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RESUMO
Diversos cimentos são empregados como biomateriais. Biopolímeros como quitosana e colágeno apresentam excelente biocompatibilidade e podem ser utilizados na remodelação do tecido ósseo. Os cimentos devem apresentar resistência mecânica e alta compatibilidade com tecido original. A quitosana apresenta interessantes propriedades biológicas: biodegradabilidade e atividades hemostática, fungistática e antitumoral. A união da quitosana com um mineral cria um compósito com a força e flexibilidade do polímero e a resistência e dureza do mineral. O colágeno é a proteína mais abundante do tecido conjuntivo, com função de estruturar os tecidos em desenvolvimento. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi extrair, reticular e caracterizar o colágeno de tendão bovino, para posteriormente associá-lo à quitosana e ao fosfato de cálcio para a obtenção de cimentos. As análises de infravermelho comprovaram a presença dos grupos funcionais característicos do colágeno, enquanto que a capacidade de absorção de água diminuiu com o aumento do grau de reticulação.
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INTRODUÇÃO
O colágeno é uma fibra responsável pela integridade dos tecidos dos ossos, cartilagem, pele e estrutura de vasos sanguíneos e de outros órgãos, correspondendo a 30% da proteína total e a 6% em peso do corpo humano. Com grande resistência à tração, a principal função do colágeno é acomodar e modular as forças mecânicas externas e internas que são exercidas no organismo. [1]
Como biomaterial, o colágeno apresenta características bastante significativas, tais como baixa irritabilidade, biodegrabilidade, biocompatibilidade, interação com plaquetas, ativa o processo de coagulação sanguínea, promove o crescimento celular e ainda é susceptível a modificações químicas. Essas propriedades conferem a esse biomaterial inúmeras aplicações.

O colágeno do tipo I vem despertando bastante interesse para engenharia de tecidos, isso porque ele é a glicoproteína extracelular mais abundante no tecido ósseo, grande resistência mecânica e boa compatibilidade com as células.

A fim de diminuir a antigenicidade e melhorar as propriedades mecânicas do colágeno, realizou-se a reticulação com glutaraldeído (GA) pela reação do mesmo com ε-amino grupo de lisina (Lys) e hidroxilisina (Hyl) presentes no colágeno para formar ligações cruzadas (reticulação) do tipo base de Schiff. [2]
MATERIAIS E MÉTODOS
EXTRAÇÃO DE COLÁGENO
Para a extração do colágeno, o tendão bovino foi limpo e cortado em pedaços de aproximadamente 1 cm² com o auxílio de um bisturi. Em seguida, o tendão foi imerso em uma solução de ácido acético 3M com 5g/L de pepsina. 
O sistema permaneceu em repouso por 24 horas e, à medida que a solução ia sendo absorvida, adicionava-se mais solução, a fim de garantir que tendão ficasse completamente imerso na mesma. 
Após 24 horas, observou-se a formação de alguns nódulos no tendão geleificado, os quais foram retirados com o auxílio de um bisturi para posterior homogeneização do gel formado um liquidificador.
PREPARO DAS AMOSTRAS
Após a homogeneização, o gel obtido foi colocado em camadas bem finas em placas de Petri para que, posteriormente, o mesmo fosse precipitado com uma solução de NaCl a 20%. O excesso de sal foi removido através de lavagens sucessivas com água destilada e uma amostra de colágeno foi reservada (amostra 13). As demais amostras foram imersas, por tempo pré-determinado, em solução de glutaraldeído com as seguintes concentrações 0,1%; 0,5%; 1,0% e 10%, conforme Tabela 1. Para cessar a reticulação no tempo desejado, utilizou-se solução de glicina com a mesma concentração da solução de glutaraldeído usada. As 12 amostras reticuladas foram então lavadas e liofilizadas.
Tabela 1: Condições de reticulação das amostras de colágeno.
	[Glutaraldeído]/

Tempo de reação
	30 min
	60 min
	90 min

	0,1 %
	1
	2
	3

	0,5 %
	4
	5
	6

	1,0 %
	7
	8
	9

	10,0 %
	10
	11
	12


INFRAVERMELHO
A espectroscopia de infravermelho (espectroscopia IV) é um tipo de espectroscopia de absorção a qual usa a região do infravermelho do espectro eletromagnético.
Como as demais técnicas espectroscópicas, ela pode ser usada para identificar um composto ou investigar a composição de uma amostra. Uma vez que cada grupo funcional absorve uma dada frequência característica permite que por meio de um gráfico de intensidade de radiação versus frequência, o espectro de IV seja possível caracterizar os grupos funcionais de um padrão ou de um material desconhecido. [3,4]
TESTE DE ABSORÇÃO
As amostras liofilizadas foram cortadas em pedaços de cerca de 0,25 cm2   e pesadas para a determinação da massa inicial. A seguir, foram mergulhadas em uma solução tampão fosfato com pH 7,4 e mantidas à 37°C para simular o ambiente fisiológico. Após 24 horas, as amostras foram retiradas da solução e o líquido superficial em excesso foi removido com auxílio de papel absorvente. As amostras foram então novamente pesadas para a obtenção da massa final. O ensaio foi realizado em triplicata e a porcentagem de absorção de água foi calculada pela seguinte equação:
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 representam a massas seca e úmida, respectivamente.
RESULTADOS E DISCUSSÃO
ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO
Os espectros de infravermelho (FTIR) das amostras de colágeno tipo I extraído em solução de ácido acético 3M com precipitação salina e posteriormente reticulados exibiram bandas características da proteína. 
O colágeno tipo I tem uma conformação de tripla-hélice e uma estrutura helicoidal secundária composta por cadeias que são formadas por uma forte ligação de hidrogênio e um alto conteúdo de amida A da matriz de colágeno. As ligações de hidrogênio nas proteínas de colágeno ocorrem entre os grupos hidroxila e carboxila presentes nas três cadeias peptídicas e são responsáveis pela manutenção da estabilidade da tripla-hélice. Os grupos amida (I, II e III) das cadeias peptídicas têm alguns modos de vibração característicos, os quais estão diretamente correlacionados a conformação polipeptídica. A banda relacionada com a vibração do estiramento do grupo carbonila (C=O) (amida I) corresponde a um sensível marcador da estrutura secundária peptídica. As bandas correspondentes aos grupamentos amida II e amida III também são sensíveis a alterações na estrutura secundária da proteína. Geralmente a banda da amida I é mais intensa que a da amida II e III. [2,5,6]
A Tabela 2 apresenta as bandas características do colágeno tipo I. Após a reticulação, observou-se maior intensidade na banda de amida I para as amostras com maiores concentrações de glutaraldeído, entretanto para as baixas concentrações de GA, a intensidade diminuiu significativamente. Notou-se também que a altas concentrações de GA, as bandas de amida II e III diminuíram sua intensidade.
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Figura 1 - Espectro de Infravermelho do Colágeno (Amostra 13).
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Figura 2 - Espectro de Infravermelho do Colágeno Reticulado (Amostra 11).

Tabela 2: Bandas características do colágeno observadas nas amostras de 1 a 13.
	Banda ([image: image9.png]


)
	Grupo Funcional

	1656,85
	Amida I

	1544,98
	Amida II, N-H

	1261,45
	Amida III, C-N

	1450,47
	Anéis pirrolidínicos do aminoácido polina (hidroxiprolina)

	1330
	Estiramento assimétrico dos grupos carboxila dissociados (-COO)

	1046 e 1072,42
	Grupamentos fosfatos ([image: image11.png]POZ



)


TESTE DE ABSORÇÃO DE ÁGUA
Os resultados (Figura 3) mostram que as amostras apresentam grande capacidade de reter água em sua estrutura, mesmo após a liofilização. Conforme esperado, as amostras contendo maior concentração de glutaraldeído (10, 11 e 12) apresentaram menor absorção, enquanto que aquelas contendo menor concentração de reticulador (1, 2 e 3) apresentaram maior absorção. Ou seja, quanto maior o grau de reticulação menor a capacidade de absorção da amostra. Também foi possível perceber que a capacidade de absorção de água das amostras reticuladas com a mesma concentração de glutaraldeído diminuiu com o aumento do tempo de reação. Tal comportamento já era esperado, já que o grau de reticulação de aumenta proporcionalmente ao tempo de reação enquanto há agente reticulador disponível no meio.

A amostra 13 apresentou capacidade de absorção de água semelhante às amostras 10, 11 e 12, o que não condiz com o esperado, uma vez que o colágeno não reticulado deveria ser capaz de absorver maior quantidade de água que as demais amostras reticuladas. Na verdade, esta amostra realmente absorve mais água, entretanto, da mesma forma, também a perde com maior facilidade. Como o procedimento para remoção da água superficial das amostras com auxílio de papel absorvente foi o mesmo para todas as amostras, foi possível notar que a amostra 13 teve grande parte da água absorvida durante o ensaio, removida pelo procedimento supracitado. 
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Figura 3- Absorção de água das amostras em 24 horas.
 CONLUSÕES 

A extração de colágeno tipo I utilizando solução de ácido acético e pepsina para extração, seguido de precipitação salina e sucessivas lavagens em água destilada, apresentou bons resultados, uma vez que utilizando a espectroscopia de infravermelho observou-se a preservação da proteína característica do mesmo. Tal preservação também pode ser observada nas amostras reticuladas, porém em diferentes intensidades.
O grau de reticulação das amostras foi proporcional ao aumento da concentração de GA e/ou tempo de reação. Fato este que justifica a maior absorção de água pelas amostras reticuladas com baixas concentrações de GA e menor tempo de reação.
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OBTENTION AND CHARACTERIZATION OF CHITOSAN AND COLLAGEN BASED CEMENTS FOR BONE REGENERATION. PART 1: EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF COLLAGEN
ABSTRACT
Several cements are used as biomaterials. Biopolymers such as chitosan and collagen exhibit excellent biocompatibility and can be used for remodeling bone tissue. The cement must have high mechanical strength and compatibility with the original tissue. Chitosan presents interesting biological properties: biodegradability and hemostatic, antitumor and fungistatic activities. The combination of chitosan with a mineral creates a composite with the flexibility of the polymer and the strength and hardness of the mineral. Collagen is the most abundant protein in connective tissue with structural function in developing tissues. In this context, the objective of this study was to extract, characterize and crosslinking collagen from bovine tendon, to later associate it with chitosan and calcium phosphate to obtain cements. Infrared analysis confirmed the presence of functional groups characteristic of collagen, whereas the capacity of water absorption decreased with increasing degree of crosslinking.
Keywords - Keywords: Collagen, Chitosan, Cements, Crosslinking, Bone Regeneration.
