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RESUMO

O estudo do comportamento viscoelastico dos géis de colageno € importante para
sua caracterizagio reoldgica visando-se aplicagdes em bioengenharia e praticas
clinicas. Neste trabalho, as propriedades viscoelasticas dos géis de colageno,
obtidos a partir do tenddo da cauda do rato (RTT), foram avaliadas e
correlacionadas em funcio de variaveis de preparagdo (tempo de dialise,
concentragio de colageno e pH, e da frequéncia de oscilagdo do redmetro (Haake
CV20, no modo oscilante ¢ configuragdo de placas paralelas). Os pardmetros
reologicos avaliados foram: moédulo de armazenamento (G°), modulo de
dissipago (G") e viscosidade complexa (n*). O desenvolvimento da estrutura do
gel durante a dialise foi acompanhado por micrografia dptica e correlacionado
com os pardmetros reologicos medidos. A concentragdo de coldgeno variou com
o tempo de dialise devido a hidratagdo das fibras. Os géis mostraram estruturas
fibrilares caracteristicas, nas quais as fibras estavam entrelagadas e formando
anéis e/ou arranjos helicoidais. O modelo de Maxwell e de Zenner, mostraram-se
apropriados para a descri¢io das caracteristicas viscoelasticas dos géis de acordo
com suas concentragdes de colageno: o modelo de Maxwell para baixas
concentragdes de colageno (menor que 1% em peso) € o de Zenner modificado
para concentragdes moderadas de colageno (de 1% até¢ 2,50% em peso).
Entretanto, altas concentragdes de colageno nos géis ndo propiciaram ajustes
satisfatorios destes modelos classicos. Aumento de pH na zona isoelétrica do
colageno (de pH 4,5 a 7.,0) resultou em aumento linear do modulo viscoso e

aumento exponencial do médulo elastico dos géis.
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ABSTRACT

The study of the viscoelastic behaviour of collagen gels is important for its
rheological characterization aiming applications in bioengineering and clinical
practice. Viscoelastic properties of native and crosslinked collagen gels obtained
from rat tail tendon (RTT) were evaluated and correlated as a function of gel
preparation variables (dialysis time, collagen concentration, and pH) and
oscillation frequency. The rheological parameters evaluated were the storage
module (G’), dissipation module (G”), and complex viscosity (n*), using a Haake
CV20 rheometer operating with two parallel plate configuration in oscillating
mode. The development of the fibrilar structure at the gel during dialysis was
evaluated by optical photomicrography and correlated with the reological
parameters. The collagen concentration changed with dialysis time due to the
hydration of the fibers. The gels showed a typical fibrilar structure in which the
fibers were interwinned forming either rings and/or helical arrangements. The
models of Maxwell and Zenner showed to be apropriate to describe the
viscoelastic behaviour of the gels. The Maxwell model was in a good aggrement
with the experimental rheological parameters for the low range collagen
concentration (less than 1% by weight), while moderate collagen concentration
range (1.0 % to 2.5% by weight) had a good fit by modified Zenner’s model.
However, high collagen concentration gels exhibited discrepancies using these
classic models. Increasing the pH in the isoeletric zone (pH 4.5 to 7.0) resulted in
the linear increase at the dissipation module and in exponential increase at the

storage module.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO E OBJETIVO

As propriedades bioldgicas do colageno ha muito tempo sio conhecidas,
¢ a sua capacidade de auto-agregacfo a partir de solugdes conduzem a uma gama
de aplicagdes clinicas e estruturais. Estes bilomateriais obtidos a partir do
colageno podem ser apresentados nas formas de esponjas, membranas, suspenséo
injetavel, etc. Sdo também usados na produgfio de fibras sélidas (vasos
sanguineos, peles artificiais, tenddes artificiais, material de sutura cirtrgica,
suspensOes microfibrilares para corregbes plasticas, peliculas oftdlmicas para
suporte de antibidticos, corticdides e anestésicos visando a cicatrizagio no pos-
operatdrio ou controle de processos infecciosos (as restricdes ficam por conta do

antibi6tico e de suas caracteristicas fisico-quimicas).

Atualmente, busca-se a sintese do osso artificial, biocerdmicas o0sso-
miméticas (fases minerais orientadas por matrizes protéicas), ou outras
associagdes com materiais que uma vez implantados possam gerar estimulos
elétricos por piezoeletricidade e, deste modo induzir a respostas seletivas, com
base em interagles especificas no reparo e remodelamento dos tecidos nervoso e
Osseo (Piccirilli e Goissis, 1995). Estas pesquisas buscam correlagdes quimicas e
estruturais que envolvam caracteristicas do biomaterial como a hidrofobicidade e
a hidrofilidade. Uma pesquisa recentemente sugeriu que a capacidade de retengfo
de agua do biomaterial determina o nivel total de mineralizago (calcificagio), o
qual ¢ iniciado e propagado via sitios de afinidade do colageno (Golomb et al.,
1993).




Este trabalho abordou o estudo da viscoelasticidade dos géis de coldgeno
tipo 1. O colageno foi obtido a partir da retirada e solubilizagdo em solugdo
acética de tenddes da cauda de rato (RTT), seguida de precipitagio por solucéo

salina e reconstitui¢do das fibras em meio nfio agitado.

A padronizagdo da suspenséio fibrilar reconstituida € feita por drenagem
do liquido, seguindo-se a didlise da suspensfio fibrosa envasada, sob refrigeracéo,

com 4agua destilada que é trocada por periodos pré-fixados.

Ao longo da dialise, devido ao aumento do pH e diminui¢io da forga
idnica no gel, ocorreu a formagdo de pré-géis e géis com distintos estados de
agregacdo fibrilar, cujo comportamento reologico foi investigado em regime

permanente na regido viscoelastica linear.

O comportamento das fibras em meio aquoso pode ser observado, a
medida que as concentragdes de cloreto de sodio e acido acético na suspensio
fibrosa decrescia e ocorria a hidratacio da fibra coldgena, gerando-se assim os
diversos estados de organizacfo fibrilar dos pré-géis e géis. O comportamento
reologico ¢ fisico-quimico dos géis, obtidos sob variagio simultanéa de pH e

forga i6nica, resultou da sua estruturagfio fibrilar.

A utilizago da oscilagio for¢ada é um método de teste dindmico nfo
destrutivo para a investigagdo reologica destes estados de organizagfo. A
dosagem de colageno para cada gel foi obtida por espectrofotometria e seu
respectivo estado organizacional micrografado. Pode-se, assim, avaliar a
hidratacfo da estrutura fibrilar, a influéncia da concentragdo de colageno e a
organizagio das fibras sobre as propriedades reoldgicas destes géis. A partir das
micrografias opticas de cada gel da sequéncia de auto-agregagdo, pode-se
observar a intensidade do brilho do sistema fibrilar. Este brilho é consequéncia
da sua birrefringéncia, propriedade Optica utilizada para avaliar os estados de

agregacio e quantificar o dano térmico das estruturas fibrilares.




Toda a sequéncia micrografada possibilitou uma analise pictorica, onde
cada imagem estrutural pode servir de base para comparacgfo de dados reologicos

com fisico-quimicos.

O objetivo deste trabalho foi o levantamento experimental dos
pardmetros reoldgicos, que possibilitassem estabelecer uma relaclo quantitativa
entre as varias caracteristicas estruturais ordenadas dos géis fibrilares com suas
propriedades reologicas, utilizando-se para a descrigdo do comportamento fibrilar
uma base molecular e estrutural das fibras colagenas, como também observar a

influéncia do meio que governa a formagdo das estruturas.

Estas estruturas com geometrias definidas manifestam-se quando sujeitas
a tensbes dindmicas cisalhantes e pode-se, deste modo, estudar a influéncia
destas perturbagbes mecanicas sobre as estruturagdes protéicas, que foram
sujeitas a uma temperatura limite para a qual interagdes hidrofébicas se
acentuam. Os ensaios reologicos foram realizados no limite superior da regifo
viscoelastica linear (Rosenblatt et al., 1993). Estes dados experimentais revelam
aspectos do mecanismo de gelificagdo, como também aspectos comportamentais
e fisicos-quimicos da organizacdo fibrilar de importancia na manufatura do

colageno em aplicagOes biotecnoldgicas e clinicas.

Esta dissertagfio esta dividida em seis capitulos, além deste primeiro, que

podem ser resumidos:

v No capitulo 2 € realizado um levantamento da literatura relevante nas
areas de interesse, trata-se de conceitos como coldide macromolecular, dialise,
hidratag8o protéica, mecanismos de gelificagio, interagdes hidrofobicas e
conceitos fundamentais da viscoelasticidade ¢ reologia. Em seguida, avalia-se
especificamente o colageno, a sua fibrilogénese (formagfio das fibras), o
comportamento biomecinico das fibras, estabilidade térmica, caracteristicas e

mecanismos envolvidos como também trabathos de reologia com colageno.




Todas as informagbes obtidas serviram & investigacfio, avaliagio e
conclusdo do trabalho proposto, onde procurou-se nfo apenas a simples
transcrigdo dos trabalhos em pequenos textos, mas direcionou-se e enfocou-se 0s

pontos fundamentais, como idéias, problemas e sugestdes dos diversos autores.

v No capitulo 3 os métodos, materiais ¢ equipamentos sfo descritos,
visando a repetibilidade dos ensaios que posteriormente serdo realizados por
outros pesquisadores. A metodologia segue uma ordem cronolégica do
desenvolvimento do trabalho, onde procurou-se expor de modo sintético e claro

todos os seus passos e observagdes realizadas.

v No capitulo 4 os modelos mecénicos sdo apresentados e deduzidos a
partir de suas leis basicas, com consideragdes de comportamento a partir da
analise das variaveis e condi¢Ges impostas. Os ajustes graficos para uma situagio
de interesse é mostrada indicando que o comportamento das estruturas fibrilares
dos géis de colageno podem ser ajustadas por modelos mecanicos simples,

formados a partir da associagdo de mola(s) e amortecedor(es).

v No capitulo 5 sfo expostos os resultados e as discussdes, que
conduzirdo as principais conclusSes, relacionando-se causas e efeitos e
estabelecendo-se generalizagdes e principios obtidos a partir dos experimentos,
visando a elucidacio de possiveis contradi¢cOes. Sugeriu-se ainda a aplicabilidade
dos resultados e¢ a possibilidade de elaboragdo de uma teoria no tocante a
nigificagdo fibrilar, como uma caracteristica de materiais com elevado conteudo

hidrofébico.

v No capitulo 6 procurou-se expor as conclusdes, fundamentando-se nos
resultados obtidos e discutidos anteriormente, reafirmando-se a idéia principal e
os pormenores do corpo do trabalho, que por si deverfo responder as indagagdes

¢ objetivos propostos inicialmente.




CAPITULO 2

REVISAO BIBLIOGRAFICA

O presente trabalho situa-se em regido de interface entre a Reologia,
Biologia, Quimica e Ciéncias dos Matenais. O colageno € objeto de estudo, sob
diversos aspectos, destas ciéncias. Devido a necessidade de introdugdo de
conceitos para o entendimento das areas de interesse envolvidas, foram colocados
conceitos fundamentais, de utilidade em areas de interesse. A dissertagdo de tais
conceitos ndo € exaustiva, mas dirigida, a fim de que possa alcangar seu intento

de ilustrar de um modo claro e objetivo os fundamentos aplicados.

2.1.COLOIDES MACROMOLECULARES

O gel sendo um sistema complexo, procurou-se formular um modo
razoavel para entendé-lo, do ponto de vista coloidal. Uma busca na literatura foi
realizada e encontrado que grande parte desta trata de modo simples o sistema
coloidal, pela fixa¢io de uma dimensdo fisica, em faixas de tamanho da particula,
para a classificagfo dos sistemas. Diz-se, que se as dimensdes forem encontradas
na faixa de 1 - 10 nm, o sistema apresentard propriedades coloidais
caracteristicas. Esta aparente rigidez de classificacfo, acaba sendo atenuada pela
tridimensionalidade do objeto, ndo havendo necessidade de que todas as suas
dimensdes fisicas se incluam dentro da faixa predita. A observagdo em sistemas
fibrilares, mostrou que somente duas dimensdes, acabam se incluindo na faixa
estipulada. A representacdo esquematica (Figura 1) sugere a possibilidade de
sucessivas subdivisdes de um cubo, gerando modelos com até trés dimensdes na
faixa coloidal (Everett, 1988).




Figura 1. Sistema coloidal fibnlar. (Everett, 1988)

O primeiro corte sobre o cubo conduz a um sistema coloidal com uma
dimensfio (laminar), um novo corte sobre a ldmina, resulta em um sistema com
duas dimensdes na faixa coloidal {(modelo fibrilar) e o corte seguinte a uma
particula com trés dimensdes coloidais ou sistema denominado corpuscular
disperso. Por esta razio, os biocoldides macromoleculares, incluindo o colageno,
possuem em suas dimensodes justificativa para sua inclusdo na faixa de tamanho

coloidal.

O colageno ¢ classificado como coldide macromolecular, portanto capaz
de gerar, por agregacdo, um sistema gel fibnlar, pode-se, inicialmente observar
que o gel é um sistema produzido a partir da junco de duas fases: uma fase

dispersa macromolecular (proteina) e uma fase dispersante (agua).




A gelificago resulta da insolubilizagfio da proteina e dos fatores de meio
(pH, forga 10nica, etc) que governam a formacdo dos distintos estados de
organizacio fibrilar, ao longo da didlise na qual ocorre simultaneamente variagdo

de pH e da forga i6nica. Forma-se, assim, pré-géis e géis fibrosos viscoelasticos.

2.1.2. DIALISE

Este recurso ¢ utilizado na preparagdo e purificagdo de macromoléculas,
pela remogdo seletiva e troca de contraions de baixa massa molecular e outros

componentes solventes (McPhie, 1971),

Varios fatores de importdncia sob o aspecto pratico sdo evidenciados
como a natureza da membrana, sua seletividade de massa molecular em relagéo
ao fluxo de contaminantes - devendo reter alta massa molecular e permitir a saida
de baixa massa molecular, a relagfio area superficial da membrana e o volume de
solucgdo a dialisar, relacdo entre o volume interno retido na membrana e o volume
externo da solugdo dialisadora, a difusividade do meio interno e externo e a
concentracdo da substincia difusivel para fora da membrana que se opora ao

escoamento externo.

O material da membrana deve possuir caracteristicas proprias e altamente
especializadas. Sua polimerizacdo deve ser elevada e homogénea, condigdes
necessarias para fabricagio de pelicula, que submetida & presenga do solvente
deve entumescer, formando uma verdadeira peneira molecular, cujos poros
selecionardo a passagem dos solutos e solvente(s) com adequada massa
molecular, enquanto deve limitar a passagem da proteina ou do material de
interesse. Esta passagem livre de moléculas abaixo de um certo peso molecular,

acaba por conceituar o peso molecular “cutoff” (Pohl, 1996).




A dialise ¢ motivada por um gradiente de concentragdo do soluto em
ambos os lados da membrana dialisadora (Thain, 1967; Stewart, 1977). O tempo
requerido para o estabelecimento do equilibrio € fungéio da taxa entre a area da
membrana e o volume de solugfo protéica a dialisar. Quando ndo houver mais
gradiente de concentragfio, a difusfo do soluto torna-se idéntico em ambas
dire¢Bes (equilibrio). Percebe-se entfo a importincia da troca do meio dialisante
para a manutengio do gradiente ¢ continuidade da didlise e a consequente
hidratagdo das fibras, constituindo o gel. Ha também na pratica, a necessidade de
se estabelecer o tempo de didlise, visando a recuperagfo 6tima da proteina, pois

ha perdas devido a adsor¢fio desta pela membrana.

A difusdo do soluto depende da temperatura e viscosidade da solugdo.
Embora o uso de alta temperatura aumente a taxa de difusdo, em muitos casos a
estabilidade da proteina requer a conducgfo da didlise sob refrigera¢do. Com a
necessidade deste procedimento a taxa de difusdo € drasticamente reduzida em
funcio do aumento de viscosidade do dialisado, levando ao desenvolvimento de
membranas e estratégias especificas. Para acelerar a dialise de modo homogéneo
pode-se utilizar sacos achatados para volumes de 0,1 mililitro até 20 mililitros,
um continuo escoamento que estes proporcionam, proverd uma maxima diferenca
na concentragdo da proteina e o meio dialisante. Dependendo do volume e da
composigio da amostra esta pode ser dialisada completamente entre duas a cinco
horas (McPhie, 1971).

2.1.3. HIDRATACAO PROTEICA

A conformacdo protéica ¢ produto da interagdo da proteina com o
solvente, principalmente a agua, através de suas ligagdes peptidicas, de seus
grupos acidos e basicos da cadeia, além dos grupos de residuos aminoacidos
laterais carregados ou ndo (Nomura et al., 1977); (Shinyashiky et al., 1990);
(Lazarev et al., 1992); (Burjanadze, 1992).




Todo o sistema protéico possui comportamento fisico-quimico €
reologico fortemente influenciado ndo somente pela presenca da agua, mas
também pela organizagio da proteina e fatores do meio; i.e., pH e for¢a i6nica. O
meio influencia significantemente a hidratacfo, pois afetando a interaglo
proteina-proteina e proteina-agua, relatados como a base da gelificagio (Cheftel
et al., 1985), acabam por determinar muitas propriedades pela inter-relacio destas
forgas. Os principais fatores de influéncia da hidratagéo, sdo: pH, forga ibnica,

temperatura, solvente e concentragio protéica.

As mudancas de pH afetam a ionizag8o ¢ a magnitude da carga liquida na
molécula protéica, alterando as forgas de interagfo, quer sejam atrativas ou
repulsivas e ocasionando variagio na habilidade de retencdo de agua pela
proteina. No ponto 1soelétrico (pl), neste pH a interagfo proteina-proteina ¢
maxima, ocorrendo associagdo das proteinas, em gel particularmente um estado
isoelétrico acaba por justificar um maximo de dispersdo de luz (efeito Tyndall),
forga de gel (resisténcia ao cisalhamento) e decréscimo da hidratagio (sinérese).
Fixado o pl, este passa a ser o marco para avaliagdo do comportamento protéico.
Acima ou abaixo do pl a proteina carregar-se-4 negativamente ou positivamente ¢
em consequéncia disto, moléculas de agua poderfo interagir com estas cargas
adquiridas pela proteina. O fato pode ser observado sob o aspecto da repulsio
molecular, pois, cadeias protéicas carregam cargas elétricas de mesmo sinal,
ocasionando repulsdo, cabe também uma analise da solubilidade da proteina em
fungfo do pH, onde a minima solubilidade ¢ obtida no pI (Bull e Breese, 1980;
Farfan, 1994).

A forga 16nica tem relagio direta com a espécie e a concentragdo dos ions
presentes no meio solvente, o que afeta a absor¢io de agua e a solubilidade
protéica. Sais neutros na concentragdo de 0,5 M até 1,0 M , aumentam a
solubilidade de proteinas, efeito denominado “salting-in* (Arakawa e Timasheff,

1984).



Uma interagdo eletrostatica ocorre entre os ions com as cargas da
proteina, o que provoca um decréscimo de atragfo eletrostatica entre as cargas
opostas das moléculas vizinhas e contribui a solvatagdo 16nica para aumentar a

receptividade da proteina pelo meio envolvente e portanto sua solubilidade.

A uma concentracdo salina excedente ao valor acima citado, a proteina
decrescera em solubilidade (diminuig¢fio da interagdo proteina-agua e aumento da
interagdo proteina-proteina), motivando a precipita¢io da proteina. Este efeito €
denominado “salting-out”, resultado da competicio entre a proteina ¢ fons salinos
por moléculas de dgua para sua solvatagfo. Em altas concentragdes salinas, nfo
ha quantidade suficiente de moléculas de agua para a solvatagio protéica, a
maioria da agua presente esta coordenando ions salinos. Portanto a interacdo
proteina-proteina torna-se¢ mais intensa que a interagdo proteina-agua,
conduzindo a associagdo protéica e precipitagio (Nelson e Glatz, 1985; Shih et
al., 1992).

O “salting-out” de proteinas € afetado pela temperatura, quando o pH e
forga i6nica sdo fixados. Esta solubilidade aumenta com a temperatura de 0°C a
40°C. Acima desta faixa, o movimento molecular tornar-se capaz de romper
ligagOes envolvidas na estabilizacfio de estruturas secundarias e tercianas,
ocasionando a desnaturagfo e resultando num incremento da solubilidade (pela
exposigdo de grupos hidrofilicos). No caso do coldgeno, o aumento da
temperatura dentro da faixa, conduz a uma acentuada formagio de fibras por via

hidrofobica, além da absorcdo de agua, o que resulta em gelificagdo.

2.1.4. CARACTERISTICAS ESTRUTURAIS DO GEL PROTEICO

O mecanismo ¢ a forga que motiva a formagdo de um reticulado protéico

tridimensional que caracteriza os géis protéicos, ndo € completamente entendido.
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A formaglo deste reticulado é resultante de um balango entre interagdes
proteina-proteina e proteina-agua, ou seja, entre forgas atrativas e repulsivas das
cadeias adjacentes dos polipeptideos, podem ser atrativas: Interagdes
hidrof6bicas, interagBes eletrostaticas, pontes de hidrogénio e ligacGes cruzadas
“crosslinking(s)”. A intensidade destas atragdes varia com a natureza da proteina,
condi¢gdes do meio e passos sequenciais da gelificacfio. Contrariamente, repulsdes
eletrostaticas (especialmente em valores de pH afastados do pl) e as interagdes

proteina-agua tendem a manter as cadeias fibrilares afastadas.

Como o gel é uma resultante do produto de atracdes intermoleculares, a
concentragio protéica é de fundamental importincia na probabilidade de contatos
intermoleculares; em extremo a concentracdo pode justificar a agregacfo, apesar
das condi¢hes desfavoravels para a ocorréncia desta. Os géis obtidos com
diversos estados agregacionais possuem uma capacidade surpreendente de
atrago e retencdo de agua. Procura-se demonstrar que a capacidade de retengdo
da agua pelo gel ¢ realizada pela acdo dos grupos acidos e basicos ionizados e
nfo ionizados, além de grupos CO e NH das liga¢Ses peptidicas descobertos,
como centros de cargas negativas € positivas € que cria um sistema de retengdo
com multicamadas de agna ao longo da cadeia do polipeptideo, o que
possivelmente, ainda aumente a quantidade de 4gua retida, por capilaridade no

gel fibroso, sob resfriamento (Cheftel et al., 1985).

2.1.5. MECANISMO DE GELIFICACAO.

Muitos tentam explicar as propriedades do gel prot€ico, e muitas teorias
foram propostas. Destas, trés teorias tem sido consideradas por cientistas
coloidais, para alguns géis obtidos a partir de proteinas uma teoria torna-se mais
provavel que outra. Estas teorias sfo conhecidas como: adsorgdo do solvente,
formagdo do reticulado tridimensional (“network”) e orientacdo da particula

(Meyer, 1975).
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O soluto adsorve moléculas do solvente, sob resfriamento, formando
particulas maiores pelo aumento das camadas ao redor do soluto, deste modo
ocorre a imobilizag@o do sistema e a rigidez. O suporte desta teoria depende da
demonstragdo que a adsor¢io das moléculas solventes € extensiva € que a

adsorgdo aumenta com o decréscimo de temperatura.

A formagfo de um reticulado tridimensional sempre tera caracteristicas
fibrilares. Este componente com capacidade de gelificar ¢ fibroso € na estrutura
este pode interagir entre si para a formagdo da fibra mais compacta. As fibras sob
resfriamento formam um reticulado tridimensional com intervalos na cadeia. As
ligagOes estabilizam como vinculo as fibras no reticulado. Estes vinculos podem-
se conformar através de ligaches primarias entre grupos funcionais
(caracteristicas de géis que expandem e encolhem dentro de certos limites),
ligagGes secundarias - pontes de hidrogénio (caracteristicas: de géis frageis), ou
forgas atrativas secundarias ndo localizadas (interagdes hidrofobicas). Esta teoria
explica a formagdo do gel em sistemas dependentes da temperatura,

concentragdo, pH e concentracfo salina (forga 16nica).

A teoria da orientagfo particular postula a tendéncia do soluto e do
solvente em se orientarem em definidas configuragOes espaciais através da
influéncia de forgas semelhantes as que ocorrem em cristais, tendo a estrutura
formada habilidade de tomar e perder agua sem distor¢do do “cristal”. Certas
proteinas mosaico do tabaco, fibrinas, gelatina, miosina, actomiosina de misculo,
ovalbumina dentre outras formam géis sob estas condi¢des de orientagdo. O
trabalho de Ferry (1980) encontrou nesta teoria da formacgfo do reticulado
tridimensional bom ajuste para os dados acumulados sobre o comportamento das

proteinas.

A partir de uma solugéio protéica em dire¢do ao processo de gelificagdo,
seguem-se passos reversiveis, parte-se da dissociaglo da estrutura quaternaria e

terciaria da proteina em unidades.
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A Figura 2 representa uma dissociacdo (solubtlizacfo) e consequente
reorganizacgdo com hidratagdo variavel ao longo do processo (Cheftel et al..

1985).

(Pn),, <> m Pn Pn = proteina natural
m.Pn < (Pn), (H.0), < (Pn), (H,0),

Figura 2. O esquema e a equacdo mostram a dissociacdo. reorganizagfo e

hidratagdo de uma proteina fibriiar.

Durante o processo de organizagio do sistema um ponto de interésse € 0
denominado ponto isoelétrico (pl) {Righetti e Caravaggio, 1976, Malamud e
Drysdale, 1978; Vidal, Melo ¢ Valdrighi. 1974). onde o polieletrolito apresenta
uma carga liquida nula, o que caracteriza a auséncia de forcas repulsivas
intermoleculares. provocando uma maxima interagdo proteina-proteina e, guiando
o processo de gelificagdo a uma mimima hidratacdo ¢ uma maxima for¢a de gel,
evidéncias que acentuam caracteristicas. como: sinerese (exsudagdo expontinea
da agua do gel em repouso) ¢ efeito Tvndall (efeito optico caracterizado por uma
maxima dispersdo de luz - tornando capaz a visualizagdo a otho nu de fibras

constituintes do gel).

O conteddo de gropos hidrofobicos da proteina estabelece critérios para a
gelificacdo em fungiio da sua quantdade. O conteudo hidrofobico estando
presente numa concentracdo mator que 31.5%. estas proteinas exibirdo sua

gelificag@io dependente de sua concentragdo.

Enquanto se a quantidade de grupos hidrofobicos variar entre 22% e
31,5% estas ndo exibirdo mudangas no pH proprio de gelificagdo, quando a

concentragao da proteina no meto for alterada.
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2.1.6. INTERACOES HIDROFOBICAS

Este fendmeno € bastante evidente quando da homogeneizagio de
solugdes protéicas fibrosas. A interagdo hidrofobica €é uma das principais forgas
na conformagéo dos polipeptideos em agua. Estas ligagBes tendem a estabilizar
os residuos laterais apolares dos polipeptideos, os quais devem ser resguardados
do contato com a agua (Némethy, 1967), e também atua entre fibras protéicas
dispersas e hidratadas contribuindo intensamente neste caso para a estabilizagio
quando comparada as interagdes eletrostaticas (Wallace, 1990). A agua, por suas
caracteristicas polares, tende a associar-se fortemente através da formagdo de
pontes de hidrogénio com a proteina (Figura 3). Esta parte lateral do residuo
hidrofobico interfere na associagéio, provocando um auto-arranjo das moléculas
de agua, mais ordenado, ao redor destes grupos ndo polares; isolando-os do
contato com a agua. Quando, porém, as moléculas de proteina vierem a se

associar, ocorrera desordenagfio desta agua envolvente (Piez e Trus, 1977).

Este processo, apesar do ndo favorecimento entilpico, produz uma
suficiente mudanga entropica para assegurar o deslocamento do equilibrio para a

direita. Célculos e experimentos com substdncias modelos indicaram que a forga

oy C e e kcal X
média de uma ligagao hidrofobica, é pequena, 1 a 2 — em termos de energia
mo

livre. Quando, entretanto, uma molécula protéica possui em torno de 30% de
aminoacidos laterais apolares, 0 numero de interagdes hidrofobicas nesta

molécula € intensificado e a sua estabilizagdo acentuada.
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Figura 3. Esquema da associagdo das moléculas de colageno, mostrando a

desorganizagfo da agua envolvente e a interagio hidrofébica entre as moléculas

2.1.7. REOLOGIA E VISCOELASTICIDADE

A reologia, alicergada em principios matematicos da mecanica do
continuo, reinterpreta as idéias de tensdo e deformagdio no estudo da
microestrutura dos corpos envolvidos no processo deformativo, descreve a sua
deformagfio no tempo, sob a influéncia das tensdes, estuda e investiga as
propriedades mecanicas como também o comportamento de corpos reais

deformaveis.
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QO comportamento dos corpos reais € intermediario aos sélidos e liquidos
ideais, enquanto sélidos podem estar sujeitos a tensfo e cisalhamento, liquidos

podem apenas sofrer cisathamento (Schramm, 1994).

Esta classificagfo do comportamento reolégico dos materiais que relatam
sua resposta a tensGes aplicadas, ¢ estendida pela introdugfio do tempo de escala
para o processo deformativo, ndo havendo exclusividade dos termos viscosidade
e elasticidade associados respectivamente a um liquido e um sélido; pois o
liquido pode apresentar propriedades de solidos e vice-versa, a depender das
tensdes aplicadas, do tempo e da frequéncia utilizada, devendo sua classificacdo

a0 seu comportamento reologico.

O nimero de Débora (Reiner,1964) baseado na canglio biblica da
profetisa Debora (Jz 5:5) apds importante vitdria sobre o general Sisera (1300
a.C), é parte do seu canto de vitoria “ As montanhas se derreteram diante do
Senhor, e até o Sinai diante do Senhor Deus de Israel.”, demonstra a razdo do
escoamento, por ter 0 homem um tempo finito de observagio, enquanto o tempo
de observagfio para Deus ¢ infinito, ou seja, fudo escoa desde que se espere
tempo suficiente. Portanto a magnitude do niimero adimensional definira a

diferenca das caracteristicas de comportamento entre solido e liquido.
A <
D, = 7 A = tempo de relaxacdo

T = tempo de observagio

O A € um tempo caracteristico do material. No modelo de Maxwell este
pode ser entendido a partir da aplicagfo de uma deformagio constante sobre o
material, no momento em que a tensdo for removida, esta ira relaxar
exponencialmente de um valor de equilibrio até zero e este tempo constante de
decrescimento ¢ chamado tempo de relaxacdo. O tempo de observagio T € o

tempo caracteristico do processo de deformagdo (Bird et al., 1987).
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Para um solido perfeitamente elastico (hookeano) o tempo de relaxagéo
(%) € infinito e é nulo para um liquido perfeitamente viscoso (newtoniano).
Portanto um determinado material pode apresentar comportamento solido por ter
um tempo de relaxagio elevado, ou o processo deformativo transcorreu com
rapidez. Pode-se partir da proposi¢do que solido € o material que ndo muda seu
perfil quando submetido a uma dada tensfo e liqudo aquele que tem seu perfil

continuamente modificado, consequéncia do escoar.
D.— 0 (viscoso)
D.—> 1 (viscoelastico)
D, — « (elastico)

Quando um sistema material ¢ sujeito a uma colec¢io de forgas, um ou
ambos poderdio ocorrer (incluindo suas particulas componentes): movimento
rotacional e movimento translacional (Tschoeg, 1989), o que resulta numa
deformacfio. Ao centrar atengdo a deformagfo resultante da aplicagio de um
conjunto de forgas (carga), esta deformagdo dependerd das caracteristicas e
propriedades do material, podendo ser recuperada (reversivel, elastica) ou
irreversivel (viscosa, plastica, permanente) ou podera, ainda, cumprir ambos 0s
papéis recuperando em parte e dissipando em parte (comportamento

viscoelastico).

A intengdo da Ciéncia sempre foi a quantificacdo e a previsdo de
fen6menos, exprimindo o comportamento do sistema material na forma de
equagdes constitutivas, portanto relacionando especificamente as propriedades do
sistema matenal, de modo que este possa independer da geometria ¢ dimensdes

do sistema, havendo dependéncia direta apenas da natureza do sistema matenal.
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Para este equacionamento, considerar o alongamento de um corpo

cilindrico é conveniente, aplica-se uma for¢a (f) na diregfo axial do bastonete,
uma deformaciio sera obtida. A Figura 4 abaixo mostra que a partir de um
comprimento original (1,)} passa-se a um comprimento (I) como resultado da
deformagdo. Ao assumir a resposta elastica do material, pode-se dizer que o

alongamento Aj=1-1,, Sera diretamente proporcional a forga tensora (f ) ,

Figura 4. Alongamento de um bastonete cilindrico
matematicamente expressa como:

f=K-Al
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Onde K deve ser um pardmetro material que dependa apenas do sistema
material. Mas quando o material ¢ submetido a uma forga de tragfio (f), a espécie
do matenal ir4 diferir em comportamento: um cilindro de latex, ird se distender
mais que um cilindro de ago, para as mesmas dimensdes assumidas. Portanto,

pode-se perceber que (K) ndo ¢ pardmetro material, pois depende nfo apenas da

natureza do material mas também das dimensOes do objeto.

Para originar uma equacfo constitutiva e obter para esta um pardmetro

material (K), deve-se obter uma constante de proporcionalidade independente da

geometria do sistema material. Os dois pardmetros determinantes, o tamanho ¢ a
forma de um corpo cilindrico de secg¢fo uniforme sdo respectivamente o
comprimento € a 4&rea seccional. Experimentos mostram que para um
alongamento de razoavel magnitude, a forca requerida para produgdo do

alongamento ¢ diretamente proporcional a drea original seccional (A,), ¢
inversamente proporcional ao comprimento (i,, ) Ao extrapolar esta verdade para

qualquer que seja a forma e secc¢do, obtém-se:

_E-A,-Al

f , onde

Deste modo E nfo dependerd da geometria do sistema material, e
representa caracteristica das propriedades do material. Para um material elastico

(E) ¢ propriedade material ¢ conhecido como modulo de elasticidade

longitudinal.
Com o arranjo conveniente a equagdo acima torna-se:

T=KE-y,onde
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= Tensfo = intensidade da forga

¥ o= — Deformagio = alongamento fracional

1 e vy sdo denominados tensdo cisalhante ¢ deformac@o respectivamente
através do qual é descrito um particular tipo de deformacéo (extens@o uniaxial), e
referida como equagfo constitutiva porque independe do tamanho e forma do
material. Hooke formulou a primeira equagio constitutiva para sélidos. Em suas
proprias palavras “O poder de uma mola esta na mesma proporg¢do com a tensio
da mesma“. Hooke fez uso de uma mola estendida para simplificacdo de um
corpo elastico. A proporcionalidade entre a tensdo () e a deformagfo(y)
expressa pela equagfio acima ¢ a chamada Lei de Hooke, e o material obedecendo
a esta equagiio reologica de estado, € denominado soOlido hookeano.
Considerando-se agora o escoamento laminar de um liquido, pode-se coloca-lo

entre duas placas paralelas e movimentar, p. ex., a placa superior (Figura 5).

dv

Figura 5. Escoamento cisalhante laminar de um fluido newtoniano.
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Se a velocidade da placa movel ndo for muito grande, o perfil de
velocidade sera atingido apds o estabelecimento do regime permanente. Sendo h

a separagdo entre placas e a velocidade de qualquer ponto em x serd dada

por:v, =v-(y). (Principio da Aderéncia).

Se f ¢ a forga friccional resistindo ao movimento das placas paralelas
adjacentes & camada do liquido, sendo a area de contato (a), entdo a forga (f )
resistiva serd proporcional a area de contato para que a velocidade decresga na

dv_
dy

dire¢io (y), i.e., o gradiente cisathante _ Expressa na forma de uma equacéo

constitutiva:

f e n-a.(dvx)
dy

onde a constante de proporcionalidade (m) ¢ denominada viscosidade. A

viscosidade, portanto, é uma propriedade material, independente da geometria.
Esta equagfio constitutiva que expressa a proporcionalidade entre tensfo e taxa de
deformagfo foi introduzida por Newton, considerando as propriedades de um

fluido hipotético, ocupando todo o espago entre as placas.

f_ (d)
a N dy

Sendo: t= f Tensdo Cisalhante (“Shear Stress”™)
a
7= (:lvx Taxa de Deformagfio (“Shear Rate™).
Yy
T=N-Y
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A analogia ¢ imediata entre o comportamento €lastico € 0 comportamento

VISCOSO, S& compararmos as equagdes.

E-A,-]
e

lo dy
f _E-Al f_ (dvx)
A, 1, a1 \dy
T=E-y T=n-Y

Portanto t = E.y ¢ 1=mn.Y, sdo ambas equagdes constitutivas, nas quais
a espécie particular de tensfio, esté relacionada & deformacfio, expressa como ()
no sistema material elastico ou como taxa de deformacgéo (y) num escoamento,

ainda que, uma caracteristica da propriedade do sistema material {(um moédulo
elastico ou viscoso) independendo da forma e do tamanho do material que se
pretenda descrever. Tal conceito pode ser estendido ao equacionamento para uma
série de tensOes, deduzindo uma resposta puramente elastica, puramente viscosa

ou um misto de ambas (viscoelastica).

No presente trabalho o interesse € o comportamento viscoelastico linear
do gel colageno, no qual a razdo da tensfo para a deformacgéo é fungio somente
do tempo e ndo da magnitude da deformacio ¢ onde experimentalmente

encontrada se as tensdes de deformagdo sfo pequenas.

Portanto, cabe a definicio e modelos mecénicos suportes para
compreensdo do comportamento elastico ideal (mola) e o comportamento viscoso
ideal (amortecedor) (Haake, 1992; Haag, 1990). O material real possui um
comportamento misto, exibem ambos os comportamentos, o elastico e o viscoso,

ou seja, comportamento viscoelastico.

22



O comportamento elastico ¢ representado por uma mola perfeitamente
elastica e qualquer for¢a aplicada na mesma serd diretamente proporcional a

deformagao.
1, = G-v,onde 1. = tensdo cisathante €))
G = méddulo de rigidez
Y. = deformagio
F oc v (Lei de Hooke)

Quando a mola ¢ puxada de A para B (Figura 6), uma forca F ¢
necessaria; quando relaxamos a forg¢a aplicada a mola que estava no ponto (B)
retorna a (A). O tempo gasto a este retorno ¢ denominado tempo de relaxacéo e,

toda energia aplicada é armazenada e devolvida pela mola.

v
----------------------
A B

Figura 6. Diagrama simplificado de uma mola.
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Apesar da analogia acima (mola tracionada) associar-se a tensdo normal,
o comportamento eldstico de um solido em cisalhamento é mais proximo do

ensaio reologico (Figura 7)

Figura 7. Deformacfo de um sélido elastico.

1,=G-¢ 1, = 1ensdo cisalhante
G = modulo de rigidez
¢ = Angulo de distor¢o

O comportamento viscoso ¢ representado por um amortecedor
perfeitamente dissipativo, contendo um liquido Newtoniano com uma

viscosidade fixa(m) e pode ser expresso como:
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T =17 onde irzdv‘ 2)

7, = tensdo cisalhante

y = taxa de cisalhamento, definida por

. dy
LA

Quando for puxado o émbolo da posi¢do A para a posigdo B (Figura 8)
uma forga serd medida. Esta forca ¢ independente da deformacdo (y) mas sera

proporcional a taxa de deformagdo.

Focy

Quando for libertado o émbolo em B ele nio retornard a A, o que

significa que ndo hd armazenamento de energia, mas dissipagdo térmica.
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Figura 8. Diagrama simplificado de um amortecedor.

Pode-se resumir os comportamentos da substéncia elastica ideal em: a
energia aplicada ¢ recuperavel e a for¢a ¢ proporcional a deformagio (y) Na
substdncia viscosa ideal: a energia investida ¢ dissipada e a forga € proporcional a

taxa de deformagdo (), independendo do grau de deformagéo.

Considere-se agora que os elementos ideais sejam submetidos a
deformacdes oscilantes, observe inicialmente a representagdo da mola - elemento

armazenador - (Figura 9).
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Figura 9. Diagrama simplificado de uma mola oscilando.

A deformagéo produzida na mola € representada como:
Y =7, -sin(o -t) Yo = amplitude maxima de deformagio (3)
o = velocidade angular (1/s)

t=tempo (s)

Substituindo (3) em (1), resulta:
1, =Gy, sin(o-t) (4)

mostrando que a deformagfo e a tensfio de cisalhamento estdo em fase.

)
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Submete-se agora um amortecedor - elemento dissipativo - a uma

deformacdo oscilante (Figura 10).

Figura 10. Diagrama simplificado de um amortecedor oscilando.

A deformagdo ao qual o amortecedor € submetido € idéntica a anterior.

Y =7, sin(o - t) Yo = maxima deformagio

o = velocidade angular

tomando (2).t, =1-¥ ¥ _ 9
dt
?=%{—mm~yn~cos(m-t) (5)
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Substituindo a equagdo (5) em (2), resulta a tensfo cisalhante que atua no
amortecedor. A tensdo resposta esta defasada de 90° em relagfo a deformagio,

em fungfo da dissipagdo total da energia aplicada.
'cvxn-a)-y{,-ces(m-t) (6)

Figura 11 expressa estes resultados graficamente:

Figura 11. Deformagfo e tensdo em funcgfo do tempo para o amortecedor.

Os limites que expressam o comportamento elastico e viscoso sfo
visiveis e pode-se observar que uma defasagem, é um indicador de quanto a

substincia € viscoelastica sob uma determinada condi¢@o experimental.
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Se ndo ha defasagem, ou seja, zero grau (0°) entre a deformacgéio ¢ a
tensfo, a substéncia ¢ descrita como puramente elastica, pode observar que a

deformagdo e a tensfo estdo em fase (Figura 12).

r 4

4\ >
e N

Figura 12. Deformagio e tensdo em fungfo do tempo para o material elastico

Se a defasagem € noventa graus (90°) (Figura 13), a substincia ¢ descrita
como puramente viscosa. Pode-se inferir via dngulo de defasagem, que uma
defasagem de quarenta ¢ cinco graus (45°) indicard um comportamento da
substincia de cingiienta por cento {50%) elastico e cinqgiienta por cento (50%)

VISCOSO0.
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5=00°

Figura 13. Deformagio e tensfio em funcdo do tempo para o material viscoso.

Quando da aplicacdo de uma deformagio senoidal ao material, a
frequéncia angular (w) e/ou a frequéncia (f) ¢ a amplitude de deformagdo sdo
pardmetros fixados. A tensfo cisalhante é medida como uma fungdo do tempo
variando senoidalmente com defasagem e amplitude. Matematicamente, os sinais
podem estar em fase (elastico) ou fora de fase (viscoso), o que depende do

comportamento do material viscoelastico.

1=1, sin(o -t +38) & = mudanga de fase (7

T = tensdo maxima
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A equacfio expandida trigonometricamente mostra a contribui¢do da

componente elastica (em fase) e viscosa (fora de fase).

T=1, -[eosﬁ 'Sill((i) . t)+ sind -cos((x) . t)] (8)

Define-se agora a magnitude do médulo complexo IG"I resultante a partir

das duas contribui¢des (Figura 14):

=0 9)

Figura 14. Modulo complexo (G*) a partir dos modulos (G”) e (G™°).
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O modulo complexo did uma medida da resisténcia do material a

deformagéo. Considerando-se o termo em fase com a deformacdo, a componente
elastica, é definida como o médulo de armazenamento ou, ainda, rigidez (G‘),

que € proporcional a energia estocada a partir do processo deformativo e utilizada

para reorganizagio da microestrutura do material na relaxacéo.

G’ xiG*'-cosﬁin-cosﬁ (10)
Yo

enquanto a componente viscosa (G) modulo de perda, € proporcional a parte

da energia do processo deformativo dissipada - normalmente na forma térmica,

determinada por:

-§ind = - - 5ind (11)

G =|G"
Y

Se o material € puramente elastico (i.e., mola), a defasagem entre tenso
e deformagio serd zero grau (6§ =0°) ¢ G" = G, pois G” = 0. Se, ao contrario, o
material, for puramente viscoso (i.e., amortecedor) a defasagem entre tensdo ¢

deformagdo sera noventa graus (8§ =90°)e G™ =G”, pois G’ =0,
Uma alternativa para o moédulo complexo, para avaliar a resisténcia a

deformagdo, ¢ a viscosidade complexa (n) esquematizada na Figura 15.

.6,
o (1,0)

T

n (12)
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Figura 15. Viscosidade complexa (n*) a partir dos médulos (') e (n”).

que expressa uma medida da magnitude da resisténcia total ao cisalhamento

dindmico ( i.e., a razdo entre a maxima tensdo cisalhante (‘[0) e a maxima taxa de
cisalhamento dindmico (y,-©)). Pode-se separar em duas componentes, uma
elastica (n ) , € uma viscosa (n) , relatando a dependéncia da frequéncia, da taxa

de cisalhamento ou da deformacfo, de um processo que pode-se alterar, por

exemplo uma gelificagio. Equagdes (13) e (14) expressas abaixo:

¢ To _.sind = N -sind (13)

N == i -cosd =7" -cosd (14)
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Pode-se agora reescrever a equagdo (8), ou seja a tensdo em fungdo dos

modulos G’ e G ou das viscosidades 1" e ™.
1=G -y, -sin(0-t)+G” -y, -cos(w - t) (15)
'c=n"-y,,-m-sin(m-t)«i—n’-y,,-m-cos(m-t) (16)

O parametro viscoelastico denominado por defini¢do de tangente de

perda (tan §), razfo entre a energia dissipada (G”) ¢ a energia armazenada (G’),

que informa a quantidade de energia dissipada por ciclo de deformagdo, e
determina como as propriedades fisicas macroscopicas da amostra amortecem as
vibragdes livres, atenuam as ondas de deformacgfo propagadas e afetam a

frequéncia da resposta ressonante a partir da estrutura da amostra, ou seja,

resumidamente informa se o material é mais caracteristicamente elastico ou

VISCOSO0.
tan = = - 089 (17)
G sind
2.2. COLAGENO

O colageno € uma proteina fibrosa abundante na natureza. No homem,
totaliza um ter¢o da proteina corplrea, presente nas cartilagens, ligamentos,
tendbes, pele, 0ssos, olhos e orgdos internos. Sua composigdo em glicina, prolina,

hidroxiprolina ¢ alanina soma 65% dos aminoacidos totais.

Esta proteina ¢ caracterizada pelo baixo teor de cistina e triptofano. Sua
unidade molecular € o tropocolageno, sendo a unidade protéica mais longa que se

conhece (massa molecular de 300 kD) com 1,5 nm de didmetro e 300 nm de

comprimento, onde trés cadeias polipeptidicas (duas o 1{I) ¢ uma ol em

hélice) se entrelagam formando uma super-hélice (Figura 16).
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Gal-Glu

} 300 nm |

Figura 16. Unidade molecular basica do colageno tipo L

Esta super-hélice € estabilizada pela aproximacio das hélices por pontes
de hidrogénio entre glicina e hidroxiprolina, o que justifica, a necessidade de que

todo terceiro aminoacido na sequéncia deve ser glicina.

Este aminoacido estad presente com um contetido molar de 33%. O
coldgeno € caracterizado por sequéncias de glicina-X-prolina, glicina-X-
hidroxiprolina e glicina-prolina-hidroxiprolina. Estas sequéncias justificam a
acomodacdo dos anéis volumosos dos aminoacidos prolina e hidroxiprolina na
estrutura espacial do colageno. (Rich e Crick, 1961; Kopple, 1966; Dickerson ¢
Geis, 1969; Wold, 1975; Elias, 1977 e 1987; Mandelkern, 1983; Vidal, 1990
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A natureza do residuo lateral aminoacido, devido a sua composigio
quimica, estado eletroquimico e tamanho, tem grande importincia nas
propriedades fisicas e quimicas desta proteina (Gustavson, 1956; Wallace, 1990a
e b). Os grupos hidrofilicos (polares) e hidrofobicos (ndo polares) ¢ a sua
distribui¢do na superficie da proteina sdo determinantes da solubilidade da
proteina. A solubilidade da proteina também € dependente da forca idnica, da
polaridade do solvente, do pH e da temperatura. A solubilidade, ¢ portanto, um

produto das interagGes entre proteina-proteina, proteina-agua e proteina-ions.

Os fatores de influéncia na rigidez estrutural do coldgeno, sdo os teores
de prolina e hidroxiprolina, as pontes de hidrogénio miituas no entrelagamento da
super-hélice ¢ o namero de reticulagio (“crosslinking’natural). Este tltimo ¢
particularmente importante, pois ¢ uma ligacio de carater covalente relacionada a
caracteristicas e a idade do material bioldgico, que ocorrem nas regides
telopeptidicas (regifes terminais ndo helicoidais do tropocoldgeno), interna a
triplice hélice (estrutura terciaria) e entre as triplices hélices (estruturas

quaternarias) (Yamauchi e Mechanic, 1988).

A unidade bésica do coldgeno tem uma geometria cilindrica. Um
bastonete cilindrico semi-flexivel segundo Henri et al.(1983), com alto grau de
cristalinidade ¢ agrega-se axialmente. Por ser uma proteina estrutural, suas
propriedades mecénicas mais notaveis sdo a rigidez e a resisténcia a deformagio,
resultado de sua combinagdo dos aminoacido prolina e hidroxiprolina ¢ a sua

distribui¢fo sequencial na molécula.

2.2.1 FIBRILOGENESE

Uma molécula de colageno apresenta repeticdes de 68 nm periddicas

entre uma e outra unidade.

37




Esta relago periodica entre comprimento da molécula e o espagamento
levou a Teoria do Empacotamento “Quarter Staggered”.(Wood e Keech, 1960;
Petruska e Hodge, 1964; Smith, 1968; Piez e Miller, 1974; Veis, 1982; Kuhn,
1982; Piez, 1982; Trelstad, 1982). Este processo de auto-montagem é o
provocativo para que as moléculas do colageno possam organizar-se em fibras,
resultando em um empacotamento extremamente ordenado (Gelman et al., 1979;

Brodsky e Elkenberry, 1982; Capaldi e Chapman, 1982; Vidal, 1984).

A unidade basica do colageno possui em suas extremidades regides néo-
helicoidais (telopeptidicas), de importincia na associagdo das unidades basicas
em microfibras e formagdo subsequente das fibras nativas, sugere intera¢des
especificas, quer “in-vivo“ ou “in-vitro“ (Veis e Payne, 1988; Na, 1989a,b;
Wallace, 1992; Vidal, 1995).

A fibrilogénese do colageno “in vitro” demostrou que este é possuidor de
memoria térmica - habilidade da solugfio de colageno relembrar sua historia
térmica, ou seja a natureza ¢ as interagdes intermoleculares sdo resguardadas sob

uma condig¢io térmica imposta (Payne e King, 1986).

As subestruturas iniciam-se com a combinagdo de duas moléculas até a
interagdo de cinco, resultando numa microtfibra com 4 nm, que pode entfo
crescer, agregando-se nas exfremidades para formar fibras. Este processo ¢
comum para a maioria das proteinas fibrosas e que ocupam posigéo equivalente

ou quasi-equivalente na montagem molecular (Figura 17).

Uma fibra ¢ um polimero cristalizavel, com extrema orientagdo, e que
retém estas caracteristicas em uma faixa de temperatura (0°C - 40°C), Em
biopolimeros protéicos lineares obtidos “in vitro”suas propriedades viscoelasticas
dependerdo da concentragdo, do comprimento, do didmetro, da rigidez, e
interagOes entre filamentos, sendo a agregagfo lateral fortemente dependente do

pH e forga idnica do meio (Janmey et al., 1991).
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Figura 17. Fibrilogénese do colageno.

2.2.2. DIAMETRO DAS FIBRAS COLAGENAS

O didmetro da fibra colagena, a sua orientago espacial, a natureza e a
quantidade de substincias ndo colagénicas interfibrilares proteoglicanas,
glicosaminoglicanas, glicoproteinas, etc, acabam ditando as propriedades
biomecanicas “in vivo” dos tecidos. Dados provenientes da aplicagfo de técnicas
de microscopia de elétrons e difracio de raios-X revelam o empacotamento
ordenado, incluindo as microfibras. A interpretagio dos dados langam luz para o
entendimento dos tendSes umidos no que se refere a suas propriedades
viscoeldsticas (dissipagdio e armazenamento), como também seu alongamento
(estiramento) durante o crescimento, havendo fortes evidéncias de deslisamento
e/ou extensdo destas unidades na fibra quando estas sdo submetidas ao esforgo
mecanico (Light e Bailey, 1982; Vidal, B.C, 1995).
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Nas fibras naturais de tenddes, pode-se notar uma variagdo de didmetros.
Nos didmetros menores, em torno de 15 nm, quase ndo se nota a periodicidade.
No entanto, para grandes didmetros (400-500 nm), caracteristica de uma fibra
madura, esta ja possui uma periodicidade de aproximadamente 68 nm, para o
ordenamento lateral de uma unidade colagena de 300 nm. Isto ocorre na
maturagdo do tenddo através do “crosslinking” ceto-amino, resultado do

envelhecimento do animal e que provoca um aumento do didmetro da fibra

(Parry, 1978).

Para o tenddo da cauda do rato (RTT), as fibras no nascimento sdo
uniformes, possuindo didmetros de 30 nm, sendo que as microfibras que as
compde possuem diimetros em torno de 4 nm, fracamente empacotadas. Aos
quinze dias, porém, a maioria das fibras possuem um crescimento significativo e
seus didmetros passam a oscilar em torno de 100 nm e seus componentes
microfibrilares ja sfo mais empacotados. Com 45 dias estas j& estdo por volta de
250 nm ¢ o processo continua atingindo um tamanho maximo de didmetro de 450
nm, no interior do feixe fibroso, em 150 dias. Pode-se notar que esta variagio nio
¢ uniforme ao longo do didmetro do tenddo. Na composicio do tenddo as fibras
com os maiores didmetros estdo no centro do feixe fibroso e as menores na

periferia do tenddo (Torps et al., 1978).

A variagdo dos didmetros das fibras € a sua estrutura determinam a
biomecinica dos tendGes “in vivo” e “in vitro”e as propriedades viscoelasticas
podem estar relacionadas a fun¢do biomecanica de alguns tipos de tecidos (Scott
et al., 1981; Vilarta e Vidal, 1989; Vidal ¢ Carvalho, 1990; Carvalho ¢ Vidal,
1994; Carvalho, 1995). O didmetro das fibras consideradas acima desempenham
um papel predominante na descri¢io das propriedades de regulacdo biomecinica

dos tecidos conectivos.

40




A Figura 18 mostra que a um grande didmetro da fibra esta associado ao
maximo de resisténcia a trago (ao estiramento) (I). As fibras de didmetros
menores (II) proporcionam um maximo de elasticidade. A combinagio de (I) e
(I) leva ao caso (III), no qual pode-se observar uma combinagéo das duas

caracteristicas, resisténcia a tragio e ao cisalhamento.
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Figura 18. Empacotamento e didmetro das fibras de colageno.

2.2.3. ESTABILIDADE TERMICA DO COLAGENO

A estabilidade térmica do coldgeno, ou da super-hélice, depende de
interagbes cooperativas. Quando aumenta-se a temperatura, pode-se verificar

grandes mudangas de propriedades fisicas.
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A primeira reside na diminuigfo da resisténcia ao escoamento, ou sgja,
abruptamente diminui o atrito molecular, indicando que as unidades protéicas

perderam sua forma caracteristica de cilindro.

O poder rotatério - medida do desvio angular que uma substincia
opticamente ativa imprime ao plano de vibragfio de um feixe de radiagdo plano
polarizado - a diversas temperaturas ¢ alterado em funcdo da destruicio da
estrutura helicoidal nos filamentos, em solu¢fo. Deste modo pode-se observar
que as for¢as cooperativas que estabilizavam a conformagfo super-hélice foram
vencidas pelo movimento térmico (agitagio molecular), gerando uma estrutura
filamentosa desorganizada e aleatoria; denominada gelatina. Isto ocorre de modo
abrupto, dentro de uma faixa bem estreita de temperatura, revelando que a super-
hélice ¢ estabilizada por interagdes cooperativas relativamente fracas e em grande

numero e, dependente das interagdes laterais dos aminoacidos.

A literatura define a destrui¢do de cinquenta por cento das estruturas
super-hélices como a temperatura caracteristica de fusdo (tf). Toma-se a
temperatura de fusdo como um critério de estabilidade em solugfo, ou seja, a
manutengdo de sua conformacfo helicoidal. Para fibras de colageno, o indice
comparavel ¢ a temperatura de retragdo (tr), em que hd um encurtamento
pronunciado da fibra. Como ndo ha um unico tipo de colageno, atualmente 19
tipos estfo identificados, espera-se ter diferentes pontos. O conteuido de prolina e
hidroxiprolina do coldgeno ¢ que the confere capacidade de resisténcia térmica,
quer em solugfo, quer em fibra (Stryer, 1992). Relaciona-se um maior contetado
de iminoacido (composto orginico nitrogenado com anel heterociclico) com
aumento da resisténcia térmica. O tenddo da cauda do rato (RTT) contém um
total de 238 aminodcidos prolina e hidroxiprolina por mil, o qual informa, a

respeito da estabilidade térmica do material, devendo as tf e tr situar-se

respectivamente em 39 °C e 65 °C.
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O colageno estruturalmente destruido em aguna transforma-se em gelatina,
uma proteina solivel, que arrefecida nfo se regenera em colageno. A massa
molecular desta proteina soluvel ¢ um ter¢o do colageno em solugfio (Morrison €
Boid, 1985). O tratamento térmico separa os cabos da super-hélice, cindindo as
ligagBes por pontes de hidrogénio intercatenares € substituindo-as por moléculas
de agua, impedindo a renaturacdo a conformagdo original. O colageno
reconstituido, por conter uma populagdo heterogénea de fibras, inclui-se
moléculas num estado ndo fibrilar, mostra maltiplas transi¢des na temperatura de
desnaturacdo, em fung¢do de diferenca de empacotamento, concentragio de
colageno, tamanho da fibra e nivel de “crosslinking”. As temperaturas sdo sempre

maiores quando comparadas ao colageno em solugdo (Wallace et al., 1986).

2.2.4. GEIS DE COLAGENO

A precipitagdo de microfibras a partir de solugdes colagénicas levam a
observar que estas possuem uma natural capacidade de auto-organizagio, onde ,
agregadas e retendo agua, transformam-se em géis de colageno. A arquitetura
destes agregados podem ser observadas em varios niveis como fungio da
temperatura ¢ outros fatores de influéncia, onde conformagdes helicoides,
planares ou nfo, sfo obtidas a partir da auto-organizacdo destas microfibras.
Varias arquiteturas helicéides (“twist™) microfibrilares estfo correlacionadas a
estrutura de cristais liquidos, e estas obtidas “in vitro” s8o muito semelhantes aos
padrdes que descrevem numerosas matrizes de colageno “in vivo” (Bouligand et

al., 1985).

O comportamento das particulas coloidais em meio aquoso ndo é
dissociado do conceito de uma carga liquida; citando-se como exemplo o caso de
um polieletrolito (Scopes, 1987). Esta observagfio sobre carga liquida reside no
fato de que a estabilidade destas dispersdes coloidais sdo extremamente sensiveis

a adigfio de eletrolitos, o que evidencia a existéncia de cargas nas particulas.
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A supetficie da proteina se torna carregada por 1onizagio dos residuos
aminodcidos das o-hélices, conduzida pela ionizagdo de grupos Aacidos
(carboxilas), os quais geram cargas negativas (~) e grupos bdsicos (aminos e
outros) que geram cargas positivas (+). A extensdo superficial e a magnitude das
cargas dependerfio do pKa (pH onde 50% dos grupos presentes estdo 1onizados)
destes grupos superficiais € do pH a que estes estio submetidos. A coexisténcia
destas cargas superficiais podera ser reduzida a zero no pl, pela supressdo da
ionizagdo por decréscimo de pH, com referéncia aos grupos acidos e aumento de
pH, referindo-se aos grupos basicos. Deste modo, pode-se perceber uma via de
mao dupla, no tocante a variacdo das cargas, quando ocorre variaglo do pH sobre

o sistema colageno.

As alteragOes de cargas superficiais dos residuos aminoacidos, no meio
aquoso, obtido por uma variagio de pH e forga idnica, conduzem a uma variagio
na solubilidade do colageno ao longo do processo e governa a formagéo do gel. A
formaglo do gel esta fortemente ligada aos residuos laterais de aminoacidos
basicos (lisina, arginina, histidina e, principalmente, a arginina) com seu grupo
guanidil (Grabar e Morel, 1950), pela capacidade de hidratagfo. Esta hidratagdo
da-se em niveis. A primeira agua adsorvida, a estrutural, € incorporada dentro da
super-hélice. A segunda 4gua ¢ de contorno, associada ao lado polar da cadeia e
localizada nas regides inter-helicoidais das fibras coldgenas. Esta apesar de nfo
possuir uma interagdo tio intensa quanto a agua estrutural, afeta a rigidez em
maior grau, plastificando os movimentos do lado da cadeia, alterando o
deslizamento destas unidades. Finalmente, a agua livre no gel interfibrilar. O
termo gelificar implica na formagdo de uma massa insolitvel fibrosa, altamente
hidratada; onde interagdes especificas proteina-proteina {colageno-colageno) séo
requeridas e necessarias; e conduz a formagfo de um reticulado tridimensional
(“network™) (Hermansson, 1978). As forgas intermoleculares que atuam no gel,

traduzem o campo de tensdo (Holland, 1991).
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2.2.5. REOLOGIA PO COLAGENQ

A verificagdo das propriedades viscoelasticas da gelatina, estrutura
superhélice (colageno) desnaturada para moléculas em forma globular (gelatina),
datam da década de 50. A partir da década de 60, a possibilidade da extragdo
enzimatica do colageno em solucdo de acido cloridrico (pH=2), acabou por
conduzir a quantificagio das propriedades viscoelasticas das solugdes colagenas.
Medidas da viscosidade dindmica ¢ modulo de rigidez, como também a
viscosidade em escoamento permanente, informam fatos como associagdo das
moléculas cilindricas longas, com formagio de estruturas “network” em solugdo
dependendo da concentragfo. Este fato mostra que existe uma dependéncia da
rigidez com a concentracdo (G o« C™), com m variando de 3,3 em solugdo
colagena diluida numa faixa de frequencia de 1 a 10 s’ e em géis com a
contribui¢o de “crosslinkings” trifuncionais na estrutura “network” para a
elasticidade m iguala-se a 3,67. A viscosidade dindmica ¢ varidvel e dependente
da frequéncia (' o« C%), onde 7 ¢ fungio da frequéncia variando de 3,2 (0,5s5") a
2,2 (20 s1).0 comportamento reolégico ndo pode ser explicado por teoria ndo
newtoniana (simplesmente por viscosidade), mesmo em solucOes coldgenas
dituidas, pois ha manifestagdo de fortes atracSes intermoleculares e formagio de

estruturas géis “network” (Fukada e Date, 1963).

A partir da década de 80 trabalhou-se com a estrutura do coldgeno ou
estrutura similar (virus mosaico do tabaco) em solugdo concentrada. O
comportamento da macromolécula cilindrica em solugio foi avaliado e, acabou
por equacionar, a partir de experimentos, que o tempo de relaxagio rotacional ¢
muito dependente da massa molecular e da concentragfio. Relatou-se, ainda, a
forte dependéncia da viscosidade cinematica pela massa molecular e sugeriu que
a dificuldade de preparacgio dos cristais liquidos, a partir de peptideos, pode ser

predita acima de uma concentragdo critica pela equagéo.
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O sistema perde fluidez acima desta concentraglo critica, ¢ exibe
transi¢do vitrea ( Doi, 1975) - passagem de um estado vitreo (amorfo) para um
estado elastomérico, cadeias amorfas se afastam e adquirem sua mobilidade,

tornando-se mais flexiveis.

As propriedades reologicas de géis aquosos de ovalbumina termicamente
desnaturada, com “crosslinking” e pressupondo estruturas filamentosas,
mostraram bom ajuste para que equagdo do tipo Maxwell possa descrever o seu
comportamento reologico. As propriedades reolégicas do sistema depende ndo
somente das forgas intermoleculares, mas também das propriedades geométricas
da fase estruturada. O alto valor de G s6 pode ser explicado a partir da elevada
rigidez das cadeias coloidais € que um fenémeno reologico, em sistemas
“crosslinking”, como uma sobretensdo (“overshoot”) de um escoamento
permanente, s60 pode ser explicado por alguma ndo homogeneidade da

microestrutura da amostra (Kamphuis e Jongschaap, 1985).

Uma revisdo do comportamento de suspensdes concentradas, em diversas
geometrias de fluxo, mostra que um namero reduzido de experimentos bastou
para a predigdo de modelos € a determinagfio da viscosidade das suspensdes
macroscopicas. A importancia da andlise da viscosidade do liquido da suspensio
foi relatada para a determinagdo da influéncia de efeitos interparticulares e
sumarizou que suspensdes concentradas de fibras rigidas exibem propriedades
reologicas comparadas aquelas de fluidos poliméricos cristalinos, para qual o
modelo de cilindros rigidos foi usado na derivago das propriedades de fluxo. Na
prediciio, a partir de baixas concentragbes, a viscosidade deve aumentar
rapidamente com o aumento da concentragdo das particulas, porque as interagdes
entre particulas aumentam rapidamente, formando-se aglomerados mais
compactos. Entretanto, a um nivel critico de concentragdo, os empacotamentos
randdmicos cessam para possibilitar e promover aumento na concentragio de
particulas implicando progressivamente estruturas anisotropicas mais ordenadas

(liquido cristalino) de cilindros rigidos, que podem deslisar um sobre o outro.
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Em resumo, pode-se dizer que acima de um nivel critico de concentragio
de particulas, implica em decréscimo progressivo da viscosidade do sistema (pois
um aumento de particulas no meio, deveria aumentar o atrito interno quando as
particulas escoarem), pelo menos até um elevado nivel de concentragfio
(fendmenos e orientagdio interna). Estes fendmenos ndo sfio observados em
sistemas de suspensdo macroscopica. Fluxos cisalhantes de suspensfo de fibras
longas exibiram altos niveis de tensfo, nos quais o alinhamento das fibras

ocorreram, durante deformagdes transientes.(Metzner, 1985).

A hipotese de Bueche-Ferry obedece a dindmica de Rouse para
polimeros liquidos (polimeros fundidos, solugdes poliméricas concentradas, géis
¢ borrachas), em curto tempo de escala, quer em regime de viscoelasticidade
linear ou nfio. O ponto essencial da hipdtese de Ferry-Bueche relata que
interagdes em emaranhados ou qualquer tipo de intera¢do intermolecular sdo
irrelevantes num curto tempo de escala. A relagdo linear entre a tensdio e a
orientagdo da ligacdo quimica, é um resultado que destaca e, que pode ser
acompanhada por técnicas espectroscopicas, opticas, NMR e difragio de raio-x.
Estes modos operacionais aplicados na reologia, no campo de sistemas materiais

n#o homogéneos, abrem novos horizontes de investigagio. (Doi, 1987).

Ainda nesta década de 80, o uso de colageno fibrilar para aplicagdes
biomédicas foi intensificado, e ocorreu a necessidade da caracterizagdo reologica
do material para aplicagSes especificas. Um trabalho de reologia neste sentido foi
realizado por Wallace et al. (1989), no qual submeteram-se varias suspensdes
(fibrilar natural de coldgeno (FC), suspensdo fibrilar colagena “cross-linked” por
solucio de glutaraldeido (XLC) e uma suspensdo fibrilar colagena “cross-linked”
por glutaraldeido com dcido hialurénico (HLA-XLC)) a uma grande variedade de
regimes de fluxo. As suspensdes XL.C foram as que mais resistiram a deformacgéo
e escoamento em comparagdo as suspensdes FC. Submetidas a uma placa porosa
as suspensdes XL.C separaram-se em duas fases distintas, uma compacta fibrosa

com alto teor de solidos e a outra contendo baixo teor em colageno.
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A adi¢io de HLA ao XLC formou uma mistura mais facilmente
deformavel sob tensdo e facilitou a passagem por placa porosa. Portanto, para a
aplicagdio especifica a que se destina como corregdo de defeitos de derme. A
suspensido HLA-XLC mostrou-se vantajosa sobre XLC nominalmente por mais
baixo poder antigénico e grande resisténcia a forgas compressivas “in situ”,
facilitou a injecdo e nfo causou inchago na regifio da aplicagdo. Oportunamente,
o trabalho citou que ha fortes evidéncias que microfibras colagenas contribuiram
as propriedades viscosas, em funcfo de sua alta densidade no meio, impedindo a
movimentagio de fibras maiores e reduzindo o numero de contato fibra-fibra e o
aumento do emaranhado fibrilar. Possivelmente, por formagdo de uma camada

estabilizante ao redor das fibras maiores.

No final da década de 80 e inicio da década de 90 ocorreu a avalia¢do
das forgas hidrofobicas e tentativa para o seu completo entendimento em
dispersfo colagena fibrilar que servem a dispersio do comportamento reoldgico
através da mudanga de rigidez destas mesmas fibras. As interagdes ocorrem nas
fibras, gquando o lado aminoacido apolar das cadeias, nas adjacéncias das
moléculas, podem justapor-se muito proximamente, para efetuar uma interagéo
hidrofobica. O aumento destas interagdes com uma faixa de temperatura foi
mostrado Rosenblatt et al. (1993). A mudanca de rigidez também apresenta
mudanga na fragfo volumétrica do solvente nas fibras.(teoria de Flory-Mathenson

extendida).

Recentemente, reportou-se os efeitos da ramsana (polissacarideo linear),
nas propriedades viscométricas de colageno reconstituido, para a preparagio de
géis injetdveis em pH neutro, para corregdes plasticas e suporte de liberagdo
controlada de drogas. Mostrou-se que apesar do aumento da viscosidade ¢ do
comportamento ndo-newtoniano, houve redugdo na for¢a de extrusfio para estas
suspensdes. A hidrolise foi inibida, e controlada a degradagfo do tecido
colageno. As diferengas de comportamento foram explicadas pelo papel da

ramsana na orientagfio e/ou expanséo da estrutura fibrilar (Goes e Goissis, 1995).
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CAPITULO 3

MATERIAIS E METODOS
3.1. PREPARACAO DO GEL DE COLAGENO

Para preparagio e obtengfo do gel nativo de colageno, excetuando-se a
extragdo dos feixes fibrosos, todos os outros procedimentos foram conduzidos,
sob refrigeragdo entre 4°C e 8°C, visando manter a integridade do material
extraido, minimizar o crescimento bacteriano, aumentar a solubilidade do
colageno, assegurar sua conformagio natural, regular sua organizagfio em fibras

(fibrilogénese) e retardar a reticulagdo (“crosslinking”) intermolecular.

Animais machos jovens, tipo Whistars, com 90 dias de confinamento

(299,26 + 26,87g) e alimentados com ragfo padrio, foram utilizados para
obtengio dos tenddes de cauda (Rhodes ¢ Miller, 1978). O orgdo foi escolhido
pelo alto teor e pureza de colageno do tipo I, além de animais jovens possuirem
baixo teor de “crosslinking” natural (maior capacidade de solubilizagio) e a
escolha desta fonte foi um cuidado preliminar para a obtencdo de quantidade e
tipo quimico especificado (Butzow e Eichhorn, 1968). Apés o sacrificio dos
animats, as caudas foram seccionadas, envolvidas em papel aluminio e estocadas
a -18°C. Para a preparagfio dos géis foram descongeladas e os feixes de colageno
extraidos por estilete de aco e limpos por raspagem dos tecidos aderentes,
lavados alternadamente em dgua destilada e uma fraca solucdo de perdxido de
hidrogénio (107 volumes) por duas vezes, e por fim uma lavagem exaustiva com

agua destilada.

As fibras, em seguida, foram colocadas em solugdo acética 0,5M (pH 2.,5)

por um periodo de 12 horas, para induzir o entumescimento € otimizar a extragdo.
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O solvente acido possui capacidade de solubilizagdio dos tecidos com
baixo teor de “crosslinking” natural, como também de fibras com predominéncia
de “crosslinking” aldo-amino, limitando deste modo, a extragdo de colageno de
por¢des, como pele, e alguns tenddes de organismos jovens, desde que a forma
mais estavel de “crosslinking” o ceto-amino prevalece nos outros tecidos e
acentua-se com a idade. Com este primeiro procedimento conseguimos a

solubilizacdo dos feixes de fibras colagenas em unidades monoméricas.

As moléculas nativas solubilizadas foram precipitadas (Englards e
Sheifter, 1990) por adigdo 1:1 de solucdo de cloreto de sodio 1,7 M (Rhodes e
Miller, 1978). O teor de colageno encontrado foi de aproximadamente 3,5 mg/ml
e o precipitado wvisivel imediatamente a adicfio da soluclo salina, formando
agregados gelatinosos, observa-se uma lentiddo da reconstitui¢do fibrlar, devido
a hidratagdo das fibras, por este motivo, o precipitado ¢ deixado por 12 horas
para uma melhor orientagdo e reconstituigdo fibrilar, o que favorecerd a

ordenagdo e homogeneizagdo do material obtido.

Bouligand et al. (1985), observaram que o tempo de formagho do
precipitado foi dependente da concentragdo de colageno no solvente acético, e
que as microfibras colagénicas organizaram-se em géis com estruturas de maior

ordenamento em sistemas ndo agitados.

Apos a precipitagdo, o material foi filtrado em mantas duplas de tecido de
polietileno e o agregado assim obtido, nfo foi totalmente transparente e estavel
em relagdo exsudacdo - perda espontinea de agua pelo material. Devido a
necessidade de homogeneizagio ¢ padronizagfio, o volume foi drenado, por

filtragfo, a 85% do volume original.

A agitacdo que foi introduzida, acentua durante a drenagem, causou o
aumento do didmetro dos feixes fibrosos, além de aumentar a opalescéncia do

precipitado.
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O material foi envasado em sacos finos de didlise e purificado do acido
extrator e do sal precipitante, podendo deste modo experimentar, ao longo de
uma variacio de pH e forga idnica, uma capacidade varidvel de retencio de agua
e distintos estados organizacionais. O aumento de didmetro do feixe fibrilar ¢ da
opacidade foi, possivelmente, uma consequéncia da dissociacdo e exposigdo, via
agita¢io mecanica, de grupos hidrofoébicos da molécula protéica, responsaveis em

parte pela atragdo proteina-proteina.

3.2.PROCEDIMENTOS DA DIALISE

O tubo de didlise comercial normalmente vem embebido em plastificante
(glicerina), contendo tracos de componentes sulfurosos e metais pesados. Alguns
destes contaminantes afetam drasticamente a proteina, devendo ser removidos. O
fabricante recomenda respectivamente embebig¢do em agua destilada, em solugédo
acética 0.01 N e em solugio diluida de EDTA com suficiente tempo de contato
em cada solucfo. Os pesquisadores, na pratica, empregam tratamentos mais
enérgicos para isencdo dos impurificantes. No presente caso foi utilizado
embebimento e fervura por uma hora e lavagem exaustiva com agua destilada. Os
tubos de didlise foram estocados, apos arrefecimento, em agua destilada sob

refrigerag@o com troca periédica do meio.

Ogston (1960) trabalhou com didlise e mostrou que uma agitacdo no
difusato, produziu aumento na taxa de escoamento dos componentes de baixa
massa molecular através da membrana e se acentuou, ainda mais, quando além do
difusato o meio dialisante foi agitado. O trabalho relatou, que sob Otimas
condi¢des, a taxa de didlise foi dobrada em relago a auséncia de agitagdo. Na
auséncia agitacdo a viscosidade do meio governou a taxa de dialise. Para
producdo de géis, sob condi¢des de auto-agregacdo fibrilar, foi escolhido um
processo de didlise estacionaria, a fim de evitar dano a estrutura do gel em

formac@o.
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Para estabelecimento do tempo médio de exaustio do meio dialisante,
visando a padronizagdo e controle da dialise, ensaios preliminares foram
realizados em recipientes de 3.000 mililitros com um volume total de 70
mililitros de suspensfio coldgena padronizado por drenagem a 85% do volume
inicial, e distribuidos em 14 sacos de didlise, de igual volume, e postos a dialisar.
Inicialmente trocou-se o meio dialisante a cada 12 horas. Observou-se que 0 meto
exaurin sua capacidade de exaustio em torno de 2 horas (Figura 19). A partir
desta constatagdo, estipulou-se trocas periddicas de meio dialisante a cada 2

horas para a obtengéo dos diversos géis.
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Figura 19. Monitoramento preliminar do meio dialisante.
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3.3. AMOSTRAGEM

As amostras foram tomadas apds envase e didlise do precipitado fibroso
em sacos de didlise de acetato de celulose (2,5mm x 5,0 mm) com volumes de 5
mililitros, preenchidos com uma seringa graduada, e compactados por agitacio.

Colocados a dialisar contra agua destilada (pH 6,8) em frasco de vidro de
3.000 mililitros, com troca do meio dialisante de duas em duas horas, retirando,
em média dois sacos de didlise, por um periodo continuo de 18 horas a
temperatura constante. O gel foi retirado e armazenado por 12 horas para os
ensaios de reologia ¢ a dosagem do teor de coliageno em separado. Na Figura 20

pode-se observar o comportamento do meio dialisante e do gel durante a dialise.
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Figura 20. Monitoramento do meio dialisante ¢ do gel.
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3.4. DOSAGEM DO COLAGENO

Os procedimentos de dosagem espectrofotométricas podem  ser
empregados para o colageno em solugio ou hidrolisados (Vidal, 1986). A base
metodologica consiste em observar que o colageno € uma proteina com baixo teor
em triptofano e tirosina, cuja localizagio, em quantidades minimas, se encontram
nas extremidades ndo helicoidais (telopeptidicas). Como consequéncia deste fato,

o colageno nfo apresenta absorbincia em A=280 nm, mas apresentando

hipercromatismo a A=227 nm (aumento de absorbincia por desnaturagio da
amostra). Este fato torna-se importante para a detec¢lio do grau de desnaturagfo
do coldgeno, ou seja, a mesma amostra possui maior absorbincia desnaturada
(gelatina) do que quando comparada “in natura”(colageno) - devido a maior
exposi¢do das ligagdes peptidicas.Na Figura 21 pode-se observar. A simples
dosagem de hidroxiprolina, tomada como base metodologica para dosagem do

coldgeno, ndo informa deste fato.

A
A
A e Colageno desnaturado
A Colageno
PR SEETTERTEPPRRRETERERRE
Az A
Absorve nas ligagBes peptidicas
227 rm A

Figura 21. Espectro de absorgdo na faixa ultravioleta do colageno.
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Para a determinagfio quantitativa de colageno em gel, foi utilizado um
espectrofotdmetro Hitachi U2000, empregando como padrio uma soluglo de
gelatina de 1 mg/ml (Becton, Dickinson & Cia). Para tanto foi tomado 100 mg de
gelatina padriio e a solubilizada com 50 ml de acido acético a 3% volume por
volume, aquecendo-se a solugio a 40°C em estufa para solubilizagio da gelatina
e, apos arrefecimento, elevou-se a 100 ml com solugdo acética a 3% volume por

volume.

A quantificagdo foi feita por espectrofotémetro a A=235 nm, obtendo-se
uma absorbéncia de A% = 0,735 a partir do qual, foram desnaturados os
diversos géis colagenos, a 60°C por 2 horas, arrefecidos a temperatura ambiente e

submetidos a quantificagio a 235 nm, calculando-se o teor de colageno em

gelatina, a partir da absorbancia de cada amostra do gel desnaturado.

3.5. RETICULACAO (“CROSSLINKING”)

Os géis obtidos, a partir das fibras reconstituidas “in vitro”, padronizadas e
dialisadas, foram colocados na razio de 10:1 ( 1 mililitro de gel para 0,1 mililitro
de solugo a 0,25% em volume de .glutaraldeido) em contato € mantido o sistema,
sob refrigeracgo, para difusdo e reticulagio (“crosslinking”) (Eillet e Gull, 1972;
(Stenzel et al., 1975; Cheung e Nimmi, 1982; Ninmi et al., 1988), obtendo-se,

desta forma, “crosslinking” intermoleculares do tipo aldo-amino.

Muitos estudos com a utilizagdo deste fixante, informam que a fixagfo ¢
rapida na superficie da fibra colagénica, seguida de polimerizagio do monémero
glutaraldeido e, acentuando-se com o aumento da concentragfo do fixante. A
utiliza¢do de altas concentracdes de glutaraldeido interessam quando ha fixagdo

de tecido colagénico.
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Os trabalhos mais recentes (Simionescu et al., 1991; Ruijgrok et al., 1994;
Yoshioka et al.,1995) enfatizam a importancia do tempo de contato para a
fixacdo e a concentrago de glutaraldeido para a determinagfio da natureza do
reticulado intermolecular produzido. Como citado anteriormente, a intensa
polimerizagfo superficial das fibras coldgenas devido a altas concentragles de
glutaraldeido, resultando uma rapida polimerizagdo no sitio, que acaba por
prejudicar a difusfo das moléculas do fixante glutaraldeido para os intersticios
das fibras mais largas, por impedimento estérico e por produgido de novos sitios
de nucleagdo, nos quais novas moléculas de glutaraldeido poder-se-do fixar,

polimerizando-se.

Como o “crosslinking” intermolecular envolve a reagdo dos grupos aminos
superficiais (-NH;) dos residuos do peptideo Iisina com grupos aldeidos (—CHO)
do glutaraldeido, todas possibilidades sdo expostas a seguir (Figura 22), mas
somente estruturas, como II, IV, VI e VIHI podem representar “crosslinking”
formado entre cadeias peptidicas. A polimerizagfio do glutaraldeido é necessaria
para ligar grandes espagos vazios entre dois sitios da reagdo. As moléculas de
glutaraldeido nfo podem ligar espagos intramoleculares acima de 1,5 nm. Esta
polimerizagdo do glutaraldeido ¢ incrementada por altas concentragdes de
fixante, pH alcalino e aumento prolongado de temperatura, adicionando-se a isto
a importancia dos grupos aminos na catalise da polimeriza¢fo e o nivel de agua

da matriz colagénica.

A reticulagfo de matrizes colagénicas em meio aquoso por ser rapida e
irreversivel, acaba por impermeabilizar a superficie desta matriz, impedindo a
penetracfio de outras moléculas de glutaraldeido no seu interior, o que acaba por
formar um material bastante heterogéneo. No entanto, esta reticulagdo visa a
reducdo da solubilidade do material, aumento da resisténcia a degradacio
proteolitica e, ao mesmo tempo conferir certa fluidez ao gel (por interpor-se entre

as microfibras, afastando-as e impedindo interagdo entre estas).
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Figura 22. Representaciio esquematica das possiveis reagdes dos grupos aminos da
lisina com o glutaraldeido; n = 1,2,3,4......40; R—NH; = residuo da lisina; GLUT =

cadeia carbdnica da molécula de glutaraldeido.
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3.6. MEDIDAS REOLOGICAS

3.6.1 EQUIPAMENTO

As propriedades dindmicas dos materiais viscoelasticos foram medidas

com um redmetro rotativo Haake CV20 com banho termostatizante (Figura 23).

.1
é_a,

IR
2

§ - Sensor de torque

2 - Placa-placa / Configuragdo
3 - Espagamento / Amastra do gel
4« Medidas de oscilagao

Figura 23. Esquema do sistema basico do redmetro rotativo.

Ao invés da aplicagdio de uma taxa de cisalhamento (y ) - que poderia

orientar as fibras e destruir a estrutura formada (“net work™), uma oscilagio

cisalhante deformante (y ) € aplicada com frequéncia e amplitude especificadas.
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Estas medidas de oscilagio for¢ada providenciam um método néo
destrutivo, relatando quio estavel e elastico € o material como fungdo da

deformagio e da frequéncia.

Amostras viscoeldsticas reagem a esta deformacéio oscilante com um
atraso da tensfo, caracterizada pela defasagem em referéncia a deformagfo. A
deformag8o oscilante e a tensdo sdo medidas e transmitidas ao equipamento
(Rotovisco RV20). O teste dindmico ¢ feito através de uma configuracdo de

placas paralelas, podendo-se avaliar um espectro de frequéncias de 0,05 a 10

Hertz com amplitude de deformacdo de 0,3° a 10° realizado num sistema couette.

O resultado do teste consiste de dois sinais senoidais para o ensaio
reologico e a correspondente temperatura da amostra. Ambos os sinais, tensdo e
deformagdo, séio caracterizados por sua amplitude e defasagem entre si. Para
simplificar os testes de oscilagdo, um “software” permite uma corrida de testes
completa por prévio ajuste das condi¢des de medida. Uma anélise de Fourier “on
line” da deformacio ¢ tensdo emite resultados basicos (defasagem, amplitude da

deformagdo e tensfio) que sfo processados para a obtenclo da viscosidade
complexa (n*), viscosidade dindmica (1), médulo complexo (G*), modulo de

perda (G”), modulo de armazenamento (G’) e tangente de perda (tand)

A maior dificuldade do equipamento € a habilidade em medir a tensdo de
cisalhamento como uma fun¢do do tempo, uma vez que a deformacgfo aplicada
também varia com o tempo. Obtidas estas informacgdes, poder-se-a calcular os
varios par@metros viscoelasticos, avaliando-se a magnitude das componentes
elastica e viscosa de modo a se poder caracterizar o material viscoelastico. Foram

realizados dois testes de varredura de deformagao e de varredura de frequéncia.
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3.6.2 LEVANTAMENTO DE PARAMETROS REOLOGICOS

Na varredura de deformagio os médulos elastico e viscoso sdo medidos
como uma funcdo da deformagdo a uma frequéncia constante. A intengdo deste
teste € avaliar o ponto onde a rigidez do material ¢ inicialmente afetada por uma

dada quantidade de deformacéo.

Se o modulo e a defasagem tornam-se constantes como funcgdo da
deformacfio, entdo o material é classificado como viscoelastico linear e o teste
pode ser considerado nfo destrutivo - permanece intacta a microestrutura da
amostra, além do que o pressuposto da linearidade resulta na formulacio de
equagdes diferenciais lineares com coeficientes constantes, onde tais constantes
sdo pardmetros matertais tais como a viscosidade ¢ o modulo de rigidez, e esta
restri¢do tem como resultado a teoria linear, que se aplica a estreitas variagdes de
tensfo e deformacfo (Rosolen, 1994), como na lei de Hooke, na qual a for¢a
necessaria para deformar um objeto é diretamente proporcional a deformagfo. A
informag#io do espectro viscoelastico € util para predizer o quanto o material ¢
resistente a deformacfo. O espectro viscoeldstico linear foi obtido a partir de uma

frequéncia de 0,463 hertz e fixada uma deformacdo de 15% para todos os géis.

Ap6s o estabelecimento da regifio viscoelastica linear e troca da amostra
utilizada, procede-se nesta regifio a uma varredura de frequéncia, que também ¢
um teste dindmico no qual a resposta do material é medida em fungio da

frequéncia a uma dada amplitude de deformagfo constante.

Nesta regifio as propriedades medidas sfo independentes da deformagfo,
providenciando a varredura de frequéncia uma caracterizagio, do tipo impresséo
digital, para o material viscoelastico sob condi¢Ges ndo destrutivas. As respostas
de frequéncia foram medidas no extremo da regido viscoelastica linear sob uma
década de frequéncia (0 a 10 rad/s), utilizando-se placas paralelas com 30 mm de
didgmetro (PQ30) com distancia de 1,00 mm. Pode-se observar abaixo (Figura

23A) um reograma tipico de uma varredura de deformacéo para um gel no pl.
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G’ tan(d) an Gamma Eta* w
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5.54E+02 ~1.11E+00 -6.14E+0Q2 2.24E-02 2.84E+02 2.91E+00
4,02E+02 -5, 960E-02 ~2.BOE+Q1 5.44E+00 1.398+02 2.91E+00
4.38E+Q2 7.33E~-02 3.21E+01 i.11E+01 1.51E+02 2.91E+00
3.93E+02 1.22E-01 4.78E+01 1.67E+01 1.36E+02 2.91E+0Q0
3.48E+02 1.51E~-01 5.26E+01 2.22E+01 1.21E+02 2.91E+00
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2.08E+02 3.06E~01 6.35E+01 5.00E+01 7.4FE+01 2.91E+00

Figura 23A. Reograma de uma varredura de deformagfo para um gel no pl.
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CAPITULO 4

MODELAGEM MATEMATICA DA VISCOELASTICIDADE

A viscoelasticidade pode ser estudada em termos de modelos mecanicos
(Schramm, 1994; Haake, 1992; Vairon, s.d; Tschoeg, 1989; Bueche, 1962), que
sdo propostos como associagiio de mola(s) e amortecedore(s). Molas possuem
independéncia com relagio ao tempo e comportamento eldstico e/ou
armazenador. Amortecedores, possuem uma relagdo de dependéncia com o tempo
¢ comportamento viscoso e/ou dissipativo. O modelo é suposto comportar-se
qualitativamente ¢ de modo similar a0 material. Se o comportamento mecinico
pode ser expresso em termos de forca-deformago e tempo, os resultados guiam a
uma equagio reologica. Esta equagéo reoldgica € usada para explicar e predizer o
comportamento do material sob varias condi¢bes de carga. Alguns destes
modelos classicos lineares mais comuns sdo Kelvin-Voigt, Maxwell e Zener. Sdo
modelos que representam o comportamento macroscopio do material,
acrescentando, de modo indireto, compreensdo para a base molecular do
fendmeno da viscoelasticidade. A coleta de dados para o ajuste deve ser realizada
na regido viscoelastica linear, onde o ensaio pode ser considerado ndo-destrutivo

e a estrutura do gel fibroso néo ¢ afetada.

4.1 MODELO DE KELVIN-VOIGT.

Neste modelo a mola tem um moédulo de rigidez constante (G)e o
amortecedor uma viscosidade constante (n). No modelo qualquer deformagdo
(v) aplicada resulta em igual deformagfio no elemento mola (y,) e no elemento

amortecedor (y, ). .
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A tensdo total necessaria para a deformacdo do sistema € igual a somatéria

da tensdo no elemento mola (t,) e a tensfo no elemento amortecedor (t,).

Ambos os elementos sdo for¢ados a uma taxa constante e, portanto, a for¢a no
amortecedor instantanecamente atinge um valor determinado e mantém-se
constante, enquanto na mola inicia-se do zero subindo gradualmente ¢ a
superposi¢do de efeitos resulta no comportamento descrito pelo modelo de

Kelvin-Voigt (Figura 24).

Figura 24.  Esquema do modelo de Kelvin-Voigt, resultado da associagdo em

paralelo de mola e amortecedor.

T, (18)

)
H

Ye
T=7T,+7T, (19)
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substituindo (1) e (2) em (19), a equacfio do modelo é:

=Gy _+n-7 ( Modelo de Kelvin-Voigt ) (20)
Aplicando uma deformagfo senoidal: y =y, -sin(o - t), tem-se (21):
1=G-y, sin(@-t)+n-0 7, -cos(o - t) (21)

onde observa-se a componente em fase (elastica) e a fora de fase (viscosa) em

relagdo a tensdo.

Pode-se comparar os termos do modelo com os dados experimentais e
fazer senso dos modelos mecénicos propostos. Para o modelo de Kelvin-Voigt a
tensdio resposta € expresso pela equagdo (21). Os termos anteriores podem ser

correspondidos com a equagdo (15).
=Gy, -sin(m -t)+G” Yo -cos((o -t)

Para o modelo de Kelvin-Voigt as magnitudes do moédulo de

armazenamento (G) e modulo de perda (G) sdo:

G =G G =m0 (22)

onde observa-se que a resposta elastica é inteiramente verdadeira para a mola ¢ a
resposta viscosa igualmente verdadeira para o amortecedor. A substincia pode
ser descrita como um solido viscoelastico, possuidor de memoria. Se a
viscosidade do modelo for elevada, o amortecimento da resposta para uma tenséo

imposta ¢ elevado.
4.2. MODELO DE MAXWELL.

O modelo corresponde a uma associagdo mecanica em série dos elementos

mola e amortecedor (Figura 25).
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Figura 25. Esquema do modelo de Maxwell, resultado da associaco em série da

mola e amortecedor.

A mola possui um modulo de rigidez constante (G) e 0 amortecedor uma

viscosidade constante (n) Por estar associado em série a tensdo em cada

elemento deve ser igual a tensfio total imposta.

O total da deformagdo aplicada ao sistema € a somatoria da deformacio no
elemento mola e no elemento amortecedor. Inicialmente toda tensdo é utilizada
para a deformacio da mola. Sendo a mola elongada, o amortecedor vai-se
carregando de tensfo, até a elongagfo total da mola. Neste ponto todas as tensbes

acumuladas servirfo para o escoamento no amortecedor.
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T=1,=1 (23)

Y=v.+7, (24)

Derivando a equagfo (24) em relagdo ao tempo, a taxa de deformacdo

pode ser expressa como:
T=Y.+7, (25)

Substituindo as equagdes (1) e (2) em (25):

= L (Modelo de Maxwell) (26)
n

Quando uma deformago senoidal ¢ aplicada: y =y, -sin{o - t}

é«+%=m-y”-cos(m-t) @7

A solugio desta equagdo diferencial em estado permanente é:

- - 2-
T= G-(-0) -7, -sin (©.t)+

[1+(2-0)’]

G-h-o-y,

[1+(-0)]

-cos(o.t) (28)

1

O termo A € o tempo de relaxacgio, definido como: A = a_
G o.tand

agora para o modelo de Maxwell, a tens3o resposta deste modelo mecénico é
dado pela equacio (28) comparando os termos com a equacgdo (15). As
magnitudes dos modulos de armazenamento (G’) e de perda (G”’) podem ser

eXpressos por:

H

_G(ro) G = Ghe (29)

[1+(7L-0))2] {H—(?L-m)z]
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As respostas elastica e viscosa dependem da magnitude das dimensdes do

termo (A-®). A partir de uma varredura de frequéncia “frequency Sweep”,

quando G’e G” sdo medidos, podem ser estabelecidos limites para andlise:
a) (Jk-u))2 (1 G’xG-(?\,om)z G '=n-0

Caracteristico de baixa frequéncia, a escala do modulo de armazenamento
aumenta com o quadrado da frequéncia, enquanto o modulo de perda &

proporcional a frequéncia,

b) (h-0)* W1 G =G G =S

(n-e)
O amortecedor em alta frequéncia ndo tem tempo suficiente para
responder a uma deformagfo, estabelecido este regime, a componente elastica
(G’) domina, comportando-se a substincia como uma mola. Quando o material se
comporta para estes dois limites, ele pode ser dito um liguido viscoelastico, néo
possuindo posi¢do singular de equilibrio. Portanto, nfo possui memoria de
retorno a uma posicio de “pré-stress”. Qualquer deformacfo aplicada ¢
permanente e, quando a viscosidade do amortecedor for elevada, o modelo atuara
como uma mola. Se, ao contrario, a médulo da mola for elevado, o modelo atuara

como um amortecedor.

4.3. MODELO DE ZENER

A associagio mecdnica neste modelo corresponde a uma associagio série
do elemento mola ¢ do elemento amortecedor em paralelo com outro elemento
mola (Figura 26). O sistema total sofre igualmente a deformacgdo, enquanto a
tensdo total € a somatdria em cada parte do sistema. A andlise pode ser feita

separadamente em dois subsistemas.
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Figura 26. Esquema do modelo de Zener, resultado da associagfo em série mola e

amortecedor com uma mola em paralelo.

Y=Y:=7Y, (30)

T=T, 41, (31)

No subsistema 1, com um elemento mola presente:

T, =Gy, (32)
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No subsistema 2 temos em série o elemento mola e o elemento

amortecedor:
T, =T, =1, (33)
Y,=Y.+Y, (34)

derivando a equacgio (34) em relagdo ao tempo:
'Y" 2= 'Y ¢ + y v (3 S)

Substituindo as equagdes (1) e (2) em (35)

. T, T,
Y, = G + - (36)

Aplicando uma deformagfo senoidal: v =y, -sin(w - t)
?2mya~m~cos(m~t) (37)
substituindo (37) em (36).

e _g_EL
G, n

Yo O -cos(w -t)m

A solugdo desta equago diferencial é:

2
_]G:-(r-0) ;'“ -sin(o - t)+ waz'l'm't“ -cos(® - t)
[1+(x-0)’] [1+(2-0)]
~n 1
7L“Gz o®.tand
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que levada com a equacgdo (32) a equagdio (31), d4 a equacéo (38) que representa

o modelo de Zener.

Gz(l‘”)zYo
[1 + (Mo)zl

T= + Gy o psin(ot) + [ﬂgﬁg}% cos(wt) (38)

1+ (o)’

Comparando os com a equagdo (15), as magnitudes dos modulos de G e

G~, podem ser expressos por:

G- (r0)'(6, +G,)+G, Gr o Gho (39)

[1...(;\,@)2] [1+(m)’]
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSOES

Os dados de viscoelasticidade foram obtidos apds prévio estabelecimento
de uma varredura de deformacdo a baixa frequéncia (0,486 Hertz) nos géis,
visando o estabelecimento da faixa viscoelastica linear para cada gel. A partir da
Figura 27 a Figura 31 sfio mostrados uma sequéncia de resultados dos ensaios
reologicos (varredura de deformaciio (A) e frequéncia (B)) a partir de uma
suspensio de fibras naturais reconstituidas e, posteriormente dialisada, que

originaram pré-géis e géis ao longo da dialise.
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Figura 27. Reograma da suspensfio fibrosa pH 2,5. (A) Varredura de

deformacdo (B) Varredura de frequéncia.

71



" coLiASEN FIBERS ALT.T

OUH ‘? 2! 4'2
bl
bt
e LS
|
L
W
2 e y2
ah EL i":
. E:
2
HL
H
"
COLLABGEN FIBERS QL T.Y o
fﬁ"ﬂ;’&& 20y
> e e #
- ¥
4!
1
i E7
2 | E
: g:‘, ey it §§ -
Bh 4 L]
3

win £, 00, 5%, 1802
Ve

Figura 28.

a.

varredura de frequénci

e COLLAGEN FIBERS RLT.T 5
Pt G
' 7 fl
/
j »
- FEIL]
2 L A w &
b 4, t %‘r.‘
b
§
[
4
&
W
™ s ¥4
1\ L tetor 2
b
/ B i
A /.'ﬂ*-a - 1
i // ;:[ ]
] " y 4
Ee 19 —/ - L el ié
wh J F- S 3
18 :
a
- b
oo

Figura 29.

varredura de deformacgfo (B) varredura de frequéncia.

Reograma das fibrilas pH 3,50. (A) varredura de deformagfio (B)

Reograma de estrutura no inicio da zona isoelétrica pH 4,5. (A)
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A analise inicial dos reogramas de deformaglo possibilitou fixar uma
deformacfo de 15% para os ensaios dos pré-géis e géis no limite superior da
regido viscoelastica linear a fim de observar o comportamento viscoeléstico das
estruturas fibrilares dos géis. A partir dos reogramas de frequéncia pode-se
avaliar a faixa de comportamento viscoelastico linear (Figura 27A a Figura 31A).
O comportamento viscoelastico dos géis foram diferenciados de amostra para
amostra. Os resultados dos ensaios salientaram uma heterogeneidade na forma de
um aumento de rigidez, um aumento de G’ (Figura 27B a Figura 31B), 4 medida
que a amostra foi submetida a uma variagdo de frequéncia, resultando num
estreitamento para a faixa de frequéncia, na qual a viscoelasticidade linear pode
ser avaliada, e consequentemente o platé para o maximo valor de G. Uma
avaliagdo a nivel estrutural, por meio das micrografias e dados viscoelasticos,
conduziram a conclusfio que feixes de fibras mais compactos refletem estreitas
faixas de deformacfio viscoelastica linear. As faixas foram ampliadas quando os

feixes de fibras apresentaram-se menos compactados e entrelagados.

Um comportamento de afinamento cisalhante foi observado sob a variagdo
de frequéncia, pelo decaimento progressive da viscosidade complexa (n*)
(Figura 27B a 31B). Este comportamento foi explicado a partir de uma
progressiva orientagfo fibrilar na direcio do escoamento, provocando uma
diminuigdo da resisténcia friccional e deformagfo da camada de hidratagfio das
fibras protéicas. O colageno € pouco solavel em agua, indicando que as
interagdes s@o fracas entre as fibras de colageno ¢ a agua, as quais podem ser
facilmente destruidas por pertubagdes externas (Maeda et al.,1993). O fenémeno
¢ observado em proteinas hidratadas e dispersas com a ocorréncia de ruptura de
pontes de hidrogénio e outras ligagdes fracas, resultando em dissocia¢io de
agregados protéicos ou “net-works”. O tamanho aparente das particulas na
diregdo do escoamento, de qualquer modo, foi reduzido. Este comportamento
afinante diz respeito as interagdes proteina-proteina e, € mais marcante em altas

concentragdes protéicas quando as interagdes sdo numerosas, por exemplo no gel.
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O escoamento de tal estrutura necessita de uma tensdo inicial para que
haja rompimento de algumas interagbes. No caso de proteinas observa-se

geralmente uma correlagio positiva entre absorcio de agua e o escoamento.

Estes fatos foram avaliados pelos modulos G*, G e ', como também por
medidas de birrefringéncia antes e apds os ensaios realizados, mostrando que, de
fato, a alteragdo da camada de hidratag@io das microfibras ¢ um forte indicativo
das interagdes microfibrilares que ocorreram e pode sugestionar que trabalhos em
reologia que apontem “heterogeneidades” em estruturas protéicas, possam indicar
fortemente a manifestacdo das interagOes hidrofobicas, em varigvel intensidade, a
depender do conteudo de aminoacidos hidrofébicos na molécula, concentragio
protéica, geometria da molécula e condigdes de meio. Alguns casos podem ser
citados como géis de ovalbumina (globular), colageno (fibrilar) e outros géis
protéicos com elevado contefido hidrofobico que apresentaram este

comportamento.

A dosagem de colageno nos pré-géis e géis ao longo da dialise mostrou um
comportamento diferenciado quanto & hidratagio das fibras. A dispersdo da
concentragdo foi grande, e possibilitou uma analise para determinagio do ponto
isoelétrico (pI). Como se vé na Figura 32, onde os pontos representam,
geralmente, a média de trés medidas ¢ a barra o desvio padrio. No ponto
1soelétrico, em particular, as interagBes proteina-proteina sdo intensas, o que faz
com que a densidade fibrilar aumente e reflita no maior teor que se possa dosar
entre os géis. O pl € fortemente dependente da forga i6nica ¢ foi deslocado em
uma unidade de pH, situando-se no inicio em torno do pH 4,50 e posteriormente
em torno do pH 5,45. Os géis anteriores a cada um dos pl(s) citados sofrem uma
intensa hidratagio (aumento da interagfo proteina -dgua) e desorganizagdo da

estrutura (“net work™).
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Figura 32. Dosagem de colageno nos pré-géis e géis ao longo da dialise.

Pela analise dos dados viscoelasticos tornou-se necessario, para avaliagio
do comportamento das estruturas fibrilares dos géis, fixar uma frequéncia comum
- 1 Hertz. Os diversos graficos a seguir (Figura 33 a Figura 36), resumem o
comportamento reologico de pré-géis e géis nativos (obtidos somente por
variagdo de pH e forga iGnica), geralmente, a partir da média de trés medidas com

o respectivo desvio padro.
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O comportamento viscoelastico mostra-se varidvel a partir da dialise da
suspensdo de fibras nativas - reconstituidas e randomizadas (pH 2,50). Ao iniciar-
se a dialise da suspensfo (Figura 37) e portanto a eliminagdo de acido acético e
cloreto de sodio que impregnam as fibras de colageno (Figura 38 e 39),
ocorreram simultaneamente disfibrilamento e hidratagdo (pH 2,50 a pH 3,50). Os
cabos de fibras ao se desfazerem em fibrilas (Figura 40) levaram a capacidade
estrutural de armazenamento e dissipagfo da amostra ao minimo (Figura 33 e 34),
Em seguida as fibrilas se auto-organizaram em duas estruturagdes intermediarias
(pH 3,60 e pH 4,10) de comportamento reolégico semelhantes, apesar que a
segunda estruturagdo respondeu mais intensamente nos modulos de
armazenamento e dissipagfo (Figura 33 e 34). As estruturas foram desfeitas e as
fibrilas hidratadas. As fibrilas voltam a formar cabos visiveis em pH 4,50 (Figura
41) - no inicio da faixa isoelétrica do coldgeno (pH 4,50 a pH 7,00) - se auto-
organizando continuamente (Figura 42 e 43), com aumento da hidratagio das
fibras e da forca de gel, numa trama bem definida (Figura 44) até que o pl (pH
5,45) seja atingido. A estrutura (Figura 45), no ponto isoelétrico, atingiu o maior
valor no moédulo elastico € o minimo no modulo viscoso, pode -se observar com
detalhe na Figura 46 a regularidade, a ordenagfio e compacidade dos feixes que se
interligam como consequéncia das fortes interagdes microfibrilares. Os ensaios
reologicos acima do ponto isoelétrico (pl) ndo puderam ser realizados, pois as
amostras de géis apresentaram um comportamento de “fratura vitrea” sob
compressdo entre as placas. Este comportamento mostrou-se intensificado nos
géis nativos acima do pl, obtidos por dialise exaustiva. Os géis desfaziam-se e
nfo preenchiam homogeneamente as placas. Medidas de concentragdo de
colageno (Figura 32) e micrografias (Figura 47 e Figura 48) mostraram, no

entanto, géis com elevada hidratagfio e estruturas com feixes dilatados.
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Figura 33. Variagdo do moédulo elastico (G’) com o pH dos géis obtidos ao longo
da dialise.
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de colageno ao longo da dialise.
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Figura 36. Angulo de defasagem entre a deformagfio e a tensio nos géis de
colageno ao longo da didlise.
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Figura 37. Suspensio fibrosa de colageno apds precipitagdo. (Magnificagio 85x.
barra 250 um); pH 2,50; forga iénica 85.10 M (NaCl); tempo de diélise 0 hora;
concentragdo média em colageno 2,85% em peso.
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Figura 38. Detalhe de um feixe de fibras de colageno. (Magnificago 340x.
barra 125 um); pH 2,50; forga iénica 85.10> M (NaCl); tempo de dialise 0 hora;
concentragio média em colageno 2,85% em peso
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Figura 39. Detalhe ampliado do feixe de fibras de colageno. (Magnificago
1350x. barra 25 um); pH 2,50; forga i6nica 85. 102 M (NaCl); tempo de dialise 0
hora; concentragio média de coldgeno 2,85% em peso.
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Figura 40. Feixe de colageno desfibrilando (fibrilas). (Magnificagdo 85x. barra
250 pm); pH 3,50; forga idnica 85.10* M (NaCl); tempo de dialise 4 horas;
concentragio média em colageno 1,0% em peso.
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Figura 41. Fibrilas se reorganizando no inicio da zona 1soeletnca do colageno.

(Magnificagfo 85x. barra 250 um); pH 4,50; forga ionica 85. 107 M; tempo de
dialise 8 horas; concentragio média em colageno 1,25% em peso.
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Figura 42. Fibrilas se entrelagando e iniciando a formagéo da trama (gel).
(Magnificagfo 85x. barra 250 um); pH 4,80; forga idnica 85.10” M (NaCl);
tempo de dialise 12 horas; concentragéio média em colageno 1,0% em peso.
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Figura 43. Os feixes comegam a se definir, entrelagam-se ¢ inicia-se a formacdo

de nos. (Magnificagio 85x. barra 250 pm); pH 5,0; forga idnica 85. 10°° M; tempo
de dialise 14 horas; concentragdo média em colageno 0,75% em peso.
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Figura 44. Trama fibrosa estruturada e nos aparentes. (Magnificagfo 85x. barra
250 pm); pH 5,25; forga idnica 85. 107 M (NaCl); tempo de dialise aprox. 15
horas; concentragiio média em coldgeno 1,0% em peso.
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Figura 45. Estrutura tridimensional com feixes de fibras e nés definidos no ponto

isoelétrico. (Magnificagfo 220x. barra 125 pm); pH 5,45; forga iénica 85. 107 M;
tempo de dialise 16 horas; concentragdo média em colageno 1,5% em peso.
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Figura 46. Detathe ampliado da estrutura fibrilar formada no ponto isoelétrico.
(Magnificagdo 430x. barra 50pm); pH 5,45; forga ionica 85.107 M (NaCl);
tempo de dialise 16 horas; concentragio média em colageno 1,5% em peso.
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Figura 47. Estrutura fibrilar do gel apds extensa dialise. (Magnificagdo 85x.
barra 250 pum); pH 6,8; tempo de didlise 30 horas; concentragio média em
colageno 0,5% em peso.
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Figura 48. Detalhe de um né fibrilar no gel extensamente dialisado.

(Magnificagfio 2365x. barra 10 um); pH 6,8; tempo de dialise 30 horas;
concentragfo média em colageno 0,5% em peso.
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A influéncia do agente (glutaraldeido 0,25% v/v) que provocou a
reticulagdo (“crosslinking™) e alterou as estruturas dos géis pode ser avaliada. O
referencial para os géis foi o médulo de rigidez (G,) do modelo de Zener, tomado
géis de baixa concentracdo (0,50%) de colageno em peso (a fim de reduzir as
interagbes intermolecnlares) e frequéncia de 1 Hertz. A Figura 49 representa a
constante G (G,) ajustadas a partir do modelo de Zener para ambas estruturas

nativas e reticuladas.

1000
- Géis de Colageno Tipo |
_ < Estrutura reticulada
. A  Estrutura nativa
800

G (Pa)

L1 I L1 1
L
e
\>‘-

pH

Figura 49. Constante do modelo de Zener ajustadas para os géis.
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Os pontos amostrais tomados foram os mesmos em ambos 0s casos, quer
seja estrutura nativa ou reticulada. Pode-se entdio avaliar as estruturas a partir das

mesmas condi¢des de ensaio reologico.

Na Figura 50 tem-se uma suspensdo fibrosa reticulada (pH 2,5), nesta
situagdo ndo houve alteracfio significativa nos modulos pela reticulagdo

(*crosslinking”} da estrutura nativa.

Nas proximidades do pH 3,5 os feixes estavam totalmente desfibrilados e
as fibrilas foram reticuladas. Um resultado que salientou foi que estas fibrilas
foram agrupadas pelo agente reticulante, formando feixes. No entanto, apesar
desta caracteristica a estrutura formada ndo mostrou coesdo, pois o0 modulo de
rigidez do modelo ndo aumentou (Figura 49), pelo contrario diminui quando

comparado ao da estrutura nativa (Figura 51 e 52).

Estruturas da zona isoelétrica (pH 4,5 a pH 7.,0) mostraram
comportamentos semelhantes, todos os modulos de rigidez das estruturas
reticuladas foram superiores em valor aos modulos das estruturas nativas (Figura
49). Pode-se observar que a partir do inicio desta zona até¢ pH 5,45 todas as
estruturas conformadas pelo agente reticulante, mostraram afastamento fibrilar,
ou seja, os feixes compostos de fibrilas foram dilatados os nés deformados em
variavel intensidade (Figura 53 a Figura 58). Este fato justifica o ajuste de
matores concentragdes apos a reticulagfo, como se o reticulante impedisse a
mteragdo intermolecular, se colocando como obsticulo fisico, dispersando as
fibrilas dentro do feixe. Observa-se também que os maiores modulos de rigidez
em ambas as estruturas ocorrerram nos pontos isoelétricos (pH 4,5 e pH 5,45). O
que ¢ justificado pelas intensas atragdes proteina-proteina nestes pontos,
aproximando as estruturas e facilitando a reticulagio pelas moléculas do
gluteraldeido. Esta reticulagio ¢ dependente dos grupos aminos e da

polimerizagdo do glutaraldeido.
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Figura 50. Suspensfo fibrosa precipitada e reticulada (“cross-linked”) com
glutaraldeido 0,25% v/v. (Magnificago 215x. barra 125 um); pH 2,50; for¢a
idnica 85.10% M (NaCl); tempo de dilise 0 hora.




Figura 51. Fibrilas reticuladas (“cross-linked”) com glutaraldeido 0,25%
v/v.(Magnificagio 215x. barra 125 pm); pH 3,50; forga iénica 85.1 0 M (NaCl);
tempo de dialise 4 hora




Figura 52. Detalhe ampliado das fibrilas reticuladas (“cross-linked”) com
glutaraldeido 0,25% v/v. (Magnificago 850x. barra 25 um); pH 3,50; forca
idnica 85.10™ M (NaCl); tempo de diélise 4 horas.




Figura 53. Fibrilas reticuladas (“cross-linked”’) com glutaraldeido 0,25% v/v, no

inicio da zona isoelétrica. (Magnificagfo 215x. barra 125 um); pH 4,50; forga
idnica 85.10° M (NaCl); tempo de didlise 8 horas.
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Figura 54. Trama fibrilar reticulada (“cross-linked”) com glutaraldeido 0,25%
viv. (Magnificagio 215x. barra 125 pm); pH 4,80; forga idnica 85.10” M (NaCl);
tempo de didlise 12 horas.
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Figura 55. Feixes entrelagados e nos reticulados (“cross-linked”) com
glutaraldeido 0,25% v/v. (Magnificagdo 215x. barra 125 pm); pH 5,0; forga
iénica 85.10° M (NaCl); tempo de dialise 14 horas.
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Figura 56. Trama fibrosa com nos reticulada (“cross-linked”) com glutaraldeido
0,25% viv. (Magnificagio 215x. barra 125 pum); pH 5,25; forga i6nica 85.10" M
(NaCl); tempo de dialise aprox. 15 horas.




Figura 57. Estrutura obtida no ponto isoelétrico e reticulada (“cross-linked™) com
glutaraldeido 0,25% v/v. (Magnificago 215x. barra 125 um); pH 5,45; forca
i6nica 85.107 M (NaCl), tempo de diélise 16 horas.




Figura 58. Detalhe ampliado do feixe e né fibrilar no ponto isoelétrico reticulado
(“cross-linked”) com glutaraldeido 0,25% v/v. (Magnificagdo 850x. barra 25
um); pH 5,45; forga 16nica 85. 107 M (NaCl); tempo de didlise 16 horas.




AJUSTE DOS DADOS PARA O MODELO DE ZENER.

A partir dos dados de viscoelasticidade obtidos dos reogramas para os géis
nativos e reticuladas (“crosslinking”), pode-se ter informacdo para analise e
predi¢do dos termos do modelo. Em face as dificuldades oferecidas para
obtencdo das fibras colagenas e controle da concentragdo de colageno nos géis.
Foram utilizados ensaios, padronizados de modo diferente quanto a drenagem do
precipitado, visando a obtengdo de diversas concentragdes de coldgeno nos géis e
determinar a sua influéncia na resposta do modelo ajustado, para um determinado
valor de pH e forga i6nica; cita-se que valores de pH foram aproximados numa
faixa de pH % 0,1. Foram obtidos os valores (G’, G”, Tan § e ® ) para cada gel
numa frequéncia fixa de 1 Hertz e deformag8o constante de 15%. Os dados foram
substituidos e calculados pela expressdo de Zener, pode-se resumir em graficos
(Figura 59 a Figura 70) as constantes de rigidez (G2 e G1) do modelo para géis

“in natura” e “crosslinking” em func¢fo da frequéncia angular (o).
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Figura 59. Suspensfio precipitada; pH  Figura 60.  Suspensio reticulada; pH
2,50; forca idnica 85.10° M (NaCl); 0 2,50; forca 16nica 85. 10° M (NaCl); 0
hora; conc. @, - W2 5%. hora; conc. @ 2,5%, M 1,0%.
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Figura 61, Fibrilas hldratadas pH 4.0;
forga ibnica 85.10" M; dialise 4 horas;
conc.® 1,2%, + 0,9% ¢ M 0.7%.
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Figura 63. Fibrilas na zona 1soeletnca
pH 4,5; forca idnica 85.10° M; dialise
8 horas conc. @ 0.8%. + 0.5%.
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Figura 62. sznlas hidratadas, pH 4,0;
reticuladas; 85.10™ M; didlise 4 horas,
conc. W 1,2%, ®0,9% e+ 0,7%.
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Figura 64. Fibrilas na zona isoelétrica,
pH 4,5; reticuladas; 85.10° M; dilise 8
horas; conc. @ 1,0%, + 0,8% ¢l 0,5%.
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Figura 67. Tramas, feixes e nos; pH
5,0: 85.10° M dialise 14 horas; conc.
4, ¢1,0%, M0.7% c ®0,5%.
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Figura 66. Tramas em formacdo, pH 4,8
- reticuladas; 85.107 M: dialise 12
horas; conc.l 1,0%, + 0,7% ¢ @ 0,5%.
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Figura 68, Tramas, feixes e nds reticu
das; pH 5,0; 85.10° M; dialise 14
horas; conc. @ 1,2%, ¢ 1,0%, M0 4%.
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Figura 69. Estrutura no pl; pH 5,45; forga Figura 70. Estrutura no pl e reticulada;
iénica 85.107 M; didlise 16 horas; conc. pH 5,45; forga ionica 85. 107 M; dialise
*x1.2%, 4 1,0%, @, + M0,8%. 16 horas, conc. ® 0,9% e+ 0,8%.

Pode-se concluir, a partir dos ajustes graficos realizados pelo modelo de
Zener para os modulos elastico e viscoso, que as estruturas dos géis de colageno
“in natura”, a baixa concentragdes (menor que 1% em peso de colageno - mais
precisamente, de um modo geral, em torno de 0,50% em peso), podem-ser
ajustadas pelo modelo de Maxwell (Zener com G, igual a zero), ficando expresso

CoOmo:

G(m?L)

[1 x)]

G((o

)= [1+( x) ]
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para conceniragOes na faixa de 1% até 2,5% em peso de coldgeno, o modulo de
rigidez dos géis (G,) segue um comportamento linear (Aw+B), excetuando o pl
(pH 4,50 (aparente) e pH 5,45), e os modulos eldstico e viscoso podem ser

EXPressos por:

(0)= [(Ao +B) +G1](02)’ +G1

[1 + (mk)z}

Ao + B)o)?L

]

G+(0) = (Aot BJor

_ 1
m.tand
tand = G
Gs

Nos géis reticulados (“cross-linked”) pode-se estabelecer que até 1,25%
em peso de colageno nos géis pode ser ajustado pelo modelo de Maxwell, em
razdo do glutaraldeido se interpor entre as fibras do feixe reduzindo as interagdes
microfibrilares. Excetuando-se apenas os pontos isoelétricos (pH 4,5 (aparente) e
pH 5.45) em razéio das fortes interacdes fibrilares nestes pH(s), no qual o
“crosslinking” néo foi efetivo para realizar ¢ manter a separagdo fibrilar e
possibilitar o ajuste do modelo proposto. Houve indicagdes pelos modulos G e

G~ que o modelo de Kelvin-Voigt possa ser tentado com algum sucesso.
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CAPITULO 6

CONCLUSOES E RECOMENDACOES

- As fibras de colageno possuem uma elevada capacidade de auto-
agregacdo, iniciando-se pela formagdo de microfibrilas que se agregam em
unidades cada vez maiores, as quais coalescem progressivamente para a formagfo
de fibras com elevada cristalinidade e estas, sob condigdes variaveis - aumento de
pH e diminui¢do da forga i6nica, conduzem a formagédo de estruturas com

arquiteturas distintas.

- Ao longo da dialise, as estruturas nativas mostraram que, apesar de variar
em magpitude nos modulos G’ e G”, houve sempre maior elasticidade (G’ é
superior a G”). O que sugere nos pré-géis e géis a presenga de microfibras e/ou

fibras, durante toda a didlise, em arranjos distintos.

- A hidratagio fibrilar foi variavel durante a didlise e possibilifou a
avaliagdo do pl em pH 4,5 - deslocado pela forga i6nica - e pH 5,45. Antes da
formacgfo de cada uma destas estruturas - pontos isoelétricos, observou-se uma

intensa hidratagio e desorganizago fibrilar.

- O enrijecimento das fibras pelo ensaio reologico (varredura de
frequéncia), pode ser avaliado pela formagdo de platd no reograma e por
birrefringéncia. A camada de hidratagfo das microfibrilas e a estrutura foram
afetadas no ensaio, o que dificultou a modelagem dos géis nas frequéncias mais
altas. Nos ensaios dos géis protéicos manifestaram-se “heterogeneidades”, como

funcgfio do elevado contetido de aminoacidos hidrofdbicos do colageno.
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- Em geral, pode-se afirmar que foi possivel efetuar ajustes para modelos
simples como o de Maxwell ou modelo modificado a partir do modelo de Zener
para os géis estudados. Os maiores desvios ocorreram para o géis “crosslinking”
nos pontos isoelétricos (pH 4,5 ¢ pH 5,45). Nos pl(s) foram encontradas os
maiores teores de coldgeno, consequéncia das intensas interagdes microfibrilares.
O reticulado tridimensional formado no pl acentuou a rigidez, o que tmpediu o

deslizamento das fibras e dificultou o ajuste dos modelos propostos.

- A reticulacdo (“crosslinking”) nfo promoveu um aumento de ordenagdo
nas estraturas originais dos géis nativos, mas desorganizou-as e, deste modo
amenizou as interagGes hidrofobicas. Os ajustes dos modelos mecénicos, mesmo

a concentragdes e frequéncias elevadas, puderam ser realizados,

A consequéncia da polimerizago do glutaraldeido pode ser observado, por
meio das micrografias, pelo distanciamento microfibrilar provocado nas
estruturas dos géis, concordando com a previsdo do comportamento biomecénico

da fibra quanto ao seu didmetro “in vivo”.

RECOMENDACOES

Estudar o efeito da temperatura sobre as estruturas dos geis.
Modelagem reolégica no pl (testar Kelvin-Voigt)

Avaliar os estados organizacionais dos géis para confecgiio de lentes de
contato, fabricacdo de cornea, tecidos com resisténcia unidirecional, tenddes, etc
(pH 4,5) peles e esponjas colagénicas (pH 5,0); como também pH(s) proximos
aos pl (pH 5,45) para a base protéica utilizada para deposi¢do mineral e

constitui¢do de ossos artificiais.
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TABELA Al

Dados obtidos dos reogramas para géis “in natura”com 15% de deformacio ¢
frequéncia 1 Hertz ( 6,28 s7)

APENDICE A

pH [ G (Pa) | G”(Pa) | 1 (Pas) 5"
2.50 768 138 124 10,20
2.50 655 112 106 11,03
2,50 762 126 115 9,37
3,50 412 222 0.7 283
3,50 529 2.46 0.93 249
3,50 2.21 1,80 0.45 391
3.60 126 0 30 0
3,60 95,9 0 18 0
3,60 84.4 0 13 4 0.93
3,60 134 0 21 0
3,80 37.6 12,9 6.33 19
3,80 47.0 14,8 115 17.5
3,80 487 15 8,11 17.1
3,80 38,6 9.74 6,33 17
4.0 36,4 16,6 6,36 245
4.0 31 15 5.48 25,9
4,0 18,9 9,40 3,29 27.1
4,0 21,5 9,67 3.75 24,2
4,0 33,2 15 579 243
4,10 183 0 30 0
4,10 162 0 18 0
4,10 195 0 20 0
4,10 159 0 253 0
420 82.3 0,289 18 0.2
4,20 138 40,4 229 163
4,20 86,1 28.2 14.4 18,1
420 172 59.7 289 192
4,30 82.3 0,29 18 0.2
4,30 182 21,4 30 6.73
4,30 152 1.30 25 0,49
4,40 15,6 5.68 2.64 20.0
4,40 377 12,1 8 17,7
4.40 15,6 537 4.0 19
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TABELA Al

Dados obtidos dos reogramas para géis “in natura”a 20°C, 15% de deformagio e

frequéncia 1 Hertz ( 6,28 ™)

pH | G (Pa) | G"(Pa) | n (Pas) 3()
4,40 21.4 9,96 3.76 249
4,40 17.8 6,78 3,04 20.8
4,40 15,7 3,71 25 13,3
4,50 79 14.8 13 10,6
4,50 57.2 10,1 10 15
4,50 60.6 14,4 991 13,38
4,50 61,9 15,1 10 13.7
4,50 80,7 17.50 13,1 12,5
4,50 25,5 6.80 4721 14,90
4,50 35,4 8.50 6 13,50
4,70 106 16.4 18 8.83
4,70 120 23.7 20 11,20
4,70 86 10 13 6.62
4,80 145 387 23 14.9
4,80 129 15.7 20.6 7
4,80 145 32,9 26 12.7
5,0 222 50 33 12.70
5.0 238 476 40 11,3
5.0 330 62.9 48.8 11,80
530 337 61,4 55 10,3
530 250 50.3 60 113
530 287 60,8 50 11,9
530 303 352 50 6.63
530 493 37.1 78.6 431
5,45 762 543 122 4.07
5.45 691 16,5 110 137
545 935 13,0 149 0.795
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TABELA Bi

APENDICE B

Dosagem do colageno, a partir de solugdes drenadas em 85% v/v da suspensio,

nos géis “in natura” (% em peso de colageno).

pH Ensaio 1 | Ensaio 2 | Ensaio 3 | Ensaio 4
%2.50 2,955 2,927 2,412 2,631
3,60 0,832 1,009 1,288 0,777
3,80 1,154 1,058 1,033 1,003
4,00 1,311 1,000 1,216 0,995
4,20 1,141 1,105 1,060 1,011
4,40 0,706 0,597 0,565 0,626
4,60 1,047 1,058 1,305 0,951
4,80 1,243 0,958 1,476 0,783
5,00 0,848 0,958 1,093 0,7825
5,20 0,857 0,868 1,003 0.845
5,30 0,619 0,416 0,375 0,372
5,45 1,730 1,037 1,314 1,105
6,00 0,551 0,383 0,504 0,555
6,25 0,763 0,673 0.554 0,503

* suspensdo de colageno apds precipitagio e drenagem para sua padronizacdo.

APENDICE €
TABELA C1
Tabela com peso, em gramas, dos animais com noventa dias utilizados no
experimento.
258,20 284.10 297.70 323,50
269,00 285,10 298 00 327,00
269,40 28540 299,00 336,10
271,40 28610 304,30 336,20
271,40 286,10 306,00 34930
275,10 292,00 308,40 397,60
276,70 295,70 309,00
278.00 296,00 312,60
279,00 296,50 317,00
280,00 297 40 319,00
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