In this case, one can obtain s from
Eq. (12):

1
D _
S55 = ap(fL? (13)

where fL is the frequency constant which is the product of
the resonance frequency and the diameter of the sample
(controlling dimension of the sample, L> e, see Fig. 2)
and p is the sample density. From the experimental
measurement of e}, €, fL and p one can obtain s?s
(Eq. (13)), k14 (Eq. (9)) and dy4 (Eq. (8)). Table 1 shows
the experimental values of these constants under study.
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Fig. 1. DSC curves of the samples SO, S1, S2 and S3.

4. Results and discussion

Fig. 1 shows the DSC curves of collagen films. The main
feature in the DSC curves of collagen are the denaturation
endotherm, at 78.33, 71.05, 57.38 and 58.35°C for samples
S0, S1, S2 and S3, respectively (see Table 1). These results
show that films made from anionic collagen have lower
thermal stability than those made from native collagen.
We can explain these results by the fact that alkaline treat-
ment of the protein may cleave the esterlike bonds present in
tropocollagen [16,17]. Otherwise, it is known that the alka-
line treatment hydrolyzes the carboxiamide residues of
asparagine and glutamine [18]. This hydrolysis results in a
net negative charge of collagen molecules at neutral pH. The
thermodynamics and kinetics of the collagen precipitation
have been extensively studied [19,20]. Temperature, pH and
ionic strength all exert profound effects on fibril precipita-
tion. Primarily electrostatic and hydrophobic interactions
between amino acid side chains of neighboring collagen
triple helices stabilize the fibers. Attractive interactions
result from pairing of oppositely charged amino acids and
repulsive interactions result from pairing of like charged
amino acids. The changes in net charge and number of
ionized groups as pH varies would be expected to exert a
significant effect on forces between molecules in fibers and,
hence, on fiber physical properties.

Fig. 3 shows the frequency dependence of the absolute
value |Y] of the admittance of sample SO. The measurement
was done with the sample in disk type geometry as shown in

i

A
1
3
L
L

Fig. 2. A rectangular coordinate assigned to the sample for the
measurement of piezoelectric and dielectric constants.

Sample SO E L
0,35
1 AT=0h
030 .
DE=78.3"C
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i
— 020+
>
0.154
0,10+
0.05 1
0.00 1=
0

Frequency (MHz)

Fig. 3. Electrical admittance as a function of external frequency and
the disk diameter (L) for sample SO.

Fig. 2. It is quite clear that the eletro-mechanical resonance
is associated to the piezoelectricity of the sample. From
Fig. 3 one can confirm the reduction of the resonance
frequency associated to the increase of the electrode
diameter (L). This is an expected result in view of Eq. (13)
associated to the main characteristic of the acoustic resona-
tor. We also did measurements in piezoelectric ceramic PZT
to obtain the resonances for this material, to use as a cali-
bration of our measurements.

Fig. 3 shows five measurements for five different
diameters of the disk, which is indicated in the figure.
From Fig. 3, the frequency constant, fL associated to the
shear piezoelectric mode of this sample was obtained. The
average value obtained for the shear mode was
fL ~ (437.69 kHz m, which is a value about two orders of
magnitude higher compared with PZT [14,15]. Figs. 4-6
show the admittance of samples S1, S2 and S3. We also
did the measurement of the dielectric permittivity e[, at
1 MHz (which is the dielectric permittivity obtained by a
measurement of the capacitance at a frequency below the
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Fig. 4. Electrical admittance as a function of external frequency and
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Fig. 5. Electrical admittance as a function of external frequency and
the disk diameter (L) for sample S2.

fundamental resonance) and eISI at 1 GHz (which is the
dielectric permittivity obtained by measurement of the capa-
citance at a frequency above the resonance mode). With the
experimental measurements of €, fL and p and using Egs.
(8), (9) and (13) one can obtain the piezoelectric strain
element d|4 for the shear piezoelectricity (see Table 1).
The piezoelectric strain tensor element d,, obtained for the
natural collagen was around 0.066 pC/N, which is in good
agreement compared with values reported in the literature
obtained with other techniques [2,3,11,16]. In Ref. [11]
collagen films was prepared by evaporation and electro-
deposition from solution. It was observed the electro-
deposited films were more organized presenting higher
piezoelectric coefficients than the evaporated films, with
values around 0.076 pC/N. In Figs. 4—6 one has the reson-

0.25 £
Sample S3 . L
AT=168h b B ¢ % = lEun
0207 pp=s5g.° B 20¢m
c‘-f.l,l.um C =7 24cm
S D = 28em
2 el E % 32dm
2]
]
0.00- e
0 10 20 30 40
Frequency (MHz)

Fig. 6. Electrical admittance as a function of external frequency and
the disk diameter (L) for sample S3.

ances associated to samples S1,S2 and S3. For sample S2, a
slight increase of the value of the piezoelectricity (0.079 pC/
N) was observed. The increase of the piezoelectricity for the
S2 sample was not well understood up to this point in this
study. From Table 1, one can see that sample S2 presents
the highest density, dielectric permittivity and frequency
constant fL. We believe that the alkaline treatment, of the
native collagen results in lower thermal stability than those
made from native collagen, which was observed with the
decrease of the denaturation endotherm (see Table 1). How-
ever, the treatment led to an increase of the organization of
the microscopic fiber structure of the sample, which could
explain the increase of the piezoelectricity.

5. Conclusions

In this paper we did a study of the physicochemical,
dielectric and piezoelectric properties of anionic and native
collagen films, considering the development of new bio-
materials which have potential applications in coating of
cardiovascular prostheses, support for cellular growth and
in systems for controlled drug delivery. The piezoelectric
strain tensor element dj4, the elastic constant ss5, and the
dielectric permittivity €;, were measured for the anionic
and native collagen films. It was observed that the collagen
samples submitted to the alkaline treatment presents, exhib-
ited lower thermal stability than those made from native
collagen. However, the treated samples present a higher
piezoelectricity compared with the native collagen. The
frequency constant fL and the piezoelectric tensor element
d\4 obtained for the heat-treated sample (72 h) present the
highest values for the samples under study (444.1 kHz m
and 0.079 pC/N, respectively). We believe that the alkaline
treatment led to an increase of the organization of the micro-
scopic structure of the sample, which could result in an
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increase of the piezoelectricity. This high value for the
frequency constant and piezoelectricity opens the possibility
of using this film in electronic devices based on acoustic
waves (such as surface acoustic wave devices, SAW)
which operate in the MHz frequency range using piezo-
electric substrates. We are studying in our laboratory a
SAW filter prepared over the surface of a collagen film to
be used as a pressure sensor in biological applications.
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Abstract

This work reports the effects of galactomanan on the physicochemical properties of collagen membranes,
for biomedical, food industry and cosmetic applications. The membranes, casted in acrylic molds, from collagen
solutions containing galactomanan in various proportions, were equilibrated in phosphate buffer, pH 7.4. Results
obtained from thermal analysis (DSC) of collagen showed that the interaction between collagen and galctomanan
occurs with increase in the thermal stability of collagen structure. The swelling studies showed that the presence of
galactomanan increase the swelling in collagen membranes. Hemagglutination activity were done to study the
binding of lectins on the membranes.

PALAVRAS -CHAVE

Biopolimeros, polimeros naturais, lectinas, galactomanana, coldgeno.

INTRODUCAO

O colageno ¢ uma proteina que, por sua capacidade de se reconstituir a partir de solugdes dcidas diluidas, €
amplamente utilizado na industria de alimentos, de materiais biomédicos € em cosméticos. O colageno € uma
molécula linear constituida de trés cadeias polipeptidicas entrelagadas, em sua maior parte, na conformacio de uma
hélice tripla de 300 nm de comprimento e 1,5nm de didmetro. Cada cadeia com peso molecular em torno de 100.000
mol/g, possui uma regido central de hélice tripla com cerca de 1000 residuos de aminodcidos e regiGes N e C
terminais nfo helicoidais [1]. O coldgeno pode ser obtido na forma de géis, fios € membranas. Para melhorar o
desempenho desses materiais, tem sido proposto a adi¢do de polissacarideos [2]. No presente trabalho foi nosso
interesse estudar os efeitos da adi¢io de galactomanana sobre as propriedades fisico-quimicas de membranas de
colageno. Galactomananas sfo polissacarideos de plantas constituidos de cadeias lineares de D-manose unidas por
ligagdes glicosidicas B-1-4, com ramificagdes de galactose unidas a unidades D-manose da cadeia linear, por
ligagSes a—1-6-glicosidicas [3]. A proporgdo de galactose/manose de galactomanana de Adenanthera pavonina foi
determinada como sendo 1,8:1 [4]. Assim, apos reticulagio com epicloridrina estas gomas podem ser usadas como
matrizes de afinidade para isolamento de lectinas galactose-especificas.

MATERIAIS E METODOS

O colageno foi solubilizado em solugdo de acido acético 1% a partir de serosa bovina, apos 72h de
tratamento em meio alcalino [5]. A galactomanana isolada de goma endospérmica de carolina [4] foi solubilizada
em solugdo de 4cido acético 1% e misturada a solugdo de colageno pH 3,5, nas concentragdes, 0, 25, 50 ¢ 87%. As
membranas foram formatadas em moldes de acrilico, a pH 7,4, e reticuladas com solugdo de glutaraldeido 0,05%,
antes de serem secas em temperatura de 25°C. Os ensaios de embebi¢do foram realizados emergindo as membranas,
cortadas na forma de um retdngulo de 1 cm de lado, em solugdo de NaCl 0,15M, e os resultados expressos como
grama de H,O por grama de membrana seca. A estabilidade térmica dos filmes foram determinadas em um
equipamento Shimadzu DSC-50, em cadinhos de aluminio com taxa de aquecimento de 5°C/min em atmosfera de
N,. Para o estudo da interagdo lectina-galactomanana, pegas das membranas coldgeno/galactomanana (lcm?) foram
imersas em solugdo de frutalina 1 mg/mL por 2h e a seguir lavadas exaustivamente com NaCl 0,15M. As
membranas foram imersas em solugio de galactose 0,2M por 30 minutos e o sobrenadante submetido a andlise de
atividade hemaglutinante como descrito na literatura [6], tendo sido utilizados eritrécitos de sangue de coelho. A
atividade (Titulo de hemaglutinacdo) € expressa como o inverso da maxima dilui¢o com agregacdo visivel.




RESULTADOS E DISCUSSOES

Os ensaios de embebigdo das membranas de colageno — galactomanana, com concentragGes de 0, 25, 50 e
87% de galactomanana, mostraram uma absorc¢do de agua de 2,08, 2,66, 3,93 € 5,50 gH,O/g, respectivamente. Estes
resultados mostram que a absorgdo de 4gua cresce com o aumento do teor de galactomanana na membrana.
Entretanto, foi observado que em membranas com altas concentragdes do polissacarideo pode ocorrer lixiviagdo da
goma que nio ficou retida na malha de colageno.

A Figura abaixo mostra os graficos de estabilidade térmica, (DSC), de membranas de colageno, colageno-
galactomanana e da goma de carolina. A membrana de colageno (0%) apresenta uma transigdo em 59,22 °C, devido
a desnaturagio da proteina, enquanto a membrana com 25% de galactomanana apresenta uma transi¢do em 64,33
°C, sugerindo uma maior estabilidade da hélice tripla do coldgeno. Membranas com 50 e 87% de galactomanana
apresentam multiplas transi¢cdes, 0 que sugere a formacdo de complexos coldgeno - galactomanana com diferentes
graus de estabilidade térmica. A goma de carolina (100%) apresenta uma transi¢do em 76,90 °C.

[a—
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40 60 80 100 120 140
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A interacio de lectina com a galactomanana pode ser avaliada pela medida da atividade hemaglutinante, ja
que essa proteina possui um ou mais sitios de ligagdo a carboidratos, € desse modo € capaz de aglutinar células. Os
resultados demonstram um aumento do grau de aglutinagdo com o incremento de galactomanana na membrana,
sugerindo que a goma ocluida entre as fibras de colageno mantém livres grande parte dos sitios de ligagdo com a
lectina que ocorre pela presenga de residuos de galactose livres no polissacarideo.

CONCLUSAO

Os ensaios de analise térmica mostram que o coldgeno e galactomanana interagem para formar estruturas
complexas, as quais podem aumentar a estabilidade das membranas, embora reduza sua homogeneidade. A maior
capacidade de absorg¢do de 4gua nas membranas com galactomanana pode ser de interesse tanto para industria de
alimento como na cosmética.
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Introduction

Biodegradable plant polysaccharides, such as pectin, dextrans and
galactomannans are biopolymers generally considered to be biocompatible and environment
friendly materials. They are widely used as thickening agents in food and drug
products, and also used for the extended release of drugs after oral administration
and could be used for the specific delivery of drugs into the human colon if
properly modified (e.g., by ‘crosslinking to form hydrogels) to reduce their water

®  solubility[1]. Its major use is in the food industry either in its native or modified
form. In other reports guar gum was crosslinked with glutaraldehyde (GA) to
reduce its swelling properties[2]. These reduction in swelling was required to
prevent entrapped drug leakage right after its oral ingestion.

Galactomannans are plant polysaccharides displaying a mannan backbone with ramdomly
substituted (9 6) linked o-D-galactosyl units. The galactose:mannose (G/M) ratio varies from
0,3 in locust bean gum to 0,9 in fenugreek and intermediate values for other members in this
family[3]. In contrast to mannan, these polysaccharides are water soluble and form highly
viscous solutions. The viscosity appears to be dependent on a number of factors such as
molecular weight, degree of substitution, temperature and pH [4]. The availability of a spectrum
of plant seed polysaccharides thus provides an excellent opportunity for the development of fine
tuned food products by utilizing these galactomannans. X-rays investigations to date indicate that
any of these galactomannans can form a 2- fold helix of pitch 10,3 A similar to that of mannan
itself [3]. Thermogravimetric analysis (TGA) and differential thermal analysis (DSC) of some
polysaccharides including galactomannan, have been reported and found to be promising and
sensitive techniques for characterizing structural modifications of these natural polymers [5].

Collagen, the most abundant protein of the animal kingdom, has a long history as
biomaterial. We can find it in prostheses of heart valves, in artificial skins, in contact lenses and
in drug delivery systems [6]. Collagen molecules (molecular weight 300.000) are rod-like triple
helices, which are 300nm in length and 1.5nm in diameter. Collagen fibers possess a high degree
of axial alignment of collagen molecules and are characterized by a regular stagger of
approximately % of a rod length between each molecule and its axially aligned neighbour [7,8].

The goals of the present study were to check how crosslinking affects the
physicochemical properties of galactomannan:collagen films which may be used for biomedical
applications and in food industry.

Methods

The collagen was prepared by solubilization from bovine serosa after 72h of treatment
under alkaline conditions in presence of salts, followed by homogenization in acetic acid
solution, at pH 3.5[9]. The samples were dialysed against acetic acid solution, and brought to a
final concentration of 0.1%, determined by hydroxiproline[10].

Galactomannan was obtained by its solubilization from seed endosperms of

Adenanz‘her.a pavonina after homogenization in acetic acid solution at pH 3,5. The dry matter
was determined by lyophilization.
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The galactomannan:collagen films were prepared with 0, 50, 60, 70 and 80% of
galactomannan (w/w) mixed in collagen solution at pH 3,5 and casted in acrylic molds with
phosphate buffer 0,13mol/L, at pH 7,4. Subsequently they were extensively washes in 0,15M
NaCl and dried in laminar flow of air. In fixation with GA, films pieces of 2cm” were immersed
in 0,001% GA solution for 24h at ambient temperature. After fixation, the pieces were treated in
glycine solution (0,025M glycine:0,05M borate, pH 9.2, ) for 10 min, and used for swelling,
infrared, and thermal stability assays.

The IR spectra were obtained from a NICOLET Model 5SXC-FTIR starting from
galactomannan films, and galactomannan:collagen-films, casted at pH 3.5.

The thermal stability of the collagen, galactomannan and galactomannan:collagen films,
were determined by DSC, using an equipment Shimadzu DSC-50. Samples were sealed in
aluminum cell and heated up with rate of 5 °C/min with N, atmosphere.

Pieces (1.5 x 0.5 cm) of galactomannan:collagen films, fixed with 0,001% GA, were
immersed in 0,15M NaCl solution for 24h. After swelling the films were weighed. The pieces
were washed in water and keeping under atmosphere of P,0s to constant weight. The results were
expressed as the ratio between water weight and film dry weight.

Results

Crosslinking of collagen sample with GA involves the reaction of the free amine groups
of lysine or hydroxylysine amino acids residues of the polypeptide chains with the GA aldehyde
groups. The reaction that will take place is the formation of a Schiff base, thereafter a large
variety of subsequent reactions may be involved in the crosslinking material [1-1]. The degree of
crosslinking of the samples was related to the denaturation temperature of the DSC samples.

In Figure 1A, the IR spectra shows the typical bands for collagen were observed in 1652
and 1550 cm’ (amide I, C=0 and amide II, NH), and the relationship of the absorbance for the
bands in 1235 and 1450 cm™ always was larger than the unit, both in the collagen spectra and in
the galactomannan:collagen spectra (See Figure 1B).
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Fig. 1. Infrared spectra of (A) Collagen film, (B) Galactomannan:collagen film (1:1), (C) Galactomannan Film.

The Figure 2A shows the DSC thermogram of collagen film crosslinked with GA 0,01%,
which the denaturation temperature was 59,72 °C. In all collagen-galactomannan films, treated
with crescent concentrations of GA (0.05, 1 and 1.5%), shown in the Figure 2B, C and D,
respectively, the thermograms showed two transitions, the first always near 49 °C and the other
between 58 and 66 °C. In the Figure 2E, DSC thermogram of galactomannan:collagen-film
without treatment with GA, present one transition in 51 °C.
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Fig. 2. DSC thermograms of (A) collagen film treated with GA 0.01%. (B), (C), (D) and (E)
Galactomannan:collagen films (GA 0.05, 1, 1.5, 0 %, respectively).

The rate of swelling of GA treated samples are present in Figure 3. The degree of
swelling of croslinked samples decrease from 7.71 to 2.04 gH,O/g film as a .function of
crosslinking level of GA from 0.001 to 2.0%.
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Fig. 3. The swelling curve of galactomannan:collagen films grafted with GA in function of concentration.

Conclusions

The IR results suggest that the triple helix structure of collagen was not affected with the
presence of galactomannan. Results obtained from thermal analysis (DSC) of films suggest that
the interaction between collagen and galctomannan occurs and produce some structure which
have its thermal stability around 49 °C, while the GA treatment crosslink the collagen
‘molecules, resulting transition in greater temperature. The swelling studies showed that the GA
treatment decrease the swelling in galactomannan:collagen films.
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Some biological materials and biopolymers are found
to exhibit the polar uniaxial orientation of molecular
dipoles in their structure and can be considered as bio-
electret. Such materials show pyroelectricity and piezo-
electricity. Biocompatible polymeric materials are now
used extensively after proper polarization treatment for
biomedical applications such as antithrombogenic sur-
faces and artificial membranes [1]. Pyro and piezo-
electric studies in various types of biological systems
showed the presence of natural polarity in the structure
of various parts of animals and plants. In many natu-
ral structures the polar molecules such as proteins are
aligned in parallel with a preferred direction of the polar
axis to form the crystalline structure. Therefore, such
structures can be regarded as natural electrets. Because
of this intrinsic polarization, pyroelectricity and piezo-
electricity in the axial direction can be observed [2].

Collagen, the most abundant protein of the animal
kingdom. has a long history as biomaterial. We can
find it in prostheses of heart valves, in artificial skins. in
contact lenses and in injectable gels for soft tissue aug-
mentation [3]. Collagen molecules (molecular weight
300 000) are rod-like triple helix, which are 300 nm in
length and 1.5 nm in diameter. Collagen fibers possess
a high degree of axial alignment of collagen molecules
and are characterized by a regular stagger of approxi-
mately 1/4 of a rod length between each molecule and
its axially aligned neighbor [4, 5].

The piezoelectric properties of collagen have been in-
vestigated in complex biological systems such as bone
and tendon. The piezoelectric properties of bone are of
interest in view of their role in bone remodeling [6].
The magnitude of the piezoelectric sensitivity coeffi-
cients of bone depends on frequency, on direction of
load, and on relative humidity. Values up to 0.7 pC/N
have been observed in bone [7]. Marino et al. [8] ex-
amined the relation between collagen’s film piezoelec-
tricity and its electron microscopic appearance, in films
with different degree of organization, and suggest that
the piezoelectric effect originates either at the level of
tropocollagen.

In this work we did a study of the thermal, dielectric
and piezoelectric properties of anionic and native colla-
gen films. considering the development of new bioma-
terials which have potential applications in coating of
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cardiovascular prostheses, support for cellular growth
and in systems for controlled drug delivery.

The anionic collagen was prepared by solubilization
of callagen from bovine serosa after a period of 72 h of
treatment under alkaline conditions in presence of salts.
followed by homogenization in acetic acid solution, at
pH 3.5 [9]. The native collagen was prepared by solubi-
lization of collagen from bovine serosa after treatment
with acid acetic under low pH. followed by homoge-
nization in acetic acid solution, at pH 3.5. All samples
were dialized against acetic acid solution, at pH 3.5.
and brought to a final concentration of 1%, determined
by hydroxiproline [10].

The membranes, cast in acrylic molds from a col-
lagen solution, were equilibrated in phosphate buffer,
0.13 mol/l, pH 7.4 by 24 h, followed by extensive water
washes and dried in laminar flow of air. The membranes
were prepared from collagen with 0 and 72 h under al-
kaline treatment (samples SO and S1 respectively).

The thermal stability of the collagen was determined
by measures of its denaturation temperature, using
an equipment Shimadzu DSC-50, membranes samples
were sealed in aluminum cell and heated up with rate
of 5 *C/min with N> atmosphere.

The complex dielectric function measurements were
obtained from a HP 4291 A Material Impedance Ana-
lyzer in conjunction with a HP 4194 Impedance An-
alyzer, which jointly cover the region of 100 Hz to
1.8 GHz.

Piezoelectricity may exist for certain symmetries of
crystalline structures. In general anisotropic crystals
have the piezoelectric effect and the matrix can rep-
resent their piezoelecric constants:

dy dip dyz diy dis dis
dy dn dy dy dis di

dyi dn diz dyy dis die
Where d;; are called as the piezoelectric strain con-
stants. Some of them are null, according to the symme-
try of the material [11]. In the case of natural biopoly-
mers the symmetry observed is D, which show only
shear piezoelectricity. In this case das = —d}4. In the
case of bone, the piezoelectricity appears only when
the shearing force acts on the orientated collagen fibers
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o that they slip past one another [2]. Shear piezoelec-
sty is observed almost universally for the oriented
s=xtures of biopolymers [2]. For this symmetry the ten-
sor is given by:

0 00 dsa 0 O
000 O —das O
000 O 0 O

Shear piezoelectricity is also observed for the oriented
films of a variety of synthetic polymers with optical
activity. Rectangular coordinates are assigned to the
film sample. The 3 axis is taken in the direction of
orientation, and the 1 axis is perpendicular to the plane
of the sample (Fig. 2). The piezoelectric strain element
d, 4 for the shear piezoelectric is given by [11]:

dis = ks €], 5% (1)

With

efl =‘(1 = k124)781T1 (2)

Where k4 is the shear piezoelectric coupling factor, e,T,
is the dielectric permittivity obtained by a measurement
of the capacitance at a frequency below the fundamen-
tal resonance, e,s] is obtained by measurement of the
capacitance at a frequency above the resonance mode
and 5355 is the elastic compliance which is determined
from the successive resonance frequencies of the shear

mode f:

77— =4p(f - L) (3)
SsEs(l = k1'4)

Where f - L is the frequency constant which is the
product of the resonance frequency and the diameter
of the sample and p is the sample density. From the
experimental measurement of &, £7,. f - L and p one
can obtain sﬁ, (Equation 3), k14 (Equation 2) and d}4
(Equation 1). In Table I one has the experimental values
of these constants under study. _

Fig. 1 shows the DSC curves of collagen films. The
main feature in the DSC curves of collagen are the de-
naturation endotherm, at 78.33 and 57.38 “C for sam-
ples SO and S1 respectively (see Table I). These re-
sults show that films made from anionic collagen have
lower thermal stability than those made from native
collagen. We can explain these results by the fact that

Heat Flow (Exo— ) (mW)

T T T T T T T

I
20 40 60 80 100 120
Temperature °C

Figure 1 DSC curves of the samples SO and S| (native and anionic
collagen).

alkaline treatment of the protein may cleave the es-
terlike bonds present in tropocollagen [12, 13]. Other-
wise, it is known that the alkaline treatment hydrolyzes
the carboxiamide residues of asparagine and glutamine
[14]. This hydrolysis results in a net negative charge
of collagen molecules at neutral pH. The thermody-
namics and kinetics of the collagen precipitation have
been extensively studied [15, 16]. Temperature, pH and
ionic strength all exert profound effects on fibril pre-
cipitation. Primarily electrostatic and hydrophobic in-
teractions between amino acid side chains neighboring
collagen triple helices stabilize the fibers. Attractive
interactions result from pairing of oppositely charged
amino acids and repulsive interactions result of like
charged amino acids. The changes in net charge and
number of ionized groups as pH varies would be ex-
pected to exert a significant effect on forces between
molecules in fibers and hence on fiber physical pro-
perties.

In Fig. 2 one has the sample geometry we used for the
dielectric and piezoelectric measurements. Rectangular

TABLE I Denawration endotherm. density (p). thickness (¢). dielectric permittivity (). frequency constant ( f - L) and piezoelectricity (dys) of

samples SO and S1

Denaturation n ¢ O 5 dyy
endotherm ( C) tkg/m?) (jem) el /80 £, /50 (kHz-m) (10 2 ONT
SO 78.33 998.47 8345 256 233 437.69 0,066
Sl 3738 1020.62 67.5 315 2.66 +401 0.079
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Figure 2 A rectangular coordinate assigned to the sample for the mea-
surement of piezoelectric and dielectric constant.

coordinates are assigned to the samples as shown in
Fig. 2. The 3 axis is taken in the direction of the sample
plane. and the 1 axis is perpendicular to the plane of
the sample. The flat faces of the samples are painted
with a silver electrode. The thickness and the diameter
of each sample are found in Table I. For all the stud-
ied samples the diameter "L’ was varied between 1.5
and 3.2 cm, and the thickness ‘e’ was 85 and 67 um
for samples SO and S1 respectively. In Fig. 3 one has
the frequency dependence of the absolute value |Y| of
the admittance of sample SO. The measurement was
done with the sample in disk type geometry as shown in
Fig. 2. In this figure, one has five measurements for five
different diameters of the disk, which is indicated in the
figure. From Fig. 3, the frequency constant. f - L asso-
ciated to the shear piezoelectric mode of this sample
was obtained. The average value obtained for the shear
mode was f - L ~437.69 kHz - m. which is a value of
about two orders of magnitude higher compared with

PZT[11].InFig. 4 one has the admittance of sample S 1.
We also did the measurement of the dielectric permit-
tivity FIT] at | MHz (which is the dielectric permittivity
obtained by a measurement ot the capacitance at a fre-
quency below the fundamental resonance) and Efl at
1 GHz (which is the dielectric permittivity obtained by
measurement of the capacitance at a frequency above
the resonance mode). With the experimental measure-
ments of £y, f - L and p and using Equations 1. 2 and
3 one can obtain the piezoelectric strain element 4
for the shear piezoelectricity (see Table I). The piezo-
electric strain tensor element 4 obtained for the na-
tive collagen was around 0.066 pC/N, which is in good
agreement compared with values reported in the liter-
ature obtained with other techniques [2, 8, 12]. In Ref.
[8] collagen films were prepared by evaporation and
electrodeposition from solution. It was observed the
electrodeposited films were more organized present-
ing higher piezoelectric coefficients than the evaporated
films, with values around 0.076 pC/N. In Fig. 4 one has
the resonance’s associated to samples S1. For sample
S1 a slight increase of the value of the piezoelectricity
(0.079 pC/N) was observed. The increase of the piezo-
electricity for the S1 sample was not well understood up
to this point in this study. From Table I one can see that
sample S1 presents a higher density, dielectric permit-
tivity and the frequency constant f - L compared with
the native collagen. We believe that the alkaline treat-
ment. of the native collagen. results in lower thermal
stability of these samples compared with those made
from native collagen. Which was observed with the

- decrease of the denaturation endotherm (see Table I).

However the treatment led to an increase of the organi-
zation of the microscopic fiber structure of the sample,

0,40
{ Sample SO

o 15cm
a 20cm

20 30 40

Frequen;:y (MHz)

Figure 3 Electrical admittance as a function of external frequency and the disk diameter (L) for sample SO (native collagen).
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Sample S1 |

[Y](S)

(e]

1.5 cm

4 20cm

Frequency (MHz)

Figure 4 Electrical admittance as a function of external frequency and the disk diameter (L) for sample S1 (anionic collagen).

which could explain the increase of the piezoelec-
tricity.

In this paper we did a study of the physicochemi-
cal, dielectric and piezoelectric properties of anionic
and native collagen films, considering the development
of new biomaterials which have potential applications
in coating of cardiovascular prostheses, support for cel-
lular growth and in systems for controlled drug delivery.
The piezoelectric strain tensor element d)4, the elastic
constant sss, and the dielectric permittivity &1, were
measured for the anionic and native collagen films. It
was observed that the collagen samples submitted to
the alkaline treatment present lower thermal stability
than those made from native collagen. However the
treated samples presents a higher piezoelectricity com-
pared with the native collagen. The frequency constant
f - L obtained for the alkaline-treated sample (72 h)
presents a higher value for the samples under study
(444.1 kHz - m). We believe that the alkaline treatment
leads to an increase of the organization of the micro-
scopic structure of the sample, which could result in an
increase of the piezoelectricity.
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Some biological materials and biopolymers are found
to exhibit the polar uniaxial orientation of molecular
dipoles in their structure and can be considered as bio-
electret. Such materials show pyroelectricity and piezo-
electricity. Biocompatible polymeric materials are now
used extensively after proper polarization treatment for
biomedical applications such as antithrombogenic sur-
faces and artificial membranes [1]. Pyro and piezo-
electric studies in various types of biological systems
showed the presence of natural polarity in the structure
of various parts of animals and plants. In many natu-
ral structures the polar molecules such as proteins are
aligned in parallel with a preferred direction of the polar
axis to form the crystalline structure. Therefore, such
structures can be regarded as natural electrets. Because
of this intrinsic polarization, pyroelectricity and piezo-
electricity in the axial direction can be observed [2].

Collagen, the most abundant protein of the animal
kingdom. has a long history as biomaterial. We can
find it in prostheses of heart valves, in artificial skins. in
contact lenses and in injectable gels for soft tissue aug-
mentation [3]. Collagen molecules (molecular weight
300 000) are rod-like triple helix, which are 300 nm in
length and 1.5 nm in diameter. Collagen fibers possess
a high degree of axial alignment of collagen molecules
and are characterized by a regular stagger of approxi-
mately 1/4 of a rod length between each molecule and
its axially aligned neighbor [4, 5].

The piezoelectric properties of collagen have been in-
vestigated in complex biological systems such as bone
and tendon. The piezoelectric properties of bone are of
interest in view of their role in bone remodeling [6].
The magnitude of the piezoelectric sensitivity coeffi-
cients of bone depends on frequency, on direction of
load, and on relative humidity. Values up to 0.7 pC/N
have been observed in bone [7]. Marino et al. [8] ex-
amined the relation between collagen’s film piezoelec-
tricity and its electron microscopic appearance, in films
with different degree of organization, and suggest that
the piezoelectric effect originates either at the level of
tropocollagen. ;

In this work we did a study of the thermal, dielectric
and piezoelectric properties of anionic and native colla-
gen films. considering the development of new bioma-
terials which have potential applications in coating of

0261-8028 © 1999 Kluwer Academic Publishers

cardiovascular prostheses. support for cellular growth
and in systems for controlled drug delivery.

The anionic collagen was prepared by solubilization
of collagen from bovine serosa after a period of 72 h of
treatment under alkaline conditions in presence of salts,
followed by homogenization in acetic acid solution, at
pH 3.5 [9]. The native collagen was prepared by solubi-
lization of collagen from bovine serosa after treatment
with acid acetic under low pH. followed by homoge-
nization in acetic acid solution, at pH 3.5. All samples
were dialized against acetic acid solution, at pH 3.5,
and brought to a final concentration of 1%, determined
by hydroxiproline [10].

The membranes. cast in acrylic molds from a col-
lagen solution, were equilibrated in phosphate buffer,
0.13 mol/l, pH 7.4 by 24 h, followed by extensive water
washes and dried in laminar flow of air. The membranes
were prepared from collagen with 0 and 72 h under al-
kaline treatment (samples SO and S1 respectively).

The thermal stability of the collagen was determined
by measures of its denaturation temperature, using
an equipment Shimadzu DSC-50, membranes samples
were sealed in aluminum cell and heated up with rate
of 5 *C/min with N> atmosphere.

The complex dielectric function measurements were
obtained from a HP 4291A Material Impedance Ana-
lyzer in conjunction with a HP 4194 Impedance An-
alyzer, which jointly cover the region of 100 Hz to
1.8 GHz.

Piezoelectricity may exist for certain symmetries of
crystalline structures. In general anisotropic crystals
have the piezoelectric effect and the matrix can rep-
resent their piezoelecric constants:

dy din diz diy dis die
dy d»n dy dy ds dy

dyy dn dyz dyy dis dsg
Where d;; are called as the piezoelectric strain con-
stants. Some of them are null, according to the symme-
try of the material [11]. In the case of natural biopoly-
mers the symmetry observed is D, which show only
shear piezoelectricity. In this case das = —d|,. In the
case of bone. the piezoelectricity appears only when
the shearing force acts on the orientated collagen fibers
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so thai they slip past one another [2]. Shear piezoelec-
iricity is observed almost universally for the oriented
t=xiures of biopolymers [2]. For this symmetry the ten-
sor is given by:

RSOROSdis 00 0
000 O ~-das O
000 0 0 O

Shear piezoelectricity is also observed for the oriented
films of a variety of synthetic polymers with optical
activity. Rectangular coordinates are assigned to the
film sample. The 3 axis is taken in the direction of
orientation, and the 1 axis is perpendicular to the plane
of the sample (Fig. 2). The piezoelectric strain element
d4 for the shear piezoelectric is given by [11]:

dis = k14\/817155§. (1)
With
€1S1 = (1 T k124) 51T1 (2)

Where ki is the shear piezoelectric coupling factor, &7,
is the dielectric permittivity obtained by a measurement
of the capacitance at a frequency below the fundamen-
tal resonance, efl is obtained by measurement of the
capacitance at a frequency above the resonance mode
and 5555 is the elastic compliance which is determined
from the successive resonance frequencies of the shear

mode f:

——————=4p(f - L) 3)
SSES(I = kf4)

Where f - L is the frequency constant which is the
product of the resonance frequency and the diameter
of the sample and p is the sample density. From the
experimental measurement of &7}, &5, f - L and p one
can obtain sf, (Equation 3), k4 (Equation 2) and d)4
(Equation 1). In Table I one has the experimental values
of these constants under study.

Fig. 1 shows the DSC curves of collagen films. The
main feature in the DSC curves of collagen are the de-
naturation endotherm, at 78.33 and 57.38 “C for sam-
ples SO and S1 respectively (see Table I). These re-
sults show that films made from anionic collagen have
lower thermal stability than those made from native
collagen. We can explain these results by the fact that

Heat Flow (Exo— ) (mW)

I < ] ¥ I X

> 1
20 40 60 80 100 120
Temperature °C

Figure 1 DSC curves of the samples SO and S1 (native and anionic
collagen).

alkaline treatment of the protein may cleave the es-
terlike bonds present in tropocollagen [12, 13]. Other-
wise, it is known that the alkaline treatment hydrolyzes
the carboxiamide residues of asparagine and glutamine
[14]. This hydrolysis results in a net negative charge
of collagen molecules at neutral pH. The thermody-
namics and kinetics of the collagen precipitation have
been extensively studied [15, 16]. Temperature, pH and
ionic strength all exert profound effects on fibril pre-
cipitation. Primarily electrostatic and hydrophobic in-
teractions between amino acid side chains neighboring
collagen triple helices stabilize the fibers. Attractive
interactions result from pairing of oppositely charged
amino acids and repulsive interactions result of like

- charged amino acids. The changes in net charge and

number of ionized groups as pH varies would be ex-
pected to exert a significant effect on forces between
molecules in fibers and hence on fiber physical pro-
perties.

In Fig. 2 one has the sample geometry we used for the
dielectric and piezoelectric measurements. Rectangular

TABLE 1 Denaturation endotherm. density (p). thickness (¢). dielectric permittivity (). frequency constant (f - L) and piezoelectricity (dy4) of

samples SO and S1

Denaturation N ¢ Pl dyy
endotherm ( C) (kg/m?) (jem) el /€0 £ /€0 (kH7 - m) (102 N
SO 78.33 998.47 85.45 2.56 223 437.69 ().066
S 57.38 1020.62 67.5 E & 2.66 EERISE] 0).079
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Figure 2 A rectangular coordinate assigned to the sample for the mea-
surement of piezoelectric and dielectric constant.

coordinates are assigned to the samples as shown in
Fig. 2. The 3 axis is taken in the direction of the sample
plane. and the [ axis is perpendicular to the plane of
the sample. The flat faces of the samples are painted
with a silver electrode. The thickness and the diameter
of each sample are found in Table I. For all the stud-
ied samples the diameter "L’ was varied between 1.5
and 3.2 cm, and the thickness ‘e” was 85 and 67 um
tfor samples SO and S1 respectively. In Fig. 3 one has
the frequency dependénce of the absolute value |Y| of
the admittance of sample SO. The measurement was
done with the sample in disk type geometry as shown in
Fig. 2. In this figure, one has five measurements for five
different diameters of the disk, which is indicated in the
figure. From Fig. 3, the frequency constant. f - L asso-
ciated to the shear piezoelectric mode of this sample
was obtained. The average value obtained for the shear
mode was f - L ~ 437.69 kHz - m. which is a value of
about two orders of magnitude higher compared with

PZT[11].In Fig. 4 one has the admittance of sample S 1.
We also did the measurement of the dielectric permit-
tivity £/, at | MHz (which is the dielectric permittivity
obtained by a measurement of the capacitance at a tre-
quency below the fundamental resonance) and sf, at
1 GHz (which is the dielectric permittivity obtained by
measurement of the capacitance at a frequency above
the resonance mode). With the experimental measure-
ments of £y, f - L and p and using Equations 1. 2 and
3 one can obtain the piezoelectric strain element o4
for the shear piezoelectricity (see Table I). The piezo-
electric strain tensor element 4 obtained for the na-
tive collagen was around 0.066 pC/N. which is in good
agreement compared with values reported in the liter-
ature obtained with other techniques [2, 8, 12]. In Ref.
[8] collagen films were prepared by evaporation and
electrodeposition from solution. It was observed the
electrodeposited films were more organized present-
ing higher piezoelectric coefficients than the evaporated
films, with values around 0.076 pC/N. In Fig. 4 one has
the resonance’s associated to samples S1. For sample
S1 a slight increase of the value of the piezoelectricity
(0.079 pC/N) was observed. The increase of the piezo-
electricity for the S1 sample was not well understood up
to this point in this study. From Table I one can see that
sample S1 presents a higher density, dielectric permit-
tivity and the frequency constant f - L compared with
the native collagen. We believe that the alkaline treat-
ment. of the native collagen. results in lower thermal
stability of these samples compared with those made
from native collagen. Which was observed with the
decrease of the denaturation endotherm (see Table I).
However the treatment led to an increase of the organi-
zation of the microscopic fiber structure of the sample,

{ Sample SO

@]

1.5 em
a 20cm

20 30 40

Frequenhcy (MHz)

Figure 3 Electrical admittance as a function of external frequency and the disk diameter (L) for sample SO (native collagen).
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Figure 4 Electrical admittance as a function of external frequency and the disk diameter (L) for sample S (anionic collagen).

which could explain the increase of the piezoelec-
tricity.

In this paper we did a study of the physicochemi-
cal, dielectric and piezoelectric properties of anionic
and native collagen films, considering the development
of new biomaterials which have potential applications
in coating of cardiovascular prostheses, support for cel-
lular growth and in systems for controlled drug delivery.
The piezoelectric strain tensor element d,4. the elastic
constant sss, and the dielectric permittivity &;; were
measured for the anionic and native collagen films. It
was observed that the collagen samples submitted to
the alkaline treatment present lower thermal stability
than those made from native collagen. However the
treated samples presents a higher piezoelectricity com-
pared with the native collagen. The frequency constant
f - L obtained for the alkaline-treated sample (72 h)
presents a higher value for the samples under study
(444.1 kHz - m). We believe that the alkaline treatment
leads to an increase of the organization of the micro-
scopic structure of the sample. which could result in an
increase of the piezoelectricity.
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Abstract

In this paper, we did a study of the physicochemical, dielectric and piezoelectric properties of collagen films, considering the
development of new biomaterials which have potential applications in coating of cardiovascular prostheses, support for cellular
growth and in systems for controlled drug delivery. The piezoelectric strain tensor element 4,4, the elastic constant Sss, and the
dielectric permittivity g, were measured for collagen films. It was observed that the collagen samples submitted to different pH
treatment lead to different electrical behavior. For sample S2 (pH =5.2) one has a higher denaturation temperature (7=
80.55°C), lowest density (p =909.6 kg m~?), highest dielectric function, lowest frequency constant product (fx L =320.33
kHz.m) and higher piezoelectricity (d;, = 0.122 pC/N) which is our major interest in this study. The loss factor QO —! measured for
all the samples shows that for all the electrodes dimensions sample S2 present the highest loss factor which is between 0.68 and
0.76. We believe that the different pH treatment is critical to the final level of organization of the microscopic structure of the
sample, which could result in an increase of the piezoelectricity. © 2001 Elsevier Science B.:V. All rights reserved.

Keywords: Collagen films; Piezoelectric properties; Loss factor

with a ~ 67 nm period [2]. Type I collagen molecules
form stable solutions in acids, pH < 3.5 and low ionic
strength at any temperature from freezing to denatura-
tion. Monomeric native molecules are also soluble and
form stable solutions at 3.5 <pH < 7.4 and low ionic
strength at temperatures in the range from freezing to
maximum of 20°C. At temperatures greater than this,
aggregates and fibrils begin to form, although the rates
obviously depend on the solution conditions. The
fibrils, which ultimately form are usually well ordered
pattern similar to those observed in vivo. Self-assembly
in pure systems is very dependent upon the tempera-
ture, ionic strength, nature of the added salt, and pH,
which suggests that growth of the fibrils is largely
directed by hydrophobic and eletrostatic forces [3].
Collagen fibril assembly is an example of an entropy-
driven self-assembly process, which is driven by the loss
of collagen-bound solvent molecules [4].

1. Introduction

Collagen, which exists in a variety of morphological
forms, is the most abundant structural protein of the
animal connective tissue and has a long history as
biomaterial [1]. Individual molecules of collagen, which
are semi flexible rods ~ 280 nm in length and ~ 1 nm
in diameter, undergo self-assembly to form interwoven
network-like structures, ranging from long fibrils to
complex. The native fibril possess a high degree of axial
alignment of collagen molecules and are characterized
by a regular stagger of approximately 1/4 of a rod
length between each molecule and its axially aligned
neighbor, which is characterized by a banding pattern

* Corresponding author.
E-mail address: sombra@ufc.br (A.S.B. Sombra).
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The piezoelectric properties of collagen have been
investigated in complex biological systems such
as bone and tendon. The piezoelectric properties of
bone are of interest in view of their role in bone
remodeling [5]. The stress generated potential of bone
promoted osteogenesis, which are mediated by electrical
current generated by piezoelectric materials through
changing pressure[6]. The magnitude of the piezoelec-
tric sensitivity coefficients of bone depends on fre-
quency, on direction of load, and on relative humidity.
Values up 0.7 pC/N have been observed in bone [7].
Marino and et al. [8] examined the relation between
collagen’s film piezoelectricity and its electron micro-
scopic appearance, in films with different degree of
organization, and suggested that the piezoelectric
effect originate either at the level of tropocollagen. In
this paper, we did a study of collagen membranes
prepared in different pH: 4.1, 5.2, 6.3 and 7.4 (samples
- S1, S2, S3, S4, respectively), followed by extensive
water washes and dried in laminar flow of air.
We did a study of the piezoelectric strain tensor element
d,,, the elastic constant Sss and the dielectric function
g, of the samples. The loss factor O~ ' of the samples
was also measured using the admittance resonance
method.

2. Experimental methods
2.1. Soluble collagen

The collagen was prepared by solubilization of colla-
gen from bovine serosa after 72 h of treatment under
alkaline conditions in presence of salts, followed by
homogenization in acetic acid solution, at pH 3.5 [9].
The samples were dialyzed against acetic acid solution,
at pH 3.5, and brought to a final concentration of 1%,
determined by hydroxiproline [10].

2.2. Films

The membranes, casted in acrylic molds from a colla-
gen solution, were equilibrated in phosphate buffer by
24 h, 0.1 3 mol 171, in the following pH: 4.1,.5.2, 6.3
and 7.4 (samples S1, S2, S3, S4, respectively), followed
by extensive water washes and dried in laminar flow of
air.

2.3. Thermal analysis

The thermal stability of the collagen samples (S1, S2,
S3, S4) were determined by measures of its denatura-
tion temperature, using an equipment Shimadzu DSC-
50, membranes samples were sealed in aluminum cell
and heated up with rate of 5°C min~' with N,
atmosphere.

2.4. Microscopy

The photomicrograph of membranes of collagen,
casted in phosphate buffer pH 7.4 under 0.15 mol L~
of ionic strength, were obtained on a Scanning Electron
Microscope with Energy Dispersive Spectroscopy (ED
S), Phillips XL-30, operating with bunches of primary
electrons ranging from 12 to 20 keV. in rectangular
lyophilized samples, covered with a layer of carbon of
30 nm of thickness.

2.5. Dielectric function measurements

The complex dielectric function measurements were
performed with a HP 4291 A Material Impedance
Analyzer in conjunction with a HP 4194 Impedance
Analyzer, which jointly cover the region of 100 Hz-1.8
GHz. The electrodes were deposited by painting silver
powder suspention.

3. Piezoelectric model

Piezoelectricity may exist for certain symmetries of
crystalline structures. In general, anisotropic crystals
have the piezoelectric effect and their piezoelectric con-
stants can be represented by the matrix:

d] 1 dl 2 d|3 dl4 dlS dl 6
J dl] d72 d23 d24 d25 dlf\
dy dy, dyy dy dys dig

)

d

Where d;, are called as the piezoelectric strain con-
stants. Some of them are null, according to the symme-
try of the material [12]. In the case of natural
biopolymers, the symmetry observed is D_. (c02), which
show only shear piezoelectricity. In this case d,s= —
d\4. In the case of bone, the piezoelectricity appears
only when the shearing force acts on the orientated
collagen fibers so that they slip past one another [11].
Shear piezoelectricity is observed almost universally for
the oriented textures of biopolymers [11]. For this
symmetry the tensor d,; is given by [11]:

B0 0 deg © @
O O 0 O _d14 0
0 0 0 O 0 0

Shear piezoelectricity is also observed for the ori-
ented films of a variety of synthetic polymers with
optical activity. For the same symmetry group the

_dielectric tensor g; is given by:

R )
0 &; O
0 "0 e
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For this symmetry the elastic compliance tensor Sj; is
given by

o O O O

TR AR S R P
0 0 0 0 0 S

Rectangular coordinates are assigned to the film sam-
ple. The 1 axis is perpendicular to the plane of the
sample, plane 2-3 (Fig. 2).

The coupled electromechanical equations for our sys-
tem is:

Where S, (S, ... Sg) is the strain and 7 (7} ... Ty) is the
stress, E; is the electric field and D; is the displacement
vector. With constants SF (compliance for constant
electric field), & (dielectric permittivity for constant
stress) and the piezoelectric strain element 4;;. Using the
tensors defined before in Egs. (1) and (2), and taking
into account that the electric field is applied in direction
1 (E, = E;=0) one has:

Dl ZEIT;EI +d14T4 (3)
S4:S§5T4+d14E1 (4)

From Egs. (3) and (4) one can see the electro-me-
chanical coupling through the d,, piezoelectric tensor
element. In this geometry one has a mechanical wave
propagating in the plane of the sample (S« S,3) cou-
pled with the electric field in the ‘1’ axis.After an easy
manipulation one has for D, vector:

. d
oy 14 14
Dl = 8”<1 = S5558T>E1 +§?5‘S4 (5)

11

One can define now k4, which is the piezoelectric
coupling factor:

()

Table 1

From the definition of k4, one can define the relations
of elastic compliance and electric permittivity measured
under different conditions:

S.?S gfl %
S_f;:E:l—Ah (7)

The piezoelectric strain element d,, for the shear
piezoelectric is given by Eq. (6) [12]:

dH:kH\/slTlS_fS (8)

With Eq. (7):
&5

kiy= |1 —# €)
&ss

Where k,, is the piezoelectric coupling factor, &], is the
dielectric permittivity obtained by a measurement of the
capacitance at a frequency below the fundamental reso-
nance, &5, is obtained by measurement of the capaci-
tance at a frequency above the resonance mode. The
measurement of the dielectric permittivity was done in
the range of 1 MHz to 1 GHz in the geometry of Fig.
2 (see Fig. 7). The obtained values for 1 MHz, and 1

GHz could be found in Table 1. In our calculations we _

assume &1, at 1 MHz (below the piezoelectric resonance
frequency) and ¢}, at 1 GHz (above resonance).From
Egs. (3) and (4), one has for T:
1 dyy

=—8,———=<D 10

R G
assuming that ¢D,/dx, =0 we can obtain the equation
of motion:

T,

Peily, 0%
or= ps2 P¥3

(11)

Where u, is the displacement on the plane of the sample
(plane perpendicular to electric field, see Fig. 2), and p
is the density.The obtained velocity is:

1
V= =2 (12)

D

PSss k

Where o is the frequency and k is the wavenumber
(k=2mr/4).The elastic compliance s2, which is deter-
mined from the successive resonance frequencies of the
shear mode could be calculated from Eq. (12), assum-
ing that the most pronounced resonances are those

Denaturation endotherm 7, Density (p), thickness (e), dielectric permittivity (¢), frequency constant (fx L) and piezoelectricity (d,,) of samples

S1, 82, S3, and S4

pH T, (°C) p [Kg m—3 e um 1 MHz &])/g, 1 GHz &,/¢, fx L [kH.m] dy, [10~12
CN-]
S1 4.1 64.12 970.3 77.13 1.83 1.48 445.37 0.071
S2 5.2 80.55 909.6 76.53 2.13 1.65 320.33 0.122
S3 6.3 65.76 984.6 54.86 1.60 1.34 423.94 0.057
'S4 7.4 65.22 913.96 54.13 1.64 1.41 449.88 0.056

w
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Heat Flow (exo0)
e 64.12°C 65.76°C 65.22°C
o 80.55°C
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o L.
a
]
=
=
=
(@]
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@) S
75} w2 w2
N = w =

Fig. 1. DSC curves of the samples S1, S2, S3 and S4.

where the body can accommodate one half wavelength
of the standing elastic wave (L = 4/2). In this case one
can obtain s% from Eq. (12)

5 . (13)
> dp(fxLy

Where fx L is the frequency constant which is the
product of the resonance frequency and the diameter of
the sample (controlling dimension of the sample, L >
> e, see Fig. 2) and p is the sample density. From the
experimental measurement of ), &},, /X L and p one
can obtain s2 (Eq. (13)), k14 (Eq. (9)) and 4,4 (Eq. (8)).
In Table 1 one has the experimental values of these
constants under study.

3.1. Loss factor measurement

For the ceramics that are used as transducers for the
generation of ultrasonic waves, considerable heat, is
generated in the transducer at a high power level, and
thus limits the maximum radiated power. The origin of
this effect has been investigated by some authors. Some
of them attributed it to the dielectric hysteresis [17], but
1ts main cause was interpreted as the internal friction of
the ceramic[12]. The dissipation of mechanical energy
near the resonance must be represented by an internal
resistance. For the piezoelectric ceramics the internal
friction and dielectric loss are found to be mostly
caused by the dissipations within the grain crystallite,
and the major contribution of the dissipation in the
grain may be the average in some sense, involving
mechanical and dielectric loss losses of single domain
crystal. The loss factor was measured Q ' using the
electric admittance resonance curve by:

g-inbe i
Jo

The frequencies corresponding to |Y|=|Y,,| 0.707 are

indicated by f, and f; where |Y,| is the peak value of

the resonance and f; is the frequency of the resonance.

4. Results and discussion

Fig. 1 shows the DSC curves of collagen films. The
main feature in the DSC curves of collagen are the
denaturation endotherm, at 64.12, 80.55, 65.76 and
65.22°C for samples S1, S2, S3 and S4, respectively (See
Table 1). We can explain these results by the fact that
at pH 5.2 (sample S2) the protein might be near to its
isoelectric point. This low isoelectric point can be ex-
plained by the fact that alkaline treatment of the
protein may hydrolyze the carboxiamide residues of
asparagine and glutamine [13]. This hydrolysis results
in a net negative charge of collagen molecules at neutral
pH. The thermodynamics and kinetics of the collagen
precipitation have been extensively studied [14,15].
Temperature, pH and ionic strength all exert profound
effects on fibril precipitation. Primarily electrostatic and
hydrophobic interactions between amino acid side
chains neighbouring collagen triple helices stabilize the
fibers. Attractive interactions result from pairing of
oppositely charged amino acids and repulsive interac-
tions result of like charged amino acids. The changes in
net charge and number of ionized groups as pH varies
would be expected to exert a significant effect on forces
between molecules in fibers and hence on fiber physical
properties [16].
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In Fig. 2 one has the sample geometry we used for
the dielectric and piezoelectric measurements. Rectan-
gular coordinates are assigned to the samples as shown
in Fig. 2. The 2-3 plane is the sample plane, and the 1
axis is perpendicular to the plane of the sample. The
flat faces of the samples are painted with a silver
electrode. The thickness and the diameter of each sam-
ple are found in Table 1. For all the studied samples the
diameter ‘L’ was varied between 1.2 and 4 cm, and the
thickness ‘e’ was 77.13, 76.53, 54.86 and 54.13 pm for

samples S1, S2, S3 and S4, respectively. In Fig. 3 one

has the frequency dependence of the absolute value ||
of the admittance of sample S1. The measurement was
done with the sample in disk type geometry as shown in

Fig. 2. In this figure, one has six measurements for six

different diameters of the disk, which is indicated in the

figure. From Fig. 3, the frequency constant, f x L asso-
ciated to the shear piezoelectric mode of this sample

Fig. 2. A rectangular coordinate assigned to the sample for the
measurement of piezoelectric and dielectric constant.

0,30
1 Sample S1 (pH 4.1) L

0,25 o L6

g% & 1 2.(0rem

% v 24cm

0,201 5% e 2.8cm

Frequency (MHz)
Fig. 3. Electrical admittance as a function of external frequency and
the disk diameter (L) for sample SI.
L)

0,20
Sample S2 (pH 5.2)
L
m = l2cm
0,15 g % °  l.6cm
g & 20em

Y] (S)

Frequency (MHz)

Fig. 4. Electrical admittance as a function of external frequency and
the disk diameter (L) for sample S2.

Sample S3 (pH 6.3) L

0,3 % o 1.6 cm|
3 & 20cm

: % v 24cm

§ ﬁ 2.8 cm

;I; ; % 3.2cm

034 *: : : 3.6 cm|

> i

7
H
¥

0,14

30 . 40
Frequency (MHz)

Fig. 5. Electrical admittance as a function of external frequency and
the disk diameter (L) for sample S3.

was obtained. The average value obtained for the shear
mode was fx L ~ 445,37 kHz.m, which is a value, of
about two orders of magnitude higher compared with
PZT [11]. In Figs. 4-6 one has the admittance of
samples S2, S3 and S4. In Fig. 7 one has the dielectric
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0 10 ' 20 30 ' 40
Frequency (MHz)

Fig. 6. Electrical admittance as a function of external frequency and
the disk diameter (L) for sample S4.

2.2

< e S2

Dielectric Function (e'e_)
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Fig. 7. Dielectric function of the samples as a function of the
frequency.
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function in the region of 1 MHz to 1 GHz to all the
samples. One can observe that sample S2 (pH =5.2)
present the highest value for the dielectric permittivity
in the region under study. From Fig. 7 one has the
dielectric permittivity ], at 1 MHz (which is the dielec-
tric permittivity obtained by a measurement of the
capacitance at a frequency below the fundamental reso-
nance) and &3, at 1 GHz (which is the dielectric permit-
tivity obtained by measurement of the capacitance at a
frequency above the resonance mode), (Fig. 7). With
the experimental measurements of ¢, fx L and p and
using Egs. (8), (9) and (13) one can obtain the
piezoelectric strain element d,, for the shear piezoelec-
tricity (see Table 1). The piezoelectric strain tensor
element d,, obtained for sample Sl was around 0.071
pC/N, which is in good agreement compared with
values reported in the literature obtained with other
techniques [8,11]. In [8] collagen films was prepared by
evaporation and electro-deposition from solution. It
was observed the elctrodeposited films were more orga-
nized presenting higher piezoelectric coefficients than
the evaporated films, with values around 0.076 pC/N.
From Table 1 one observe that sample S2 (pH 5.2)
presents the higher denaturation temperature (7, =
80.55°C), lowest density (p =909.6Kg m ~3), highest
dielectric function, lowest frequency constant product
(fx L=320.33 kHz.m) and higher piezoelectricity
(dis=0.122 pC/N) which is our major interest in this
study. In Table 2 one has all the values of the loss
factor Q' for all the samples. For all the electrodes
dimensions sample S2 present the highest loss factor
which is between 0.68 and 0.76.

In Fig. 8, the photomicrographs of casted mem-
branes do not show any morphological feature with the
microfibrillar structure, typical of native collagen which
were formed in these conditions. However, the sample
S2 shows a higher organization of the microscopic
structure on its surface, which could explain the in-
crease of the piezoelectricity.

5. Conclusions

In this paper we did a study of the physicochemical,
dielectric and piezoelectric properties of collagen films,
considering the development of new biomaterials which
have potential applications in coating of cardiovascular
prostheses, support for cellular growth and in systems
for controlled drug delivery. The piezoelectric strain
tensor element d,,, the elastic constant sss and the
dielectric permittivity g, were measured for collagen
films. It was observed that the collagen samples submit-
ted to different pH treatment lead to different electrical
behavior. For sample S2 (pH = 5.2) one has a higher
denaturation temperature (7, = 80.55°C), lowest den-
sity (p=909.6Kg m~?), highest dielectric function,
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Table 2
Loss factor (Q~") for each sample as a function of the sample diameter
pH L=16cm Q! L=20cm Q! L=24cm Q' L=28cm Q! L=32cm Q0! L=36cm Q'

S1 4.1 0.32 0.34 0.34 0.39 0.44 0.37
S2 52 0.71 0.68 0.76 0.69 0.78 0.72
S3 6.3 0.26 0.27 0.31 0.32 0.41 0.39
54 7.4 0.17 0.22 0.25 0.27 0.31 0.28

- . S1 S2

AccY Spot Magn - Det WD Ep
120KV 35 2600x SE 338.0.

Fig. 8. Photomicroscopy of the samples.

lowest frequency constant product (fx L =320.33
kHz.m) and higher piezoelectricity (d,, =0.122 pC/N)
which is our major interest in this study. The loss factor
Q' measured for all the samples shows that for all the
electrodes dimensions, sample S2 presents the highest
loss factor which is between 0.68 and 0.76. We believe
that the different pH treatment is critical to the final
level of organization of the microscopic structure of the
sample, -which could result in an increase of the final
piezoelectricity.
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