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RESUMO — Nos altimos anos, celulose bacteriana e Aloe vera tém sido considerados
como biomateriais potencialmente promissores as areas médica e cosmética, devido as
suas propriedades para promover a cicatrizacdo de feridas e a alta biocompatibilidade.
Além disso, o gel de Aloe vera tem sido reportado pelas multiplas propriedades benéficas,
incluindo a capacidade de penetrar e anestesiar os tecidos e atuar como agente
antiinflamatério. A fim de melhorar estas propriedades, a incorporacdo de colageno tipo |
de rd nas membranas de celulose bacteriana-Aloe vera foi estudada. O uso do colageno de
rd serve como uma alternativa ao bovino/suino, uma vez que estes tém o potencial risco
de infeccdo e de transmissdo de doencas. Substratos de coldgeno sdo conhecidos por
influenciar as caracteristicas do crescimento celular e também por modular varios
aspectos do comportamento das células, como a adesdo, proliferacdo e diferenciacéo.
Membranas de celulose foram produzidas pela bactéria Gluconacetobacter hansenii e
modificadas por gel de Aloe vera (60%). O colageno foi extraido da derme da rd por dois
métodos distintos. Em seguida, este foi incorporado por imersdo em solucdo &cida e a
quantificacdo do mesmo foi realizada pelo método de Bradford. Os resultados de extracdo
foram de 16-17 % e os de incorporacgdo variaram de 8 a 17 %, sugerindo a perspectiva do
uso dessa fonte alternativa de colageno em inimeras aplicacdes.

1. INTRODUCAO

O polissacarideo celulose é um biopolimero fascinante, sendo considerado como uma matéria-
prima sustentavel e praticamente inexaurivel. O interesse por recursos renovaveis que possam ser
utilizados no desenvolvimento de produtos inovadores a ciéncia, & medicina e a tecnologia ocasionou
um renascimento da pesquisa interdisciplinar na area de celulose nos Gltimos anos, aumentando sua
investigacao e utilizacdo (De Salvi, 2010).

A celulose bacteriana (CB) é geralmente produzida em meio estatico na forma de uma
membrana gelatinosa na interface entre o ar e 0 meio de cultura. Representa um polimero natural
inovador por combinar eficientemente as importantes e bem conhecidas qualidades da celulose com
as caracteristicas Unicas dos nanomateriais (De Salvi, 2010; Hu, Catchmark, & Vogler, 2013).

A vantagem de se utilizar CB reside em sua alta pureza e cristalinidade, fibrilas finas (menores
que 130 nm) com elevada &rea superficial, alta resisténcia mecénica e capacidade de retencéo de agua.
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A CB tem potencial para ser usada como um biomaterial comercial devido a sua biocompatibilidade,
promocdo da cicatrizacdo de feridas, moldabilidade in situ e uma producéo relativamente eficiente em
termos de custo (De Salvi, 2010; Hong et al., 2006; Hu, Catchmark, & Vogler, 2013).

A funcionaliza¢do da CB com materiais inorganicos ou poliméricos abre novos caminhos para a
fabricacdo de nanocompositos multifuncionais com performances promissoras. A CB € utilizada
como um molde para a preparacdo de nanocompositos funcionais que relinem excelentes propriedades
da CB com os exibidos pelos nanomateriais tipicos organicos ou inorganicos. Destacam-se as
propriedades Opticas, elétricas e magnéticas, bem como a atividade catalitica, antibacteriana e
biomédica (Pedroso, 2009; Hu et al., 2014).

Buscando a multifuncionalidade e utilizando carboidratos complexos obtidos a partir de fontes
naturais, segundo Ahlawat e Singh (2011), a Aloe vera tem se tornado promissora a sadude, com efeito
medicinal e finalidade estética, considerando a aplicacdo na cicatrizacdo de feridas, tratamento e
reducdo dos danos de queimaduras e protecdo contra danos de raios-x a pele. Além disso, o
tratamento com gel de Aloe acelera a contracdo da ferida e aumenta a resisténcia a ruptura do tecido
da cicatriz resultante, estimulando o crescimento de fibroblastos e a proliferacdo de coldgeno neste
tecido quando aplicado topicamente. Aloe tem efeito antimicrobiano e antitumoral, com propriedades
antiinflamatdria e imunomoduladora (Choi e Chung, 2003; Saini e Saini, 2011; Silva et al., 2013).

A CB é um material altamente poroso, que permite a transferéncia de macromoléculas,
enguanto que do mesmo modo serve como uma barreira fisica eficaz contra qualquer infeccdo
externa. Essa caracteristica possibilita a modificacdo por gel de Aloe vera e também a incorporacéo de
colageno em sua rede de nanofibras (Chawla et al., 2009).

O coléageno é a proteina mais abundante no corpo humano e, principalmente, na pele. Apresenta
boa compatibilidade comparado a outros polimeros naturais, sendo facilmente absorvivel pelo corpo,
com alta hidrofilicidade e baixa antigenicidade. Desempenha um papel importante na formacgéo de
tecidos e 6rgdos do corpo. Devido a essas caracteristicas, sua aplicacdo na area biomédica e de
bioengenharia tem crescido expressivamente (Lee et al., 2001; Li et al., 2004; Ferreira et al., 2012).

A associacdo de colageno com outros biomateriais é necessaria a fim de melhorar as
propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas, atingir a estabilidade do sistema e aprimorar os perfis de
liberacdo de compostos incorporados, por exemplo (Ma et al., 2003; Powell e Boyce, 2006).

Para fins industriais, as principais fontes de colageno estdo limitadas aos de animais da terra,
tais como bovinos e suinos. No entanto, o surto de febre aftosa, encefalopatia espongiforme bovina
(BSE) e encefalopatia espongiforme transmissivel (TSE) resultaram em ansiedade entre os usuarios
de produtos derivados de coladgeno de origem animal terrestre. Além disso, em certas localidades, o
colageno extraido de fontes porcinas ndo pode ser usado como um componente de alguns alimentos,
devido as restricdes religiosas. Portanto, fontes alternativas de coldgeno com riscos menores e que
sejam acessiveis tém sido estudadas (Yan et al., 2008; Peng et al., 2010; Yan et al., 2012).
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A rd, como a maioria dos anfibios, apresenta grande variedade de substancias quimicas no muco
secretado pelas glandulas epidérmicas, as quais vém sendo estudadas pela industria farmacéutica na
fabricacdo de antibidticos e outros medicamentos, constituindo-se num novo campo de estudo. A ra-
touro € um animal ectotérmico, ou seja, seu metabolismo € dependente da temperatura ambiente.
Além disso, é fonte de colageno, sendo utilizada ainda como um tecido regenerativo extraordinario,
de grande utilidade no tratamento de queimados, pois devido ao fato de ser transllcida, permite a
passagem da luz, fundamental para a cicatrizacdo (Ferreira et al., 2006; Qian et al., 2007).

O objetivo deste trabalho é realizar a incorporacdo de coladgeno de rd em membranas de celulose
bacteriana modificadas por gel de Aloe vera com a finalidade de produzir um biocompoésito com
caracteristicas relevantes a aplicacdo em medicina regenerativa, engenharia tecidual e/ou cosmética.

2. METODOLOGIA

2.1. Preparacdo das membranas de CB-Aloe vera

Para a producdo das membranas de CB-Aloe vera, o0 meio de cultura foi preparado contendo
25 g.L ! de manitol, 5 g.L* de extrato de levedura e 3 g.L de peptona, todos diluidos em 1 L de agua
destilada. O pH da solucdo foi ajustado para 6,5 e, em seguida, esta foi autoclavada por 20 min a
121 °C (Recouvreux et al., 2011). Para a incorporagdo da Aloe vera na sintese in situ da CB, seguiu-
se a metodologia utilizada por Godinho (2014), na qual a porcdo de gel com fibras foi adicionada em
concentracdo de 60 % ao meio de cultura. As membranas de CB foram preparadas com a adic¢do de
90 % (v/v) do meio de cultura descrito anteriormente e 10 % (v/v) de solugdo estoque de indculo
contendo a bactéria Gluconacetobacter hansenii (ATCC 23769). Na sintese das membranas, as
culturas foram mantidas em placas de cultura de 24 pogos (TPP, Suica). Em cada poco, foi adicionado
1 mL da formulagdo. A formacdo das membranas ocorreu na interface ar/liquido durante 10 dias de
cultura mantida a temperatura ambiente e sob condicdes estaticas de cultivo. Passados os 10 dias, as
membranas de CB-Aloe vera foram retiradas das placas de cultura e, sucessivamente, purificadas e
esterilizadas. Esta etapa consiste na remocdo de células bacterianas e impurezas. Dessa forma,
colocaram-se as membranas em frascos contendo NaOH 0,1 M, por 24 h a 50 °C. Apos este periodo,
a solucdo alcalina foi retirada e as membranas foram lavadas com agua destilada até atingir pH
neutro. Em seguida, as membranas foram autoclavadas e estocadas a temperatura ambiente.

2.2. Métodos de extragdo do colageno de ra

Método I: os procedimentos foram realizados a 4 °C. A pele foi embebida em solucéo de acido
acetico 0,5 M (1:3 m/v) por 72 h e o extrato foi centrifugado a 4800 x g por 1 h. O sobrenadante foi
coletado e o residuo foi re-extraido pelo mesmo procedimento. Adicionou-se NaCl ao sobrenadante a
fim de se obter uma concentracgéo final de 0,8 M e seguido pela precipitacdo de colageno pela adicdo
de NaCl (concentracdo final de 2,3 M) a pH neutro (0,05 M Tris—HCI, pH 7,5). O precipitado foi
coletado, re-dissolvido em acido acético 0,5 M e dialisado contra acido acético 0,1 M e agua destilada
por 72 h até pH neutro (Veeruraj et al., 2013).
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Método II: a pele de ré foi tratada com &cido acético 0,5 M por 72 h sob agitacdo continua a
4 °C. O extrato foi centrifugado a 4800 x g por 1 h. Adicionou-se NaCl ao sobrenadante a uma
concentracdo final de 2,5 M, na presenca de Tris—HCI 0,05 M, a pH 7,0. O precipitado resultante foi
recolhido por centrifugacdo a 16000 x g por 1 h. O pellet foi dissolvido em &cido acético 0,5 M,
dialisado contra &cido acético 0,1 M por 24 h e contra agua destilada por 48 h (Zhang et al., 2014).

2.3. Incorporacéo de colageno de rd em membranas CB-Aloe vera

Adaptando a metodologia de Zhijiang e Yang (2011), as membranas de CB-Aloe vera foram
colocadas entre dois papéis-filtro a fim de remover a agua livre. Em seguida, foram imersas em
solucdo de 25 e 50 % de colageno de ra/acido acético 0,5 M em condi¢fes ambiente por 24 h. Depois
disto, 0 excesso da solucdo de colageno foi removido usando papel-filtro.

2.4 Quantificacédo de colageno

A fim de quantificar a extracdo e a incorporacdo do coladgeno de rd, utilizou-se o método de
Bradford. A técnica se baseia na determinacdo de proteinas totais que utiliza o corante de Coomassie
Brilliant Blue BG-250 a fim de interagir com as macromoléculas protéicas que contém aminoacidos
de cadeias laterais basicas ou aromaticas. Esta interacdo provoca o deslocamento do equilibrio do
corante para a forma anionica, que absorve fortemente em 595 nm. A quantificacdo foi realizada com
base na curva de calibracdo utilizando BSA (albumina de soro bovino). O preparo da solucdo estoque
(1,0 mg.mL1) se deu pela solubilizacdo de BSA em &cido acético 0,5 M, com diluicdes variando de 0-
100 pg.mLt. A concentragdo de proteina foi obtida graficamente contra a absorbancia correspondente
resultando numa curva padrdo, utilizando o software do espectrofotdmetro Spectra Max Plus 384
(Molecular Devices, EUA), com o comprimento de onda ajustado em 595 nm.

2.5 Analise estatistica

Os valores médios obtidos a partir da analise da incorporacdo de colageno nas membranas
foram comparados entre os grupos experimentais prefixando-se o nivel de significancia em 95 %
(p<0,05). Foi aplicado o teste ANOVA seguido de Tukey para verificar a existéncia de diferencas
estatisticamente significante entre os grupos.

3. RESULTADOS E DISCUSSOES

Foram utilizados dois métodos de extracdo de coldgeno da derme da rd, os quais se obtiveram o
rendimento final de 16,16 e 17,49 %, respectivamente. Os dados foram obtidos pelo método de
Bradford. Esses valores foram superiores aos encontrados pelos autores dos metodos adaptados, que
foram de 9 e 13 % para a extra¢do de coldgeno da pele de enguia e de dgua-viva, respectivamente.

Conforme Li et al. (2004) e (Sai e Babu, 2001), existem diferencas relevantes na pele dos
anfibios quando comparadas a outros animais vertebrados, como a composi¢do dos aminoacidos, e
isto pode ser atribuido as diferengas nas propriedades fisico-quimicas e a relacdo estrutural do
coldgeno com o habitat e a fungdo de cada espécie. Isso estd diretamente ligado a extracdo de
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colageno da pele. A pele da ra ndo foi solubilizada completamente em acido acético, o que corrobora
com a literatura (Li et al., 2004). A realizacdo dos procedimentos a 4 °C é essencial para prevenir o
crescimento de bactérias e também manter a forma nativa do colageno.

No que tange as diferencas dos métodos, para o | adaptado de Veeruraj et al. (2013), foi
utilizada uma re-extracao aliada a adicdo de NaCl para precipitacdo inicial, seguida da adicdo do sal
dissolvido em tampdo para precipitacdo final. Essa precipitagdo dupla por adicdo de sal neutro é
geralmente usada nestes casos, para que haja uma maior interacdo entre as moléculas da proteina,
diminuindo a solubilidade no meio aquoso (Souza et al., 2013). J& o método 1l, adaptado de Zhang et
al. (2014), extraiu-se o colageno apenas uma vez e ocorreu apenas uma precipitacdo. Comparando 0s
valores obtidos, observa-se que ndo é vantajoso em termos de custo e tempo de extracdo realizar o
método |, j& que o método Il obteve um rendimento final maior.

A fim de avaliar a incorporacdo do coldgeno extraido, as membranas de CB-Aloe vera foram
imersas em solucdo acida com concentracBes de 25 e 50 % de coladgeno. Apds esse tempo
determinado, as membranas foram retiradas das placas e coletou-se a solucdo resultante a fim de
quantificar a incorporacdo. Pelo método de Bradford, fez-se a leitura utilizando o software do
espectrofotdbmetro Spectra Max Plus 384 (Molecular Devices, EUA), obtendo-se um gréafico que
relaciona a porcentagem de incorporacao de colageno pelas membranas de CB-Aloe vera com o seu
respectivo método e concentracdo de colageno, conforme Figura 1 a seguir.

254

% de incorporagéo

Método | (50%) Meétodo | (25%) Método Il (50%) Meétodo Il (25%)
Figura 1 — Porcentagem de incorporacdo de coldgeno em membranas de celulose bacteriana
modificadas por gel de Aloe vera para os métodos | e 1l nas concentracdes de 25 e 50 % de
colageno em solucéo &cida.

Observou-se que a concentracdo de coladgeno adicionada foi diretamente proporcional a
incorporacgdo. Para as concentracdes de 25 %, os resultados foram de 8-9 % e para as de 50 % foram
de 16-17 %. Realizando o teste ANOVA seguido de Tukey, observou-se que o0s valores sao
significativamente diferentes.

Macroscopicamente, foi possivel observar homogeneidade nas membranas e que a presenca de
coldgeno as tornaram mais densas e esbranquicadas, comparadas a transparéncia e ao aspecto poroso
da membrana pura. Isto se deve a presenca de colageno entre as fibras de celulose, como citado por
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Zhijiang e Yan (2011), que observaram uma modificacdo estrutural devido a formacéo de ligacbes
entre o coldgeno e a celulose. Esse recobrimento de colageno nas fibras de celulose é promissor ao
crescimento celular para aplicagdes biomédicas, por exemplo.

4. CONCLUSOES

Neste trabalho, pode-se demonstrar que € possivel extrair colageno da derme da ra-touro, assim
como ja foi publicado na literatura anteriormente, com rendimentos similares. Os resultados obtidos
quanto a incorporacdo variaram de 8 a 17 %. Ressalta-se a promissora multifuncionalizacdo da
celulose bacteriana associada a Aloe vera e ao colageno na producdo de um biocompdsito aplicavel na
engenharia tecidual, haja vista as propriedades dos compostos envolvidos.
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