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SELECTIVE HYDROLYSIS OF CARBOXYAMIDES OF ASPARAGINE AND GLUTAMINE
RESIDUES OF COLLAGEN: PREPARATION AND CHARACTERIZATION OF ANIONIC COL-
LAGEN MATRICES FOR BIOMATERIAL APPLICATIONS. This work describes the selective
hydrolysis of carboxyamide groups of asparagine and glutamine of collagen matrices for the prepa-
ration of negatively charged collagen biomaterials. The reaction was performed in the presence of
chloride and sulfate salts of alkaline and alkaline earth metals in aqueous dimethylsulfoxide solu-
tion and, selectively hydrolysis of carboxyamide groups of collagen matrices was promoted with-
out cleavage of the peptide bond. The result is a new collagen material with controlled increase in
negative charge content. Although triple helix secondary structure of tropocollagen was preserved,
significative changes in thermal stabilities were observed in association with a new pattern of
tropocollagen macromolecular association, particularly in respect microfibril assembly, thus pro-
viding at physiological pH a new type of collagen structure for biomaterial preparation, character-
ized by different charge and structural contents .
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ARTIGO

INTRODUÇÃO

O colágeno é amplamente utilizado como matéria prima para
a produção de biomateriais1,2 nas formas de membranas, es-
ponja, pó, como agente hemostático e materiais para o revesti-
mento de queimaduras e outras lesões1, ou ainda como suporte
para crescimento de terminais nervosos periféricos danifica-
dos3. Na maioria dos casos, é utilizado na sua forma nativa ou
reconstituída, associado principalmente à reações de reticulação
com a finalidade de aumentar sua biocompatibilidade e propri-
edades mecânicas4. Apenas em alguns casos tem sido quimica-
mente modificado por esterificação5, acilação6,7, desaminação
de grupos e-amino de lisina ou proteção de grupos guanidino
dos resíduos de arginina8. Os novos materiais resultantes são
matrizes colagênicas carregadas, utilizadas como suporte para
crescimento celular, géis de colágeno viscoelástico para repo-
sição do humor vítreo, géis de colágeno para liberação de dro-
ga ou ainda para o estudo da fibrilogênese do colágeno5,8.
Outros biomateriais de colágeno, com novas e melhores pro-
priedades, tem sido preparados na forma de compósitos por
associação com polímeros sintéticos9, como por exemplo, o
polipirrol para o controle do processo de calcificação in vivo
de válvulas cardíacas fixadas com glutaraldeído4.

Um processo interessante para a preparação de materiais de
colágeno carregados negativamente a pH fisiológico, sem in-
duzir a grandes modificações estruturais, é a hidrólise seletiva
dos grupos carboxiamidas dos resíduos de aminoácidos
asparagina (Asn) e glutamina (Gln) presentes nas cadeias a do
tropocolágeno10. A hidrólise total destes grupos tem como re-
sultado, a formação de matrizes com um aumento de 130 car-
gas negativas, superpostas em regiões de carga negativa pré-
existentes na molécula nativa11. Uma resultante importante
desta alteração, é a formação de um centro de carga assimétrico
(Figura 1), uma característica importante para o desenvolvi-
mento de materiais dielétricos12 e que pode aumentar signifi-
cativamente as propriedades piezoelétricas existentes no colá-
geno nativo13. Esses novos centros, caracterizados por uma
elevada densidade de cargas negativas, para o caso do tropoco-
lágeno concentram-se na região central da molécula (Figura

1a), e no período D do arranjo microfibrilar, as cargas negati-
vas estão concentradas nas extremidades do período D (Figura
1b). Cargas positivas e negativas no tropocolágeno nativo ou
no período D do agregado microfibrilar, estão uniformemente
distribuídas (Figura 1a e 1b). Além disso, novas propriedades
podem ser esperadas para estes novos materiais de colágeno, e
algumas aplicações potenciais podem ser antecipadas como o
recobrimento de próteses cardiovasculares14, preparação de géis
injetáveis com melhores propriedades reológicas devido ao
efeito da repulsão eletrostática7,15 e matrizes de colágeno mais
eficientes para sistema de liberação de drogas catiônicas basea-
do nas propriedades de troca iônica7.

Figura 1. Resultante de carga líquida para o tropocolágeno (a) e no
período D (b) para colágeno nativo (preto) e matrizes de colágeno
aniônico oCinza), assumindo hidrólise completa dos grupos carboxia-
midas dos resíduos de asparagina e glutamina.

a)

b)
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Este trabalho descreve a preparação e a caracterização de
materiais de colágeno aniônico preparados por hidrólise seletiva
de Asn e Gln, na tentativa de introduzir uma nova categoria de
biomateriais derivados de colágeno para aplicações biomédicas.

PARTE EXPERIMENTAL

Preparação do Colágeno

Matrizes aniônicas: pericárdio bovino (PB) foi tratado a
20oC, por um período de 0 a 72h, com uma solução aquosa
alcalina na presença de sais e bases de metais alcalinos e alca-
linos terrosos16. Os sais residuais foram removidos por lava-
gens com ácido bórico a 3% (3x, 6h), 0,3% EDTA pH 11,0
(3x, 6h) e água deionizada (6x, 2h).

Géis de colágeno aniônico: serosa porcina (SP) e tendão bo-
vino (TB) foram tratados como descrito acima para PB por um
período de 72h e depois de removidos os sais, os materiais foram
suspensos em água deionizada e o pH ajustado para 3,5 por adi-
ção de ácido acético. A mistura foi homogeneizada e a concentra-
ção do gel ajustada para 0,7%, determinado por hidroxiprolina17.

Géis de colágeno nativo: estes foram preparados por trata-
mento de SP e TB a 20oC, com uma solução aquosa de ácido
acético a pH 2,0 a 6% (v/v) em dimetilsulfóxido, com agitação
ocasional pelo período de uma semana. A suspensão foi homo-
geneizada e o gel obtido, dialisado contra uma solução de áci-
do acético a pH 3,5 até completa remoção do dimetilsulfóxido.
As concentrações finais dos géis foram ajustadas para 0,7%
(m/m), como descrito acima para géis de colágeno aniônico.

Caracterização do Colágeno

Titulação potenciométrica de matrizes de PB: amostras de
aproximadamente 600 mg de PB nativo e com tratamento alca-
lino como descrito acima por período de tempo entre 0 e 72h
foram expandidas em solução de ácido acético 1mol.L-1 por um
período de 24h e a seguir liofilizadas. As amostras de PB sólido
foram equilibradas em solução de ácido trifluoroacético 0,5molL-

1 por 24h, liofilizadas (3x) e secas até peso constante sob vácuo
na presença de KOH. Estas foram então suspensas 20mL de
água deionizada e deaeradas para completa embebição. O pH
final destas soluções foram próximos de 2,0. O equilíbrio prévio
em ácido trifluoracético teve como objetivo não apenas a
protonação dos grupos carboxílicos presentes na proteína, prin-
cipalmente os grupos β e γ das cadeias laterais de resíduos de
ácidos aspártico e glutâmico, mas também para manter níveis de
embebição elevado para facilitar a titulação. As titulações foram
realizadas com solução padrão de NaOH sob uma corrente de
N2, no intervalo de pH de 2,0 a 7,0. Os resultados das titulações
correspondem à médias de 3 determinações independentes.

Massa molecular: estas foram determinadas por eletroforese
em gel de Poliacrilamida-SDS18, usando-se um gel de empaco-
tamento de 5% e para resolução, de 10%. As razões a1/a2 fo-
ram determinadas por medidas densitométricas após coloração
dos géis com Coomassie Blue, em comparação com padrões
conhecidos de colágeno oCollagen 1000, CLR, Germany e
Tropocoll, Devro Ltd. USA).

Espectroscopia de infravermelho (IV): espectros de absor-
ção no IV foram obtidos em membranas preparadas por secagem
dos géis de colágeno de TB e SP (0,4 mg/cm2), em moldes de
Teflon. O equipamento utilizado foi um espectrofotômetro
BOMEN (FTIR), entre 400 e 4000 cm-1 e com uma resolução de
4 cm-1. Antes das determinações, todas as membranas foram se-
cas sob vácuo por 72h na presença de KOH. Membranas de ge-
latina para estudo comparativo de IV foram preparadas de modo
similar. A razão das absorbâncias 1235/1450 foi determinada como
uma medida da integridade da tripla hélice do colágeno.

Estabilidade térmica: foi medida como temperatura de

desnaturação (Td) ou temperatura de encolhimento (Ts) em PB
(pedaços de tecido tratado) ou em membranas de colágeno de
TB e SP preparadas em moldes de PVC : poliestireno, com
concentrações próximas de 4,0 mg/cm2.

a) Temperatura de encolhimento (Ts): foram determinadas em
um equipamento de ponto de fusão Quimis adaptado para Ts,
utilizando-se amostras de 2 x 0,2 cm, preparada como descri-
to acima, estas foram previamente equilibradas em soluções
tampão apropriadas com a mesma força iônica em valores de
pH 3,4 a 8,0. A taxa de aquecimento foi de 2,0 oC/min no
intervalo de 20 a 100oC. Os valores de Ts (média de 4 deter-
minações), foram obtidos com as amostras imersas na solução
tampão apropriada, colocadas em um tubo de Pirex graduado
de 20 mm imerso em banho de óleo de silicone.

b) Temperatura de desnaturação (Td): estas foram determi-
nadas em materiais preparados como descrito para Ts, com
amostras com cerca de 10 mg, exceto que equilibrados so-
mente em pH 3,4, 4,6 e 7,4. O equipamento utilizado foi
da TA Instruments DSC 2010, calibrado com padrão de
índio. A taxa de aquecimento foi de 50C/min para um in-
tervalo de temperatura entre 20 a 120oC.

Microscopia eletrônica de varredura (MEV): fotomicro-
grafias foram obtidas em amostras de PB nativo tratado em
meio alcalino por 72h e previamente equilibradas em soluções
tamponadas como descrito para Td. As Micrografias foram ob-
tidas em um equipamento ZEISS DSM 960, operando com
feixe de elétrons de 20 keV. Todas as amostras foram previa-
mente cobertas com uma camada de ouro.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A hidrólise seletiva de grupos carboxiamidas de Asn e Gln em
PB, determinado dentro do intervalo de pH 2,0 a 7,0 mostrou em
função do tempo do tratamento alcalino, um aumento progressivo
no número de grupos tituláveis das matrizes colagênicas, que va-
riou de 0,85 ± 0,03 mEq/g para o colágeno nativo ate 1,30 ± 0,01
mEq/g, após 72h de tratamento alcalino (Figura 2). Os valores
esperados para PB nativo e aquele submetido à hidrólise completa
dos resíduos de Asn e Gln e, com base na massa molecular do
tropocolágeno de 280.000 Da19, foram de respectivamente 0,82
mEq/g e 1,28 mEq/g. Os valores experimentais da figura 2,
correspondem respectivamente a 235±8 e 364±4 grupos tituláveis/
tropocolágeno para PB nativo e após 72h de tratamento alcalino,
comparado com os valores calculados de 231 e 36110. Correções
para os grupos a-carboxílicos (3 resíduos) e imidazólicos dos re-
síduos de histidina (pKa = 6,520), dentro do intervalo de pH estu-
dado, resultaram em 224,5±8,0 e 353,0±4,0 grupos tituláveis/mol
de tropocolágeno para PB nativo e após 72h de tratamento alca-
lino respectivamente. Esses valores correspondem a um aumento
real líquido de 129 grupos tituláveis para material tratado, compa-
rado com o valor esperado de 13010 para o pericárdio nativo,
mostrando que após 72h todos os grupos carboxiamidas de Asn e
Gln presentes no PB foram completamente hidrolisados a grupos
carboxílicos, com a extensão da hidrólise controlada pelo tempo
da reação (Figura 2).

A eletroforese em gel poliacrilamida-SDS a 10%, corada com
Commassie Blue (Figura 3) mostrou que o gel de colágeno ob-
tido a partir da SP, após 72h de hidrólise, foi caracterizado pela
a presença de duas bandas de maior intensidade, com massas
moleculares de 98.000 Da e 104.000 Da, correspondendo res-
pectivamente às cadeias α1 e α2, e com uma relação α1/α2 de
1,9, comparada com aquela esperada de 2,0 para o colágeno tipo
I21. Outra banda de intensidade significativa foi observada com
uma massa molecular estimada de 159.000 Da, provavelmente
cadeias do tipo β (duas cadeias α  unidas). Bandas para compo-
nentes de massas moleculares inferiores a 100.000 Da também
foram detectadas, mas de baixa intensidade (Figura 3), sugerin-
do que nas condições utilizadas, a hidrólise de grupos carboxi-
amidas foi seletiva e sem degradação ou solubilização extensiva
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da matriz. Isto foi confirmado pela extração do colágeno dos
materiais tratados em solução de ácido acético pH 3,5, onde
os rendimentos foram sempre superiores a 85%16. Géis de
colágeno obtidos de TB mostraram resultados similares após
72h de hidrólise.

todas as preparações de colágeno, independentemente de ter sido
ou não submetido à reação de hidrólise, os valores de Ts e Td a
pH 3,5 foram sempre menores, quando comparados com os aque-
les determinados pH 7,4. A pH 3,5 essas transições térmicas va-
riaram no intervalo entre 44,5±0,8oC, para PB completamente
hidrolisado (72h) e 48,5±0,7oC para membranas de SP nativa.

Figura 2. Variação do numero de miliequivalentes em pericárdio bovino
submetido à hidrólise seletiva de grupos carboxiamidas dos resíduos de
asparagina e glutamina em meio alcalino, em função do tempo de hidrólise

Figura 3. Curva densitométrica para gel de colágeno de serosa porcina
com grupos carboxiamidas completamente hidrolisados, obtida de
eletroforese em gel poliacrilamida-SDS a 10% após coloração com
Comassie Blue.

As relações de absorbâncias no IV, A1235/A1450, determinadas
para membranas de colágeno preparadas a partir de géis de SP
e TB a pH 3,5 foram de respectivamente 1,0 e 1,1, sugerindo
que a estrutura em hélice tripla do tropocolágeno foi preservada
durante a hidrólise. Valores típicos para membranas de colágeno
nativo preparadas nas mesmas condições são próximos de 1,022.
Os valores para membranas de colágeno desnaturado ou gelatina
são significativamente menores e próximos de 0,6022. O valor
desta relação para a membrana de gelatina determinado neste
trabalho foi de 0,56. A banda em 1235 cm-1 corresponde às vi-
brações da amida III (estiramento C-N e vibração N-H), que são
sensíveis à alterações na estrutura secundária do tropocolágeno
(hélice tripla), enquanto a banda em 1450 cm-1 corresponde às
vibrações dos anéis pirrolidínico de prolina e hidroxiprolina, que
diferentemente da banda em 1235 cm-1, tem sua intensidade
independente das variações estruturais da matriz do colágeno22.

A integridade da estrutura secundária hélice tripla no colágeno
foi confirmada também em todos os materiais, pela presença de
transição térmica23 determinada como Ts ou Td (Tabela 1) e, para

Tabela 1. Estabilidade térmica (oC) para materiaisa,b de coláge-
no nativo e colágeno após hidrólise completa dos grupos carbo-
xiamidas, equilibrados a pH 3,5 e 7,4.

Material
Pericárdioa Serosab Tendãob

pH Td Ts Td Ts Td Ts

Nativo

3,5 47,3 48,5±0,5 47,5 48,5±0,7 - 55,5±0,5

7,4 63,4 62,1±0.2 63,8 64,5±0,4 - 64,8±0,2

Aniônico

3,5 46,9 44,5±0,8 46,5 47,5±0,2 - 44,3±0,5

7,4 51,8 48,0±0,7 52,5 51,8±0,3 - 52,8±0,7

a - determinado em tecidos tratados; b - determinado em membra-
nas de colágeno reconstituído.

A pH 7,4, os materiais nativos mostraram transições térmicas
próximas a 63oC e cerca de 14 a 16oC maiores quando compa-
radas com as transições observadas para os mesmos materiais
equilibrados a pH 3,5 (Tabela 1). Estas diferenças para materiais
submetidos à hidrólise foram de apenas 6 a 7oC.

Para o caso dos materiais de colágeno nativo, as diferenças
observadas nas estabilidades térmicas determinadas a pH 3,5 e
7,4, estão de acordo com a desorganização do arranjo macro-
molecular (microfibrilas) que caracterizam o colágeno nativo a
pH 7,4 (Figura 4a), mas que em pHs inferiores a 4,25 se trans-
forma no colágeno “swollen”22 (Figura 4b), uma estrutura
amorfa, sem qualquer padrão de arranjo macromolecular.

(a)

(b)

Figura 4. Micrografias de microscopia eletrônica de varredura para
pericárdio bovino nativo equilibrado a pH neutro (a) e a pH 3,5 (b). 200x
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A figura 5 mostra as micrografias de MEV para PB hidroli-
sado por 72h, equilibrado a pH 7,4 (Figura 5a) e a pH 3,5 (Fi-
gura 5b). Embora a estrutura observada para o PB equilibrado a
pH 3,5 seja semelhante à do colágeno “swollen” observada para
o PB nativo nas mesmas condições (Figura 4b), o PB equilibra-
do a pH 7,4 (Figura 5a), não apresentou o mesmo padrão micro-
fibrilar característica para material nativo (Figura 4a). Em seu
lugar, foi observada uma estrutura do tipo lamelar, sugerindo
que a introdução de cargas negativas em matrizes de PB impe-
dem o tropocolágeno de se organizar no arranjo microfibrilar,
provavelmente como resultado de um novo padrão de interações
eletrostáticas que se estabelecem a nível das interações
macromoleculares. Este comportamento foi similar àquele des-
crito para colágeno succinilado7 com um excesso de carga nega-
tiva de 85% em relação ao nativo e que apresenta um pI estima-
do de 4,5. O colágeno aniônico descrito neste trabalho deve
apresentar um pI semelhante àquele descrito para gelatina extra-
ída em meio alcalino, e de 4,5-4,819, onde os grupos carboxia-
midas de Asn e Gln também são totalmente hidrolisados19.

nativo em relação aos respectivos materiais completamente
hidrolisado (Figuras 6b e 6a).

(a)

(b)

Figura 5. Micrografias de por microscopia eletrônica de varredura
para pericárdio bovino com grupos carboxiamidas completamente
hidrolisados equilibrado a pH 7,4 (a) em pH 3,5 (b). 100x

As mudanças no padrão de interação introduzidas pelo au-
mento no conteúdo de cargas negativas na matriz colagênica
também foram sugeridas pelo estudo da dependência da estabi-
lidade térmica de PB, medida como Ts, no intervalo de pH
entre 3,4 e 8,0 (Figura 6), realizados com o material nativo e
aquele submetido à hidrólise completa após 72h de reação. Para
o material nativo os valores mínimos e máximos de Ts foram
observados respectivamente a pH 3,4 e 7,4, e estão de acordo
com a transição do colágeno na forma “swollen” (Figura 4b)
para a estrutura fibrilar (figura 4a)22. Os valores de Ts foram
de respectivamente 48,0±0,5oC e 62,1±0,3oC (Figura 6b). En-
tretanto para PB completamente hidrolisado, enquanto o valor
mínimo de Ts também foi observado a pH 3,5 e com um valor
de 44,3±0,6oC, o valor máximo para Ts foi observado a pH
4,7, e com um valor de 53,1±0,6 oC (Figura 6a). A pH 7,4 o
valor determinado para Ts foi de 51,0±0,6oC. Comportamentos
similares de Ts foram observados para membranas de TB e SP

Figura 6. Estabilidade térmica em função do pH determinada como
temperatura de encolhimento (Ts) para materiais de colágeno aniônico
(a) e nativos (b). Pericárdio bovino, tecido integro; tendão bovino e
serosa porcina, membranas.

Esse comportamento da estabilidade térmica mostrado pela
figura 6, está de acordo com as variações estruturais mostradas
pelas micrografias de MEV para PB nativo e aniônico das fi-
guras 4, 5 e 7, que são decorrentes do fato de que, interações
eletrostáticas para proteínas ocorrem em um pH igual ao pI,
que para o colágeno nativo esta próximo de 7,0 e para o colá-
geno aniônico a pH 4,7. Na figura 7, embora a pH 4,7 o PB
nativo (Figura 7a) tenha mostrado uma estrutura similar àquele
equilibrados a pH 3,5 (Figura 4b), o PB completamente hidro-
lisado (Figura 7b) foi caracterizado pela presença de filamentos
finos, com alguma semelhança à estrutura microfibrilar obser-
vada para o PB nativo equilibrado a pH 7,4 (Figura 4a). Como
mostrado pela figura 5a, PB hidrolisado por 72h, não apresen-
tou qualquer padrão de organização microfibrilar que é carac-
terística do PB nativo neste pH.

(a)

(b)

Figura 7. Micrografias de microscopia eletrônica de varredura para
pericárdio bovino nativo (a) e com grupos carboxiamidas completa-
mente hidrolisados (100x) (b) equilibrados a pH 4,7. 200x.
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Como resultado, as diferenças na estabilidade térmica entre
materiais de colágeno aniônico e nativo equilibrado a pH 3,5, 4,7
e 7,4 devem-se a mudanças na capacidade de agregação molecular
do tropocolágeno induzidas por um novo padrão de interações
eletrostáticas. Estas novas interações explicariam de uma certa
forma, as maiores diferenças de estabilidade térmica observadas
para colágeno nativo equilibrado a pHs 3,5 e 7,4 (cerca de 16 oC),
em relação àquelas determinadas para o colágeno aniônico, e de
cerca de 6 oC (Tabela 1). Enquanto para o primeiro, as maiores
diferenças de estabilidade térmica são devidas principalmente à
transição do colágeno na sua forma “swollen” não organizada,
para uma estrutura microfibrilar altamente ordenada (Figura 4),
para o colágeno aniônico, as transições térmicas devem corres-
ponder apenas a desnaturação da tripla hélice (Figura 5).

Como conclusão, os resultados acima mostraram que a
hidrólise controlada e seletiva dos grupos carboxiamidas de
Asn e Gln pode ser realizada em matrizes de colágeno para
produzir materiais com densidades de cargas controlada a pH
fisiológico, sem fragmentação ou destruição da estrutura se-
cundária da tripla hélice do tropocolágeno. Em relação às di-
ferenças observadas na estabilidade térmica do colágeno na-
tivo e colágeno hidrolisado, estas são devidas principalmente
a alterações na capacidade de agregação macromolecular do
tropocolágeno hidrolisado em microfibrilas, uma caraterística
do tropocolágeno nativo, e que provavelmente tem origem
num novo padrão de interações eletrostáticas que se estabele-
ce a diferentes pHs, principalmente a pH 7,4. Como conclu-
são final, espera-se que a hidrólise controlada dos grupos car-
boxiamidas de matrizes colagênicas possa introduzir uma nova
classe de biomateriais de colágeno, com novas e melhores
propriedades para aplicações em medicina e odontologia.
Como exemplo, estudos das propriedades dielétricas realiza-
dos em membranas de colágeno aniônico (hidrólise comple-
ta), mostraram que estes materiais são caracterizados por
coeficientes piroelétricos consideravelmente superiores quan-
do comparados com aqueles determinados para fluoreto poli-
vinilideno ou seus copolímeros fluoreto de vinilideno: triflu-
oretileno24, propriedade esta que foi significativamente me-
lhorada em compósitos colágeno aniônico: fluoreto de
vinilideno: trifluoretileno25.
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