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RESUMO

As lesdes cutdneas sdo consideradas um problema de salde publica, acometendo a
populagdo independente do sexo, idade, etnia e cultura. Podendo ocasionar
negativamente na qualidade de vida dos pacientes em virtude da area atingida. Sabe-
se que o processo de cicatrizacdo da pele acontece por meio da deposicdo de alguns
componentes, dentre estes, o coldgeno pode influenciar positivamente no processo de
cicatrizacdo, por ser a proteina mais abundante no organismo e estando presente em
grande quantidade na conjuntura tecidual, matriz celular, e tecido conjuntivo. Dentro
deste contexto o objetivo desse trabalho foi Extrair, caracterizar e desenvolver uma
formulacdo em gel contendo coladgeno provido de pés de gallus gallus domesticus.
Sendo um estudo exploratorio e descritivo com abordagem quantitativa, no qual
utilizamos matéria prima os pés de Gallus gallus domesticus, fazendo-se uso de trés
métodos de extracdo sendo o primeiro por Liu (2010) com algumas modificacdes, o
segundo métodos com a utilizacdo de solugdes em meio acido e basico em diferentes
concentragOes, tendo como referéncia o método de Liu (2010) e terceiro método o
emprego de técnica com aquecimento e pressdo. Sendo realizada a caracterizacdo das
amostras mediante emprego da Espectroscopia de Infravermelho com Transformada
de Fourier (FTIR), Espectrofotometria de Absorcdo no UV-VIS, eletroforese,
quantificacdo de proteina, teste bacteriol6gico, Cromatografia Permeavel em Gel
(GPC) e teste da toxicidade por meio da Artémias Salina. Mediante realizacdo do
FTIR foi possivel ter a identificacdo dos grupos funcionais de amida I, Il e 11l que
constitui o processo de caracterizacdo da estrutura do colageno nas amostras. No que
trata a quantificagdo de proteina foi possivel identificar a existéncia da mesma em
todas as amostras em algumas em maior concentragdo proteica em outras menos. Os
resultados obtidos na analise de Espectrofotometria de Absor¢do no UV-VIS
caracteriza existéncia dos grupos funcionais e constituintes do colageno, estando
presente em todas as amostras, no qual, tais gréficos dos extratos testados sdo
similares ao grafico obtido do colageno padrdo, tanto na estrutura do desenho do
grafico bem como, no registro dos picos e seus valores. Sobre o resultado do GPC
notou-se que apesar da variacdo do peso molecular dos extratos, existiu certa
aproximacéo dos picos e massa molecular com o valor encontrado do padréo, assim
como, a constituicdo dos graficos, distribuicdo da massa foi identificado apenas um
pico que referéncia um Gnico elemento nos extratos, sendo estes similares. Concluiu-
se gque, mediante os trés métodos de extracdo utilizados foi possivel obter material
colagenoso do tipo | provido dos pés de gallus gallus domesticus, no qual, o terceiro
método de extracdo foi mais vidvel quando comparado com os outros dois métodos
em virtude da ndo utilizacdo do emprego de agentes quimicos para a obtencdo do
extrato e ndo necessidade de equipamentos especificos, sendo possivel obter uma
quantidade expressiva e dispondo a constituicdo de produtos a base deste colageno
sem emprego e associa¢do com outros agentes.

Palavras-chave: Colageno, Gallus gallus domesticus, Extracdo, Tratamentos de lesdes

cuntaneas.



ABSTRACT

Skin lesions are considered a public health problem, affecting people regardless of
gender, age, ethnicity and culture. They can cause a negative impact on patients’ quality
of life by virtue of the affected area. It is known that the healing process of skin happens
through the deposition of some components; among these, collagen can positively
influence the healing process because it is the most abundant protein in the body, being
present in great quantities on tissue, the cell array environment, and connective tissue.
The objective of this work was to extract, characterize and develop a gel formulation
containing collagen from the feet of Gallus gallus domesticus. Being an exploratory,
descriptive study with a quantitative approach, in which the feet of Gallus gallus
domesticus were used as raw materials, employing three extraction methods: Liu (2010)
with some modifications; using solutions in acidic and alkaline environments at several
concentrations with Liu (2010) as a reference; and by applying heat and pressure. The
samples were characterized by use of Fourier-transform infrared spectroscopy (FTIR),
UV-VIS absorption spectrophotometry, electrophoresis, protein quantification,
bacteriological testing, gel permeation chromatography (GPC) and toxicity test
(Artemia salina). Upon completion of FTIR there was identification of the amide
functional group I, 1l and Il which constitutes the process of characterization of the
collagen structure in the samples. In regard to protein quantification, it was present in
every sample but in varying amounts. The results obtained on UV-VIS analysis indicate
the existence of the constituents of the collagen in all samples; the graphs resulting from
the examined extracts were similar to that obtained from standard collagen, both in the
shape of the graph and as in the peak values. As for the result of the GPC, it was found
that despite the variation in the molecular weight of the extracts, there was a degree of
similarity to the standard in the peaks and molecular weight. It was concluded that type
I collagen material is obtainable from the feet of Gallus gallus domesticus using all
three extraction methods, among which the third method was considered the most viable
in virtue of forgoing the usage of chemical agents or specific equipment to produce the
extract, allowing for the production of expressive quantities and the manufacture of
collagen products without utilization of other chemicals.

Keywords: collagen, Gallus gallus domesticus, characterization, treatment of
cutaneaous injuries.
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1. INTRODUCAO
As afeccOes cutaneas “lesoes/feridas” s@o consideradas um problema de
salde publica, acometendo a populacdo independente do sexo, idade, etnia e cultura.
Podendo ocasionar incapacidade funcional mediante &rea atingida no organismo
humano, bem como, resultando negativamente na qualidade de vida dos pacientes
divido as caracteristicas que tais lesbes apresentam como odor, secre¢do, exsudato e
forma (MORAIS; OLIVEIRA; SOARES, 2008).

Em todo o mundo, existe mais de 110 milhdes de incisbes cirargicas por
ano, enquanto feridas traumaticas dispde uma taxa de 1,6 milhdes de novos casos/ano
(OVIEDO-RONDON, 2008). No que refere as Glceras por pressdo tém um quadro de
incidéncia de aproximadamente 8,5 milhdes no mundo. Por outro lado, a Ulcera venosa
e as lesdes diabéticas representam 12,5 e 13,5 milhGes de novos casos, respectivamente
(LAWALL, 2012).

Contudo, quando acometidos por determinado trauma que envolva quedas,
batidas, acidentes, brigas dentre outros, um dos primeiros érgaos a sofre danos no ato do
trauma é a pele, tecido epitelial, tecido conjuntivo e mdscular, na grande maioria dos
casos. Porém ndo se existe indicadores estatisticos que trate com certa precisdo o valor
quantitativo das lesdes cutaneas, mas se sabe que estas sdao encontras em ambientes
hospitalares, unidades béasicas de saude, clinicas de feridas e comunidade.

O processo de cicatrizacdo da pele acontece a partir da deposicdo dos
componentes, dentre eles, o colageno que ao longo do tempo vai diminuindo a sua
producdo pelo organismo podendo ocasionar retardamento do processo de regeneracéo e
cicatrizacdo tecidual, bem como influenciar no aparecimento de outras patologias e
flacidez tecidual. Sendo importante assim buscar novas fontes para reposicdo deste
colageno, tendo em vista que é uma substancia fundamental para 0 organismo humano
(GASPAR et al., 2010).

Por constituir aproximadamente 25 a 30% do total de toda a proteina
encontrada no organismo humano, é tida como um elemento fundamental para a
constituicdo tecidual da matriz celular, dando suporte as células do corpo humano
durante todo o periodo da vida (DUARTE, 2011). As fibras de coldgeno desempenham
diversas fungdes no corpo humano, como: manter as células unidas e fortalece-las,

ajudando no processo de cicatrizacdo e regeneracdo tecidual, por ser um dos



constituintes essenciais para ativacao da cascata de cicatrizacdo dos tecidos (CAMPQOS;
BORGES-BRANCO; GROTH, 2007).

Conforme estudos realizados com matérias a base de colageno refere sua
importancia no corpo humano, tendo em vista que esta proteina desempenha mdaltiplas
funcBes estruturais nos diferentes tecidos em especifico nos musculos e ajudando no
processo de cicatrizagdo das lesdes cutaneas (CALVI et al., 2012).

No que trata as praticas de cuidados das lesbes cuténeas ao longo dos anos,
é¢ notério um avanco e aprofundamento no contexto técnico-cientificos para
desenvolvimento de novos produtos que viabilize o processo de cicatrizacdo das lesdes
cutaneas a base de colageno, em virtude da alta concentracdo do mesmo no organismo
humano, e caracteristicas que esta proteina apresenta. Assim, tem-se buscado novas
tecnologias e fontes de colageno que possa dispor matéria prima para o0
desenvolvimento de novos produtos para o tratamento das lesées (WAIDMAN et al.,
2011).

Classicamente, o colageno hidrolisado encontrado em farmacias de
manipulacdo e estabelecimentos comerciais € proveniente de origem animal, sendo este
extraido do couro, 0ssos de animas bovinos e suinos. Contudo, atualmente novas
pesquisas sdo desenvolvidas para extrair colageno de outras fontes, a exemplo, de
peixes e aves, objetivando viabilizar sua obtengéo e producao.

Dentro desta linha de pesquisa, residuos da industria avicola (pé e carcaca)
podem se dispor como nova fonte de obtencdo de colageno, tendo em vista a grande
producdo avicola, a facil acessibilidade de matéria-prima por ser um rejeito, podendo
conter valor proteico significativo no pé de frango (Gallus gallus domesticus). Este
colageno pode vir a ser uma matéria-prima de baixo custo e facil acessibilidade (DE
ALMEIDA; FARIAS; SANTANA, 2012), podendo se tornar um importante
constituinte para a reposicao das taxas de colageno no organismo, bem como favorecer
no processo de cicatrizacdo e regeneracao tecidual das lesdes cutdneas mediante analise
realizadas.

Entretanto, ndo foi encontrado na literatura e nos bancos de dados
pesquisados descrigdes sobre o processo de aplicagdo ou desenvolvimento de produto
extraido por meio de colageno provindo dos pés Gallus gallus domesticus com
aplicabilidade no tratamento e prevencdo de lesdes cutaneas, bem como

desenvolvimento de produtos com esse objetivo.



1.1 CARACTERIZACAO DO PROBLEMA

O consumo de carne avicola vem apresentando forte crescimento nos
fatores produtivos e comerciais, nos quais o Brasil se destacou no mercado internacional
como um dos maiores produtores mundiais de carne avicola, acarretando uma producéo
em massa (NASCIMENTO et al., 2011).

Essa producdo avicola gerou impactos decorrentes dos residuos (pés, pele,
carcaca e penas), que em alguns momentos sdo descartados no meio ambiente
(OVIEDO-RONDON, 2008). Em favor disso, as areas da engenharia de alimentos e
zootecnia se destacaram em pesquisas sobre o aproveitamento destes residuos,
identificando, por exemplo, que os pés de aves da espécie Gallus gallus domesticus sdo
excelentes fontes de gelatina, podendo ser utilizados como matéria-prima para producéo
de cosméticos e estéticos, de elevada aceitacdo comercial, com alto valor no mercado
mundial (JUNIOR; ORRICO; JUNIOR, 2010).

Podendo confirgura como elemento base para desenvolvimento de
biomateriais e artigos na area hospitalar, especificando-se no campo da estomaterapia
tendo em vista os autos indices de portadores de lesbes cultaneas, bem como, elevados
gastos e despesas referentes ao consumo de produtos para tratamento destas lesdes para
0s orgdoes publicos e sociedade em geral. Criando assim, possiveis barreiras e
obstaculos no que trata o tratamento de feridas no contexto geral.

No que trata os biomateriais criados a partir do colageno representam
alternativas terapéuticas na area meédica e odontolégica, tendo biocompatibilidade de
promover, e ajudar no processo de cicatrizagdo de feridas, diminuindo no tempo de
internacdo, e gastos hospitalares de pessoas acometidas por este problema tendo em
vista 0 grande nimero de pessoas acometidas por lesGes cutaneas. (SILVA et al.,
2009).

Os produtos para o tratamento das afec¢fes cutaneas muitas vezes sdo de
dificil acesso pelo autovalor aquisitivo o que limita o poder de compra e,
consequentemente, favorece no desenvolvimento da lesdo e maior tempo do trauma
(FRANCO; GONGCALVES, 2008). Por estes aspectos e dados ja descritos, surge a
necessidade de investir e desenvolver produtos que tenham boa aplicabilidade e acéo
efetiva no processo de cicatrizagédo das lesdes.

Acreditamos que os biomateriais criados a partir do colageno representam

alternativas terapéuticas na area médica e odontoldgica, tendo biocompatibilidade de



promover, e ajudar no processo de cicatrizacdo de feridas, diminuindo no tempo de
internacdo e gastos hospitalares de pessoas acometidas por este problema (SILVA et al.,
2009).

Assim, tais questionamentos acarretou uma investigacdo mais aprofundada
dos inimeros papéis que o colageno pode possibilitar no corpo humano, tendo em vista
que esta proteina desempenha multiplas funcbes estruturais nos diferentes tecidos,
especificamente nos musculos e regeneracéo tecidual (CALVI et al., 2012).

Partindo do pressuposto, nos perguntamos se uma formulacdo em gel
contendo colageno provido de gallus gallus domesticus podera influenciar no processo
de cicatrizacdo e regeneracdo celular quando realizado a aplicagéo sobre a leséo ?

E quando realizado o processo de extracdo e caracterizacdo deste colageno
de origem animal, serd& uma fonte acessivel e viavel envolvendo o processo de
Tecnologias Sustentaveis?

Visando buscar respostas para estas perguntas, este trabalho possui o0s

objetivos descritos a seguir.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Extrair, caracterizar e desenvolver uma formulacdo em gel contendo colageno provido

de pés de gallus gallus domesticus

2.2 Objetivos Especificos

a) Extrair o colageno de Gallus gallus domesticus pelo método estabelecido por
Liu, 2010;

b) Caracterizar o colageno extraido de Gallus gallus domesticus;

¢) Quantificar o indice de colageno;

d) Identificar a presenca de toxicidade dos extratos obtidos;

e) Desenvolver um sistema farmacéutico de gel a base do colageno;



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Producéo avicola

O Brasil € privilegiado por ter uma grande extensdo territorial, condigdes
climaticas, terras férteis e mananciais, que proporciona criacdo de extensos campos de
grdos, lavouras, rebanho e criatorias. O que torna um dos maiores produtores e
exportadores de bens e produtos, destacando-se principalmente no setor de carnes. Vale
ressaltar que cerca de 40 % de toda a carne consumida no mundo é produzido em nosso
territério com maior concentracdo desta producdo na regido sul, segundo o Ministério
da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA, 2014).

E visto que existe uma grande demanda por parte dos mercados internos e
externos para comercializagdo e consumo da carne de frango em epecifico, por ser uma
forte de proteina animal saud&vel com boas caracteristicas nutricionais. Dispondo ainda,
com valor acessivel de compra e tempo de producdo menor, quando comparado com a

producdo da carne bovina, suina, peixe dentre outros.

No entanto, tal producdo do frango de corte tem mostrado eficiéncia e
retorno econdémico rapido quando observado o tempo de vida e cadeia produtiva que
gira em torno de 01 & 45 dias, consumo pequeno de certo coeficiente de racdo/gréos, uso
de agua, energia e espaco para sua criacdo quando comparado com outras cadeias
produtivas de proteina animal, se tornando viavel sua producdo quando observado os
fatores de abate e comercializacdo, gastos e manejo (OVIEDO-RONDON, 2008).

A criacdo de frangos ou atividade de producdo avicola é encontrada
facilmente em diferentes regiGes, areas e locais no territério brasileiro, a principio
encontra-se pequenos criadores mantendo tal habito em quintais de suas residéncias
urbanas ou rurais, no qual, o intuito de manter esse costume envolve principalmente a

questdo do consumo alimentar, e em alguns casos a comercializacao.

Com o aumento da populacdo mundial o setor agropecuario precisa
consequentemente aumentar sua eficiéncia produtiva para conseguir alimentar tal
populacdo (CROSSON et al., 2011). Assim, quanto maior o nimero populacional maior
demanda alimentar, e consequentemente maior oferta dos produtores para suprir as
necessidades do mercado, onde podemos dizer que é uma equacdo inversamente

proporcional envolvendo os setores alimentares e produtivos.



Segundo um estudo apresentado na revista de avicultura industrial em 2014,
refere que a carne avicola é a segundo mais consumida no mundo, tendo sua produgao
de 106 milhdes de toneladas ao ano em media, no Brasil estimasse uso desta proteina
animal de 42 kg por habitante/ano referido assim a principal escolha dos brasileiros
quando observado a producdo e venda. Vale ressaltar que a carne suina é a mais

consumida de todas até o presente momento. Em quanto isso [...]

A cadeia produtiva da avicultura de corte é, provavelmente, uma das cadeias
produtivas brasileiras com maior nivel de coordenacdo/producdo, conferindo-
Ihe competitividade no mercado mundial. Esta pode ser desmembrada em
quatro grandes segmentos: producdo de insumos, producdo rural,
industrializacdo e comercializacdo/distribuicdo (MIRITZ; TIMM; FILHO,

2015).

Conforme Associacdo Brasileira de Proteina animal no ano de 2014 foi
produzida cerca de 12,692 milhdes de toneladas de carne de frango no Brasil, tendo um
aumento na escala produtiva de 3,12 % quando comparado ao ano de 2013. Onde tal
crescimento é acompanhado com quantidades de residuos gerados por esta producao,
remetendo assim certa preocupacdo sobre estes residuos e producdo de carnes
(FERREIRA et al., 2018).

3.1.1 Impactos gerados pela producéo

O Conselho Nacional do Meio Ambiente — IBAMA por meio da resolucéo
do Conama n° 001 de 23 de janeiro de 1986, definiu o impacto ambiental como sendo
qualquer alteracdo das propriedades bioldgicas, fisicas e quimicas do meio ambiente
causada por qualquer forma de matéria ou energia resultante das atividades humanas
que direta ou indiretamente ocasione danos a salde, bem-estar, seguranca, atividades
sociais, sanitarias, socioecondmicas do meio ambiente ou qualquer de seus recursos

ambientais.

Ao produzir algo teremos como consequéncia a geracao de certos residuos,
onde na sua grande maioria é proveniente da indudstria, comercio, residéncias, produgdo
e criacdo dentre outros; portanto quando ndo realizado o processo de reutilizacdo e
sustentabilidade podera acarretar danos ambientais que venha comprometer a evolugdo
e sobrevivéncia de muitas espécies humanas por meio de tais impactos gerados em

medio e longo prazo.



Estudos ja realizados remetem uma preocupacao a respeito destes residuos
que sdo gerados pela etapa produtiva, repercutindo em sérios problemas e danos a
salde, bem estar, qualidade de vida e contexto ambiental no que refere (solo, ar,
paisagem, agua e vegetacdes), quando ndo atentado para cuidados de preservacdo e
aproveitamento destes residuos gerados pela esfera de consumo e producédo industrial
adotada pelo homem (FERREIRA et al., 2018).

Influenciando assim, no aumento do aquecimento global, inundacdes,
poluicdo de mananciais, mangues, desertificacdo, erosdes, desaparecimento de
vegetacOes, migracao de animais, processo de extincao de espécies, mudanca climaticas,
chuvas acidas, destruicdo de habitas, limitacdo de producdes principalmente agraria,

assim como escassez dos recursos naturais e seus bens e servicos.

Em ambito social podera aumentar o numero de doencas atingindo tanto a
populagdo como todo o reino animal quando ndo tomado agdes e medidas que venha

reduzir os impactos ambientais nesta conjuntura social.

Deste modo, sabe-se que a populagdo mundial vem crescendo e tende
aumentar, com o passar dos anos, de acordo com a projecdo demografica da
Organizacdo das Nacdes Unidas — ONU 2013, aponta que o nimero populacional
chegara a 8,5 bilhGes até 2030, tendo aumento de 1 bilhdo de pessoas em 13 anos com
pespectiva para 2050 de crescimento do indice populacional aproximadamente para
9,8 bilhdes de pessoas no mundo (ONU, 2013).

Porém consideram-se o0s principais geradores de residuos, principalmente
solidos, pessoas fisicas ou juridicas de direito publico ou privado, ou qualquer um que
pratique atos de atividade de consumo, producdo, comercializacdo conforme a Lei
12.305/2010, que institui a Politica Nacional de Residuos Solidos. Conforme anunciado
devemos pensar sobre a geracdo de residuos e ter percepcao de que tal quantidade de
residuo estar correlacionada com o quantitativo populacional, comercializacdo e
producdo de alimentos, para supri as necessidades béasicas do meio social e
populacional. Vale ressaltar que [...]

A industria de alimentos € uma das maiores industrias do mundo, o que
resulta em maior consumo de energia e recursos. A contribuicdo do agro-
alimentar para questBes ambientais como a reducdo de recursos, as emissdes
atmosféricas e a degradacdo da terra € significante. Além disso, ha relatos de

que, nos paises desenvolvidos, os consumidores exigem alimentos sem
prejudicar o meio ambiente. Como resultado, avaliar o impacto ambiental dos



produtos agroalimentares é primordial para melhorar os desempenhos
energéticos e ambientais do setor alimentar (KALHOR et al., 2016).

Segundo Macleod et al. (2012), os envolvidos no fornercimento e cadeia
produtiva de alimentos, derivados e produtos tem enfrentado certa estorvo sobre
utilizacdo de recursos e escaces dos mesmos para manter ativo suas producbes em
especifico na parte de alimentos devido aos impactos que sdo gerados por estes

residuos.

E importante manter indicadores que vises estudar e avaliar os impactos que
sdos gerados pela producéo de carne avicola, bem como, a degradacbes das terras de
cultivos, e reutilizacdo destes residuos para producdo de novos compostos e produtos,
tendo em vista certos componentes que podem dispor de bom valor proteico relativo.
Garantindo assim, ciclo produtivo seguro e livres de possiveis problemas que possam

ser desencadeado as geracgdes futuras.
3.2 Proteinas e matriz extracelular

As proteinas sdo um dos compostos organicos mais abundantes na estrutura
corporea do cormo humano, animal e vegetais, sendo estas moléculas organicas de
elevada massa molecular constituidas por combinagdes entre aminoacidos, contendo
estrutura quaternéria de carbo6nio, hidrogénio, oxigénio e nitrogénio, onde em sua
formula estrutural envolve grupos de amina e carboxila e outros ligantes para sua
constituicdo (ISAAC et al., 2011).

Os aminoacidos fazem parte da estrutura proteica, porém os tipos de
sequéncia de aminoéacidos e seus ligantes vao diferenciar na formacdo destas proteinas,
fazendo com que, se tenha uma especificidade da funcdo que a mesma venha
desempenhar no organismo e meio celular. Os animais diferentemente das plantas néo
consegue sintetizar/produzir organicamente todos 0os aminoécidos esséncias para sintese

proteica.

Desta forma, as proteinas desempenham funcBes importantes como
cosntituinte do processo estrutural celular, fisiologia funcional do corpo, transporte de
substancias/moléculas, replicacdo do DNA. Sendo algumas destas, enzimas catalizadora

de reagdes biogquimicas vitais para manutencao celular e metabolismo dos seres vivos.
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Pois quanto tratado sobre as proteinas estruturas que envolver a matriz
celular nos deparamos com colédgeno, elastina e fibrina, estando presente em grande
parte da estrutura funcional da formacao do tecido corpéreo (HODDE et al., 2002).

Assim sendo, o colageno enquanto componente da matriz extracelular
(ECM), constitui a massa do microambiente celular natural, podendo ser apontada como
um hidrogel de multicomponentes e compostos por proteinas funcionais de
proteoglicanos e glicoproteinas servindo para unir ambas as células como exemplo.
(CAI; HEILSHORN, 2014).

Para a elaboracdo de rede da matriz extracelular que denota propriedades
Unicas, como por exemplo, a alta flexibilidade, a elasticidade, a resisténcia, a tracdo, a
biodegradabilidade e a biocompatibilidade temos o colageno como um dos principais
componentes responsaveis por estas caracteriscticas acima citadas e formacéo do tecido

conjuntivo nos seres vertebrados (OECHSLE et al., 2014).
3.3.1 Colageno
Colageno

Etimologicamente a palavra colageno deriva do gregro cujo Kolla = cola e
Geno = producdo, tendo sua primeira definicio em 1983 no dicionario de Oxford
(ALBERTS et al., 1994).

Estudos realizados enquanto ao colageno dispuseram evidéncias de que esta
proteina contém estrutura regular ao nivel molecular, mas somente em 1983 foi melhor
entendimento e atribuido a sua defini¢do, sendo este um elemento constitui-te dos
tecidos, que quando exporto a aquecimento podera gera estrutura gelatinosa por quebra
de cadeias moleculares que sao sensiveis ao calor (JUNQUEIRA, 2008).

Estando presente nos intersticios de todos os tecidos sendo encontrado em
abundancia no tecido cartilaginoso, 6sseo, vasos sanguineos, pele, tenddes, cornea e

6rgéos, em menor proporg¢do nos tecidos queratinizados, linfas e sanguineo.

A denominag¢do de “coldgeno” remete a uma familia de 27 proteinas
isoformas que estdo presentes em quantidade significativa no corpo humano, sendo
ainda um dos compostos mais abundante do tecido conjuntivo e organismos
multicelulares (CAMPBELL, 2000).
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3.3.2 Estrutura e composicéo do colageno.

Esta proteina esta presentes desde os invertebrados mais primitivos como
exemplo as esponjas até o homem (GONCALVES et al., 2015). Compdem
aproximadamente 25 a 30 % de todas as proteinas no organismo humano,
predominando em maior quantidade na pele, tecido 0sseo, cartilaginoso e tenddes
(DUARTE, 2011).

Segundo Prestes 2013, em uma visdo geral, o colageno € composto
aproximadamente 30% de glicina, 12% de prolina, 11% de alanina, 10% hidroxiprolina
e cerca de 1% remete a hidroxilisina e a pequenos fragmentos de aminoécidos polares.
A prolina, alanina e glicina estdo no grupo de aminodacidos alifaticos, ja a lisina é um
aminoéacido basico. Podendo ser visto o nimero de residuos dos aminoacidos presentes

na estrutura colagenosa na tabela 1.

Esta proteina dispde uma variedade estrutural supramoleculares, fazendo
parte de andaimes mecéanicos e suporte natural das células. O coldgeno é mais
abundante em animais. Segundo Wlodarczyk-Biegun e Del-Campo (2017):

“constitui aproximadamente 25% do peso seco do corpo humano. Existem
mais de 20 diferentes tipos de colageno, todos eles com a hélice tripla como
motivo de estrutura quaternéria. Os colagenos formam diferentes montagens
supramoleculares, mas principalmente o colageno formador de fibrilas tipo |
¢ aplicado no campo dos biomateriais. As fontes mais comuns de colageno
sdo cauda de rato, pele bovina, tenddes e pele de porco. Recentemente, 0

colageno (humano) é produzido de forma recombinante ganhou interesse no
campo da pesquisa.”

O colageno consegue distinguir-se de outras proteinas, mediante alta
concentracdo de Glicina — Gly , Prolina — Pro e Hidroxiprolina — Hypro em menor
quantidade em sua estrutura primaria, sendo comprovada tal men¢do conforme registro
na tabela 1 (GOISSIS, 2007). Sua sequéncia tripeptidica é frequentemente composta por
prolina e hidroxiprolina, diferenciando-se de outras proteinas por elas comumente ndo
apresentarem tais constituintes em outras proteinas, enquanto na proteina colagenosa
constitui mais de 50 % do teor de total de aminoacidos (FERREIRA et al., 2012).

Certa afirmacdo enquanto ao teor de aminodacidos constituites da estrutura
do colageno quando somados conforme informacdo do estudo de Prestes 2013, temos
um valor em porcentagem de 64 % de todos os aminoacidos constituites do colageno

sendo glicina, prolina, hidroxiprilina, alanina e outros constituites em menos
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concentracdo. Sendo esta informacdo comprovada conforme registro dos residuos de

aminoacidos que estdo na estrutura da triples-helice do coldgeno | no estudo
desenvolvido por FERREIRA et al., 2012, na Tabela 1.

A molécula de coldgeno encontra-se em forma de bastdo com dimensdes de

comprimento em torno de 280 nm a 300 nm e 1,5 nm de didmetro, e massa molecular de

300 kDa, estabilizada por pontes de hidrogénio e ligacdes intermoleculares. Portanto, a

sequéncia dos aminoacidos que estdo no colageno sdo na sua grande maioria unidades

por tripeptidicas, Glicina - X - polina, hidroxiprolina — X - glicina, podendo ser X

qualquer um dos 20 tipos de aminoacidos padrdes, e cada molécula de colageno podera

ter até trés cadeias diferentes que se juntam para compor o procoldgeno (GAUZA-

WLODARCZYK; KUBISZ; WLODARCZYK, 2017,

FIGUEIREDO, 2015).

SILVA; PENNA, 2012;

A Tabela 1- NUmero de residuos de aminoacidos que se encontra presentes na estrutura

de tripla-hélice do colageno tipo 1.

Aminoacidos CEEEl Aminoacidos G
Estruturais Alfa-1 | Alfa-2 Hidrofdbicos Alfa-1 | Alfa-2
Glicina 345 346 Leucina 9 18
Hidroxiprolina 114 99 Isoleucina 22 33
Prolina 127 108 Metionina 7 4
Bésicos Fenilalanina 13 15
Lisina 34 21 Tirosina 5 4
Arginina 53 56 Valina 17 34
Histidina 3 8
Hidroxilisina 4 9
Acidos/Amidas Outros/Aminoacidos
Acido Aspartico 33 24 Alanina 124 111
Aséparagina 13 23 Treonina 17 20
Acido Glutamico 52 46 Serina 37 35
Glutamina 27 24
Total geral de aminoacidos com cadeia alfa-1 1056
Total geral de aminoacidos com cadeia alfa-2 1038

Fonte: (FERREIRA et al., 2012).

A constituicdo e formacdo de cada tipo de coladgeno sera diferenciado

mediante a sequéncia de aminoacido, estrutura e funcdo que desempenhard, execendo
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assim, um papel fundamental para estruturacdo, formacéo, estabilidade, integralidade e
manutencdo dos sistemas e 6rgdos do corpo humano (LIU et al., 2015; PATI et al.,
2012).

Tipicamente, as moléculas de coldgeno sdo longas, com estrutura rigida e
forte, tendo trés cadeias polipeptidicas que estdo retorcidas entre si, uma em volta da
outra, recebendo a denominagdo “cadeias a” assemelhando-se a uma corda de tripla
hélice, como esta ilustrada na figura 1 a combimacéo dos aminoécidos e processo de
for¢do da triple-helice do colageno. Sendo esta conformacdo encontrada em grande
parte dos seres vivos, no qual os tipos ¢ organizag¢des destas “cadeias alfa e beta” serdo
determinados pela formula estrutural do coladgeno e funcdo que 0 mesmo desempenhara
em cada 6rgéo ou estrutura especifica (FERREIRA, 2013).

Autores ainda definem, como um biopolimero constituido por duas cadeias
alfa-1, e uma cadeia alfa-2, tendo uma terceira parte de glicina como menores
quantidades de tirosina e histidina conforme ilustrado na figura 1 (MARTINEZ-ORTIZ
et al., 2015; HUANG et al., 2011; (KITTIPHATTANABAWON et al., 2005;
MUYONGA et al., (2004); SCHRIEBER; GAREIS, 2007)

Figura 01 - Representacdo das caracteristicas estruturais da tripla hélice do colageno e

sua formacé&o a partir de suas cadeias alfas
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Fonte: (GOISSIS, 2007).
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Estima-se que cada polipeptidico apresenta aproximadamente 1038 residuos
de aminoacidos (SENA, 2004). Enquanto na estrutura primaria do colageno tipo I, em
uma unica cadeia contém 1014 aminoacidos em media, com peso molecular de 10.000
g/mol (MARTINEZ-ORTIZ et al., 2015; BRINCKMANN; NOTBOHM; MULLER,
2005; CHIEN, 1975; FATHIMA et al., 2004; SINGH et al., 2011).

No qual, a conformacéo estrutural do colageno em espiral ou helicoidal é
ocasionado principalmente pelos aminoacidos, tirosina, leucina, alanina histidina,
metionina, fenilalanina, glutamina e asparagina. Em decorréncia do tamanho das
cadeias laterais que esta proteina dispde, a valina e isoleucina ndo conseguem participar
da formacdo da estrutura estavel da alfa-helice (GAUZA-WLODARCZYK; KUBISZ;
WLODARCZYK, 2017).

Logo, a estrutura regular da tripe hélice do colageno sofre acdo por parte da
serina, treonina que atuam de acordo com as ligagdes adicionais de hidrogénio que sdo
constituidas pelos grupos de hidroxilo, enquanto que na prolina e glicina favorece com
que o atomo de nitrogénio seja acrescentado no anel heterociclico eliminando assim a
possibilidade de rotacdo da hélice em torno das liga¢6es carbono-nitrogénio, e evitando
possivel formacéo de ligagdes entre hidrogénio intermoleculares que podem causar certa
tensdo (SHOULDERS; RAINES, 2009).

Como pode ser visto na Figura 2 a combinagdo dos principais aminoacidos
que caracteriza o colageno, formando ligacGes especificas que evita formacdo de
rotacbes impropias, configurando uma deformacdo e tensdo que influenciarar
diretamente nas qualidades das fibras de colageno. Caracterizando assim maior
partipacdo da polina e glinica em sua estrutura com objetivo de arrumar a conformacao
da triple hélice do colageno de forma organizada para manter as qualidades e atribuitos

que esta proteina apresenta para ao organismo.
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Figura 02 - Estrutura do colageno. (a) forma da triplete presentes nas matrizes

colagénicas; (b) tropocolageno, (c) hélice tripla do colageno.

»e

' —28008—|

;

©

Fonte: (SIONKOWSKA, 2006).

Para obter a formacéo da tripla hélice conforme modelo ilustrativo da Figura
2, € essencial a ocorréncia de residuos de Glicina (GLY) ao longo da cadeia formada na
terceira posi¢cdo um a um, unidade de repetitiva da triplete GLY — X- Y, na sequéncia
dos aminoacidos, onde os X e Y sdo geralmente constituidos por Prolina (PRO) e
Hidroxiporlina (HYPRO), e, no restante das cadeias, X e Y correspondem a outros tipos
de aminoécidos vai diferenciar conforme tipo de coldgeno (GONCALVES et al., 2015;
BRODSKY; RAMSHAW, 1997).

Ressaltamos que o colageno, quando submetido a altas temperaturas e meios
acidos, ficara sucessivo a alteragdes em sua estrutura sendo ilustado na figura acima em
(A, B e C), podendo ocasionar mudancas em seu contexto fisico em favor da
fragmentacdo tridimensionais da hélice tripla sofrida no tropocolageno, tendo a
desnaturacdo e desorganizacdo ou embaracamento de sua estrutural acarretando em
caracteristica gelatinosa (PEDROSO, 2009).

3.3.2 Processo de formacéo do colageno

Sabe-se que a producdo do colageno inicia desde o preparo e
desenvolvimento do tecido embrionario, estando presente durante o processo inicial de
diferenciacdo dos tecidos, constituindo na base elementar dos tecidos, 0sseo,

cartilaginoso, pele, vasos sanguineos e outros 6rgaos (PEDROSO, 2009)
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As células constituintes do tecido conjuntivo, os “fibroblastos”, sdo de
origem mesenquimatica, cujas fungdes incluem a sintese de algumas proteinas dentre
estas fibras de colageno, elastinas, glicoproteinas, glicosaminoglicanas que fazem parte
da matriz extracelular. No entanto, quando os fibroblastos estdo ativos e amadurecidos,
transformam-se em fibrocitos que séo responsaveis pela biossintese do colageno tipo |
(JUNQUEIRA; CARNEIRO; 2013.).

Onde os fibroblastos secretam moléculas de colagenos em forma de
procolageno solUvel, que estdo circundadas por duplas estruturas globulares de
peptideos contendo em sua estrutura carbono (C-) e nitrogénio (N-), que contribui com

0 processo de formacdo desta proteina e sua conformacdo (CANTY; KADLER, 2005).

Nesse contexto, o procolageno sollvel sera secretado no interior das
vesiculas que estdo contidas no Aparelho de Golgi, podendo ocorre armazenamento,
empacotamento, remessa e transformacdo de substancias que atua em diferentes células
e orgdos. Assim, o procolageno € secretado para a matriz extracelular, depois de
inserido na matriz celular, sofre acdo de C- e N-peptidases, clivando as suas estruturas

globulares que estdo interligadas na extremidade do procolageno.

E por meio das acbes destas enzimas que tem-se o inicio do processo de
fibrilogénese, processo este que forma fibrinas finais, que estdo contidas nas fibras de
coldgeno do tecido conjuntivo constituindo um processo de auto montagem e
modelacdo das fibrilas e fibras de colageno onde tal processo pode ser evidenciado na
Figura 3 que ilustra determinadas etapas de formacdo do colageno ja citadas e processo

de constituicdo das fibras de colageno.

Logo, as estruturas globulares ligadas ao procoldgeno ocupam um grande
espaco em volta da molécula, sendo necessario ocorrer a clivagem para dar origem ao
tropocolageno, que se ligando ou unindo com outras moléculas de tropocolageno,
constitui o processo de formacdo das fibras e suas caracteristicas (NEKLYUDOV,
2003).

As moléculas de tropocolageno se ligam umas as outras, lado a lado,
ganhando forma de conformacao torsa, sendo estabilizado pelas interagdes hidrofobicas

e eletrostaticas.
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Nesse contexto, a interagdo do grupo de aldeido e grupos aminos livres
favorece a unido entre dois aminoacidos adjacentes numa mesma molécula por meio de
ligagbes cruzadas covalentes intermoleculares entre as cadeias envolvidas,
proporcionando maior estabilidade e forga tensora necessaria a estrutura supramolecular
(FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

No inicio da cadeia do tropocolageno, existem quatro residuos chaves: dois
residuos de lisina (L), ou hidroxilisina (H) de peptideos, contendo N- terminal; e dois
outros residuos de lisina (L) ou hidroxilisina (H) contendo C- terminal. Em resumo,
podem ser apresentadas constituindo lisina ou hidroxilisina, na fase terminal estando
presente C- ou N-. A organizacdo da cabeca—calda—torso da molécula de tropocolageno
vai permitir uma interacdo entre os peptideos contendo o N- terminal com os peptideos
adjacentes contendo o C-terminal.

O percurso helicoidal desta estrutura voltado para o sentido oposto ao
enrolamento das hélices polipeptidicas individuais é levogira, ou seja, encurva-se para a
esquerda. Essas conformacgdes permitem um enrolamento das fibras, apertadas umas as
outras, tornando possivel a constitui¢cdo de multiplas cadeias polipeptidicas, podendo ser

vista na figura 3 do processo de conformacéo e estruturacdo do colageno.

Ja o processo de enrolamento da tripla hélice dispde da forca resultante de
tensdo, onde o colageno apresenta certa resisténcia mecanica em favor do enrolamento
helicoidal dos multiplos seguimentos em uma super-helice, com uma forca parecida a
corddes enrolados entre si e sobre si mesmos, para formar um corddo mais resistente,
constituido a feixe final do processo de formacao do colageno como ilustrado na Figura
3 (FENNEMA; DAMODARAN; PARKIN, 2010).

Os aminoéacidos hidroxiprolina e hidroxilisina presentes na estrutura do
colageno ndo sdo sintetizados, mas sim constituidos por um processo de hidroxilacéo da
lisina e prolina, iniciando esse processo mediante a traducdo de RNAm do colageno nos
ribossomos. Assim, o processo de hidroxilacdo € concluido apds a formacdo da
estrutura linear (SILVA; PENNA, 2012).

As fibrilas fazem parte de um composto que agrega as moléculas de
colageno ao longo de um eixo paralelo, tendo suas extremidades igualmente sobreposta,

produzindo bandas de 70 nm. E assim, certa quantidade de fibrila forma as fibras de
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colageno que se organizam em feixes (SILVA; PENNA, 2012; NELSON; COX, 2014;
KARSDAL et al., 2016; DAMODARAN et al., 2010).

Na

Figura 3 apresentamos um algoritimo representativo construido pelos

autores deste estudo, para melhor entender o processo de formacéo e constituicdo da

proteina colagenosa mediante informacg6es obtidas em trabalhos de SILVA; PENNA,

2012; NELSON; COX, 2014; KARSDAL et al.,

dentre outros.
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3.3.4 Tipos de colageno

Segundo Duarte (2011), tais tipos de coldgeno poderdo apresentar diferenca
no didmetro, composicao/cadeia de aminoacidos, estrutura molecular, comprimento,
local onde é encontrado e concentracdo. Estudos referem a existéncia de 28 tipos de
colageno, sendo estes reconhecidos em varios tecidos.

O colégeno tipo | é o mais comum e abundante, apresentado com forma
fibrilar, e € um dos mais investigados, constituindo-se um dos compostos estruturais-
chave de varios tecidos. Estando expressivamente no tecido conjuntivo e em
componentes preponderantes da membrana intersticial, de tenddes, da derme da pele, de
0ssos e corneas (LIU et al., 2012). Possiveis muta¢Ges ou danos cometidos a tal proteina
pode conduzir o surgimento de uma serie de patologias, com certo foco nas doencas de
tecido 0sseo e conjuntivo, como Osteogénese Imperfeitas e Sindrome de Ehlers Danlos
— SED. O quadro clinico inclui dores, dificuldade de manter a postura e a estabilidade,
ocasionando possiveis limitacdes e aparecimento de lesbes (KARSDAL et al., 2016).

O colégeno tipo Il apresenta caracteristicas semelhantes com o tipo I, onde
as fibrilas do tipo Il ddo origem a uma rede tridimensional mais fina em seu diametro,
contendo alto teor de hidroxiprolina e hidroxilisina (maior do que colageno do tipo ).
Tém, ainda, pequena quantidade de fibrilas de outros tipos de coladgeno 1X e XI com
sintese nos condroblastos (KUZAN et al., 2017).

Esta presente na cartilagem hialina, humor vitreo, discos invertebrados,
cartilagem elastica e regido ocular, na qual sua presenca tem sido relatada nas paredes
deartérias. Porém, estudos in vitro e in vivo ndo apresentaram uma explicagdo bem
definida do porqué esta proteina apresenta-se em locais tdo incomuns e diferentes
(KUZAN et al., 2017).

O tipo Il dispde uma forca e estabilidade aos tecidos que se encontra
presente, com integridade e resiliéncia ao estresse, pois sua clivagem é mediada pela
colagenases da familia da metaloproteinase de matriz, resultando em biomarcadores
como o tetrapéptido C-terminal de colageno tipo Il, o que torna um importante
elemento/parceiro de ligacdes, como da fibronectina e outros tipos de colagenos
(KARSDAL et al., 2016).

O Colageno tipo 111 caracteriza-se por ter fibras reta, longas e finas com
periodicidade de aproximadamente 60 nm, resultando em um tecido mais compativel e
amplamente distribuido como componente da matriz extracelular, bem como ¢é

secretado por fibroblastos e outros tipos de células mesenquimais (COHEN, 2012).
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Consistindo apenas com uma cadeia alfa de colageno, estd em contato com a
maioria dos outros colagenos. E um homotrimero, ou seja, formado por trés cadeias
alfas 1 (IlI) totalmente idénticas que estdo bem entrelagadas em torno de uma tripa
hélice. Onde, em conjunto com o colageno tipo I, sdo os constituintes principais da
matriz intersticial que compdem o tecido conjuntivo frouxo (KARSDAL et al., 2016).

O mesmo pode ser encontrado nos musculos e estruturas do intestino,
figado, artéria aorta do coracdo, utero e pulmdes, constituindo as fibras reticulares,
servindo para ligar o tecido conjuntivo aos tecidos adjacentes, formado um tracado de
fibras firme, estando em certa abundancia em 6rgaos que apresentam maior relacdo com
o0 sangue (GONCALVES et al., 2015).

O colégeno tipo IV é identificado como o primeiro coldgeno ndo formador
de fibras, compreendendo cerca de 50% dos componentes da membrana basal, onde o
liga-se as células por meio de integrinas, que sdo proteinas de adesdo presentes na
membrana celular na forma transmembranica, na superficie célular ou por meio de
receptores de dominio da discoidina que reconhece diferentes ligantes com funcdes
bioldgicas distintas. Desse modo, interacdo deste tipo de colageno é importante para
manter um bom funcionamento das celulas endoteliais que tem a funcdo de recobrir o
inteior dos vazos sanguineos e capilares, formando certa estrutura de suas paredes.
(MCLEQOD et al., 2014).

Atua fornencendo um suporte estrutural regulador no que envolve a adeséo,
migracdo e sobrevivencia das celulas, distinguindo-se de outros tipos de colageno por
ter suas cadeias polipeptidocas de col-1V humanas codificadas por seis genes diferentes,
sendo estes: COL4A1, COL4A2, COL4A3, COL4A4, COL4AS5 e COL4AG, estando
presente com maior concentracdo na lamina basal e nos rins (OEFNER et al., 2015).

O colageno tipo V é do tipo fibrilar, sendo essencial para a fibrilacdo do
colageno 1 e 11, estando envolvido no desenvolvimento e qualidade dos tecidos em que
encontra-se inserido. Além disso, a formacdo e degradacdo do colageno tipo V é um
dos biomarcadores que concebe interrelacdo com patologias que envolve o tecido
conjuntivo (KARSDAL, 2016).

Portanto, as propriedades fisioldgicas e mecanicas da pele dependem da
montagem correta da matriz dérmica, e, especialmente, dos colagenos constituintes
dominantes, embora os colagenos de formacao das fibrilas | e 11l representa a maior
proporcao, temos o coldgeno tipo V que desempenha um papel importante na formagao

e montagem da matriz de colageno dérmico, no qual, este regula a montagem adequada
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das fibrilas dos colagenos tipos I e I1l. Entdo, quando presente algum disturbio genético
no colageno V, sdo apresentados alguns problemas, como: sindrome de Ehlers-Danlos,
pele fragil e hiperextensivel (BRADLEY, 2017).

Recentemente, as moléculas deste tipo de colageno sdo relatadas em varios
tipos de tecidos e 6rgdos no estagio inicial, como cdrneas, pele, tenddes e 0ssos, sendo 0
mesmo isolado e reconstituido a parti de placenta humana. Estando associado com o
colageno tipo I, estando presente nos locais que requer grande resisténcia (HSU et al.,
2013).

O colageno tipo VI é do tipo ndo fibrilar sendo, expresso em muitos tecidos
conjuntivos e estando envolvido na organizagdo da matriz, interagindo com uma
expressiva quantidade de componentes da matriz extracelular, no qual forma uma certa
malha filamentosa altamente ramificada circundando os principais tipos de colageno.

Por meio da interacdo com o tipo de colageno IV nas membranas basais,
ancora 0s Vvasos sanguineos, células mesenquimais e nervos, servindo ainda como
repositor, para o fator de crescimento e derivados das plaquetas (THEOCHARIDIS et
al., 2016) .

Além disso, o0 mesmo pode atuar como sensor inicial de resposta de
lesbes/reparo, podendo regular a fibrogénese pela modulacdo da célula-célula,
estimulando a proliferacdo das células mesenquimais e prevenindo a apoptose. Quando
envolvido em mutaces, ocorrem certos disturbios de fragqueza muscular, como a
miopatia Bethlem, uma distrofia muscular de progressdo lenta e outras distrofias
musculares (KARSDAL et al., 2016).

O colageno tipo VII é um dos principais componentes que ancora a fibrilas
conectando a lamina basal e derme, sendo sintetizado por queratindcitos e fibroblastos
constituindo um elemento essencial para estabilidade e funcdo da matriz extracelular
(ECM). Ele se liga ao coldgeno | e Il proporcionando uma estabilidade a membrana
intersticial e ECM (KARSDAL et al., 2016).

Consequentemente, a perda de sua funcdo acarreta aparecimento de bolhas
na pele, mais conhecida como epidermolise bolhosa distrofica, devido a mutagdes
ocorridas no gene deste tipo de colageno VII. Tal patologia é auto-imune, pois a
proteina é reconhecida como autoantigeno, devido a problemas nesse tipo de colageno.
O colageno VII é encontrado em boa parte das jungdes dermo-epitelial e nas celulas
corioaminioticas (WINDLER et al., 2017).
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O colageno tipo VIII apresenta uma cadeia curta, do tipo ndo fibrilante
formada pelas células endoteliais e constitui-se como o principal componente da
membrana de Descemet, que é uma das seis camadas do olho, conferida por
elasticidade, facilmente regenerativa com expessura que varia sua dimenséo ao longo da
vida em torno de 2 a 10 mm nas direrentes camadas oculares (KARSDAL et al., 2016).

Estudos adicionais apontaram hipoteticamente que esta proteina nos olhos e
rins desempennha funcdo de regular a resposta migratéria e proliferativa em uma
variedade de celulas, mas pouco se sabe sobre este mecanismo no qual o colageno VIII
é encontrado. Bem como o controle da migracdo celular por propriedades sinalizadoras
(ADIGUZEL et al., 2013).

Esta proteina é encontrado no coracdo, cerebro, figado, pulm&o, musculos e
ao redor dos condrdcitos na cartilagem, bem como em torno dos vasos, pertencendo
assim algumas celulas endoteliais (KARSDAL et al., 2016).

O colégeno tipo IX foi o primeiro a ser descrito como uma proteoglicana,
tendo como base uma proteina central ligada a varios glicosaminglicana (GAG), sendo
heterotrimérica, formadas por trés polipeptidios distintos, correspondendo ao complexo
transdutor de sinais que estd localizado no interior das fibrilas de colageno Il e XI,
implicando também uma funcdo de regulacdo do diametro das fibrilas de colageno
(KRUG et al., 2013).

E encontrado nas articulacdes adultas, condrdcitos das cartilagens das placa
de crescimento e nos discos intervertebrais. Contribue assim, para manter a
estabilizacéo da rede de colageno fibrilar na matriz, mantendo as celulas unidas dando-
Ihes resisténcia a pressdo (KARSDAL et al., 2016).

O colageno do tipo X é formador de rede, tendo uma helice tripla de 463
aminoacidos, sendo sintetizado por condrocitos hipertréficos na cartilagem de
crescimento, destinada a ser calcificada, no qual pesquisadores suspeitam que 0
colageno possa facilitar o processo de calcificacdo 6ssea (KARSDAL et al., 2016;
SHEN et al., 2006).

O colageno do tipo XI também é heterotrimerico, o qual polimeriza para
constituir o nacleo das fibras de colageno do tipo | e Il, regulando o diametro das
cartilagens e mantendo forte a interagdo com o colageno tipo Il (MCALINDEN et al.,
2014).
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Portanto, este € amplamente difundido nos musculos esqueléticos, placenta,
testiculos, osso trabecular, traqueia, cartilagem articular, tenddes, pulmdes, discos
invertebrais e neopitelio do cérebro (MCALINDEN et al., 2014).

O colageno do tipo XII esta contido em um subgrupo de fibrilas com
hélices triplas interrompidas, nas quais estdo incluidos os colagenos do tipo IX, XIV,
XIX, XX, XXI e XXII. Além disso, este € um dos componentes do musculo esquelético
humano, tornando o tecido mais espesso e caracterizando-se pela orientacdo de fibrilhas
mais organizadas. Pesquisadores trabalham com a hipotese que este tipo de colageno
pode ter atribuicdo de organizar a arquitetura da matriz extracelular e na cicatrizacao
dos ligamentos periodontais (TSUZUKI et al., 2016).

Contendo em maior propocdo em estruturas que sdo submetidas a alta
tensdes, como nos tenddes e ligamentos, onde tal colageno e seus paceiros de ligacdo
podem formar pontes flexiveis entre as fibrilas de colageno vizinhas, agindo para
absorver tensoes e estresse (CHIQUET et al., 2014).

O coldgeno do tipo XIIl é amplamente expresso em tecidos
mesenguimatosos, sendo este um tecido embrionario derivado da mesoderme, no qual,
durante a sua fase de transformacéo, da origem a um tipo de tecido conjuntivo primitivo
denominado de mesénquima. Estando acentuada sua presenca durante o0
desenvolvimento e crescimento pos-natal, ocorre sua diminuacao na trajetoria da idade
adulta, e expresso nas células de producdo do tecido conjuntivo. No entanto, este tipo de
colageno se liga a varias proteinas, como fibronectina, vitronectina, perlecano, colageno
tipo IV e perlecano (HEIKKINEN; TU; PIHLAJANIEMI, 2012).

O mesmo pode estar fortemente associado ao colageno tipo | e I,
constituindo-se praticamente em todos os tecidos estudados, na cicatrizacdo de feridas
da cdrnea e fibrose renal, em vasos sanguineos, estruturas juncionais a exemplo, juncdes
miotendinosa (JMT) e neuromusculares, dentre outros (HEIKKINEN; TU;
PIHLAJANIEMI, 2012).

O colageno do tipo XIV apresenta-se em areas submetidas a alto estresse
mecanico, 0 que deixa indicio de ter potencial na manutenacdo dos tecidos mecanicos,
sugerindo assim a sua importancia para a montagem da ECM e desenvolvimento das
funcbes dos tecidos, tenddes e na pele. Assim, € explicito que este colageno mantém o
estabelecimento do instersticio cardiaco para o desenvolvimento do mausculo
miocardico, além de regular o crescimento dos cardiomidcitos, que sdo as fibras do

musculo cardiaco, e a existéncia de fibroblastos cardiacos (TAO et al., 2012).
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O colageno do tipo XV ¢ bastante homologo ao XVIII, decorrendo dos
fibroblastos, celulas musculares e endoteliais estando predominantimente localizado nas
zonas da membrana basal dos microvasos, miocitos cardiacos ou esqueléticos
(PAGNON-MINOT et al., 2008).

O colageno do tipo XVI apresenta sequéncia de codificagdo proteica que
compreende cerca de 1604 aminoacidos e peso molecular de 210 kda para cada cadeia
alfa 1 nativa, com helice tripla interrompida que ndo forma fibrilas, mas consegue
associar-se aos colagenos formadores de fibrilas como molécula Unica. O mesmo é
sintetizado por varios tipos de células, dentre estas, fibroblastos dérmicos e dendrdécitos,
condrécitos, cartilagem e queratindcitos e celulas musculares lisas (GRASSEL;
BAUER, 2013).

Apresenta como funcdo, também, organizar e estabilizar a matriz
extracelular por meio da estabilizacdo de fibrilas de colageno e ancoragem de
microfibrila na membrana basal, ajudando a permear a sinalizacdo intracelular. Estad em
alguns tipos de tecidos como a pele, rins, parede arterial, cartilagem, coracdo e intestino
(KARSDAL et al., 2016).

O colageno do tipo XVII é uma glicoproteina trasmembranar de tipo I,
onde € conhecido por ser um componente esturtural da hemidesmossomas, tendo como
funcdo estabilizar a adeséo das celulas epiteliais a matriz extracelular circulante, ou seja,
aderir as celulas epiteliais a derme subjacente. Possiveis mutacGes sofridas em tal
proteina acarretam doencas de distrofria da epideme que esta susceptivel a erosdes,
“bolhas e lesdes”, recebendo a denominagdo de penfigdide bolhosa, a falta ou perda de
sua funcdo da proteina colagenosa acarreta no aparecimento do problema acima citado
(NISHIE et al., 2015).

Esta proteina encontra-se em maior concentracdo nas juncGes dermo-
epidermal, podendo correlacionar ao processo de ancoragem dos neuronios e Seu
substrato, bem como, no desenvolvimento na migracdo neuronal durante a
morfogérnese sendo um estabilizador sinaptico do Sistema Nervoso Central (SNC),
segundo hipoteses de alguns estudos (SEPPANEN et al., 2007).

O colageno do tipo XVIII constitui uma das proteinas da membrana basal,
instituinda como um inibidor do processo de angiogenese e do crescimento tumoral. E
conhecido cerca de trés isoformas que 0 mesmo pode apresenta-se, na forma curta, esta
presente nas estruturas da membrana basal vascularizada e epitelial, a longa é evidente
no figado e tecido adiposo (SEPPINEN; PIHLAJANIEMI, 2011).
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Este tipo de colageno é encontrado em tecidos com alto indice de
vascularizagdo, e durante o seu desenvolvimento tecidual como, nos rins, epitélio
pulmonar, nucleo do tecido conjuntivo, das almofadas endocardiais e folhetos das
valvulas atrioventriculares duranto o seu desenvolvimento e nos olhos (SEPPINEN;
PIHLAJANIEMI, 2011).

O colageno do tipo XIX foi descoberto em 1992 por Yoshioka et al,
constituindo a familia dos colagenos associados a fibrina com helice tripla interrompida
(FACIT), estando menos associado na zona da membrana basal. Ndo estdo muito bem
estabelecidas e determinadas as fungdes desta proteina, mas estudos apontam de sua
importancia nos estagios iniciais na diferenciacdo muscular, estando fortemente
envolvida nas funcdes do esfincter do estbmago e seu desenvolvimento muscular, o que
concluiiu um estudo realizado com ratos (OUDART et al., 2017).

Acredita-se que sua participacdo na formacdo da sinapse inibitoria promove
0 modo de montagem das terminagfes nervosas inibitorias, por meio dos receptores de
integrina. Contudo, este tipo de colageno é bem explicito no bago, rins, pele, prostata,
zona da membrana basal vascular, mesenquimal, neuronal, mama, colon, figado e
placenta dentre outros. (SUN et al., 2017).

O colageno do tipo XX apresenta certa semelhanca com o colageno do tipo
VIl e XIV. Quando tratado sobre a sua funcdo € relativamente desconhecida, sendo
importante realizar estudos que vise entender, investigar e quantificar o papel biologico
do mesmo no organismo humano (KARSDAL et al., 2016).

O colageno do tipo XXI pode se polimizar, tendo uma mistura de dois ou
mais monomeros na polimerizacdo para da origem ao copolimero, por meio de seus
dominios colagenos C-terminais e mediacdo da interacdo de proteina-proteina néo
colagenos N-terminias, servindo como elementos constituintes para as pontes
moleculares da matriz (KARSDAL et al., 2016).

Assemelha-se a familia dos colagenos FACIT, pertecendo aos componentes
da matriz extracelular das paredes dos vasos sanguineos, secretado por meio das células
da musculatura lisa, nos quais leva acreditar que possa exercer funcdo na montagem da
rede vascular durante o periodo de formagdo dos vasos sanguineos. Sua presenca &
manifestada na placenta, jejuno, pancreas, nodulos linfaticos, coragdo, rins, pulméo,

estdmago e musculo esquelético (KARSDAL et al., 2016).
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O colageno do tipo XXII predomina-se no musculo esquelético do ser
humano e coragdo, e, em menor concentracdo, em pele, estruturas cartilaginosas e
juncées miotendinous (MTJs), que reflete no sitio de transmissdo da forga muscular aos
tenddes, atuando no posicionamento e estabilidade articular. Pois tais deficiencia desta
proteina, desencadeia distrofria muscular, perda de forca e estabilidade (KARSDAL et
al., 2016).

O coléageno do tipo XXIII ¢ do tipo transmembrana sendo um componente
de alguns epitelios que remete influenciar na formacdo, manuntencédo ou polarizacao das
celulares epiteliais, mas, quando trata-se de sua funcdo, ndo é bem sucinta. Pesquisa
descreve o aparecimento desta proteina em unhas de pacientes que apresentava cancer
de proposta e pulmao, indicando um fator potencial de biomarcador de progreséo destas
patologias, podendo ser uma possivel e nova ferramenta que ajude ao diagndstico de
alguns tipos de cancer (KARSDAL et al., 2016).

O coldgeno do tipo XXIV concebe-se na forma fibrilar, estando
predominantimente na estrutura do 0sso, cerebro, baco, testiculos, ovarios e rins, tendo
0 seu aumento em quadro de carcinomas, células escamosas da cabeca e pescoco, sendo
capaz de indicar uma diferenciacdo de osteoblastos em certos tipos de céancer
(KARSDAL et al., 2016).

O colageno do tipo XXV acha-se nos neur6nios do cerebro em maior
quantidade, contudo acredita-se que a ocorréncia de clivagem desta proteina pode estar
associada ao aparecimento da doenca de Alzheimer por meio de algumas provas
géneticas e testes realizados, que sugerem a ocorréncia de problemas durante a sinapse
(KARSDAL et al., 2016).
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3.3.5 Algumas formas em que o colageno é encontrado e comercializado.

Sabemos que o colageno produzido sinteticamente é derivado de fontes
animais, dentre as quais se destacam o0s bovinos e os suinos. Contudo, o colédgeno
derivado de animais aquaticos podem costituir uma nova fonte de extracdo com
perspectiva promissora de boa qualidade, facil obtencdo, alta quantidade de fibras
colagenosas nativas, risco de contaminacdo e transmissdo de patologias baixo quando
observado a principal fonte extraida na atualidade (BENEDETTO et al., 2014).

A comecializacdo do colageno ¢ comum na forma hidrolisada, apresentada
no contexto comercial em cépsula ou em po6. Tendo em vista que 0 processo de extracdo
ocaiona uma quebra da longa cadeia de aminoécidos, ha absrocdo de molécula de agua.
Por meio desta carcateristica ou forma de representacdo reduz signitificatimante o
desempenho mecanico do mesmo na membrana, podendo ocorrer limitagdo em certas
areas biomedicas devido as condicdes e finalidade de aplicacéo de tal produto (KEW et
al., 2011).

Outra forma encontrada ¢ “cultura de gel de colageno (CGC)”, sendo esta
descrita por Dey e desenvolvida por Bell, um ensaio cujo objetivo era sintetizar com
sucesso um possivel tecido vivo, constituindo-se a derme, “dermis equivalent” in Vitro,
tendo éxito em sua pesquisa. Desde entdo, tal estudo e técnica desenvolvida de (CGC)
foi utilizada e aplicada a uma ampla variedade de tecidos, como figado, 0ssos,
cartilagem e tenddes (SAITO et al., 2017).

Porém, o colageno em forma de gel pode ser encontrado em alguns podutos
com finalidade estética, podendo ser aplicado de forma topica “sobre a pele”, para
formar mascaras, ou cremes a base de geis com propésito de reducdo de rugas,
revitalizacdo da pele, hidratacéo e carreadores de susbstancias para derme e seus tecidos
adjacentes.

Todavia, na forma de hidrogel, o colageno é utilizado como um dos
principais constituintes de escudo da cornea. Assim como, certos estudos invertigativos
em favor de sua aplicacdo injetavel, em especifico nos ventrivulos apés infarto do
miocardio, para ter a estabilizacdo e melhoramento da remodelagéo ventricular que foi
acometida por tal infarto, mostrou em seus resutados boas espectativas (HASAN et al.,
2015).
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Outra forma apresentada é gelatina de colageno derivada da hidrolise
“quebra” parcial do colageno, sendo bastante rica em material colagenoso e
comercializada como um produto alimenticio de facil digestdo que contém boa parte dos
aminoéacidos essenciais, auxiliando o funcionamento do organismo e melhorando o seu
equilibrio homeostéatico (PRESTES, 2013).

Sendo ainda, é um dos produtos alimentares de proteina pura gerada pela
desnaturacdo do coldgeno, na qual é utilizada como alimento dietético altamente
digestivel. Contudo, o consumo de gelatina, tem aumentado anualmente no mundo
inteiro, tendo a sua producédo anual em torno de 32.6000 toneladas, no qual destas 46 %
foi proveniente de pele suina, 29,4 % do couro bovino, 23,1 % de ossos e 1,5 % de
outras fontes ou partes (TAVAKOLIPOUR, 2011).

Encontramos o coldgeno na forma de esponja, tem certa finalidade de
promover o processo de homeostasia do local aplicado, contribuindo significativamente
no modo de cicatrizacdo das lesbes, devido a caracteristicas que tal material dispde no
processo de absrogédo de exudato dos tecidos, mantendo uma boa permeabilidade e troca
de gases, bem como umidade no interior da lesdo, o que auxilia a formacéo do tecido de

granulacdo e regeneracdo quando utilizado de forma correta (SUN et al., 2017).

Estes tipos de esponjas conseguem dispdr um controle répido de
hemorragia, como também a capacidade de retencdo/absorcédo de dgua, detendo em sua
superficie a aderéncia de plaguetas, promovendo a coagulacdo e evitando perdas
sanguineas. Contém, ainda, biocompatibilidade e degrabilidade, o que torna viavel a sua
utilizacdo no tratamento pos-operatoriol, com potencial promissor de aplicabilidade na
area clinica/medica (YAN et al., 2017).

Entretanto, a utilizacdo do colageno também esta associada na producédo de
enxerto/implantes odontoldgicos, cujo objetivo é propocionar a regeneracdo nervosa,
0ssos, cartilagem, cornea, tenddes, exertos vasculares e ligamentos. Estudos com
influéncia da quimica, fisica e outras areas, tém conseguido favorece resultados
positivos no que tarta o desenvolvimento de andaimes, filmes e outros produtos a base
de colageno (BONFRATE et al., 2017).

Em muitos casos, a populacdo ndo sabe ao certo o que é coldgeno, como o

mesmo é produzido; a sua importancia para organismo e funcionalidade. Mas desperta o
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interesse de muitos a sua utilizacdo, por acreditarem nos beneficios esteticos, auxiliando

no combate ao envelhecimento celular e prevencéo de algumas doencas.

3.3.6 Utilizacao do colageno para o tratamento de lesdes

A pele ou tecido cutaneo é considerado o maior 6rgdo do corpo humano,
apresentando Vvérias fungdes, sendo elas: protecdo, sensacdo, regulagdo térmica,
absorcéo, excrecdo e armazenagamento. (SILVA et al., 2009).

E visto que, na maioria dos acidentes ocorridos, o primeiro 6rgdo a ser
atingido e lesionado € a pele, porém, no servico publico e privado existem poucas
unidades especializadas que visem o tratamento destas lesdes dos mais diferentes tipos

com eficiéncia e eficacia em curto intervalo de tempo.

Em alguns casos, pacientes portadores de lesdes “feridas” sdo tratados e
vistos como aberracOes, resultando em sentimento de negatividade, excluséo, estresse,
depressdo e isolados em favor das caracteristicas que a lesdo dispde no que trata odor,
exsudato e disforme tissular. O certo € que esse paciente receba um tratamento de
qualidade em busca da promocao e recuperacao destas lesbes, que refletira diretamente
na sua inclusdo no meio social, (MORAIS; OLIVEIRA; SOARES; 2008).

Lembramos que existe mais de 110 milhdes de incisdes cirdrgicas por ano,
enquanto feridas traumaticas 1,5 milhoes de novos casos ao ano. (MCDERMOTT-
SCALES; COWMAN; GETHIN, 2009). As Ulceras por pressdo tém um quadro de
incidéncia aproximadamente de 8,5 milh6es no mundo, ja a Ulcera venosa representa
12,5 milhdes, e lesdes diabéticas com 13,5 milhdes de novos casos ao ano (LAWALL,
2012).

Em favor do elevado nimero de pessoas acometidas por lesbes cuténeas,
tem-se um problema de salde publica que acarreta impactos sociais, culturais e
espirituais em sua rotina. Os produtos para o tratamento das feridas em muitas vezes sdo

de dificil acesso pelo valor aquisitivo (GOMES, 2011).

Com base em observac0es feitas, identificamos que existem altos indices de

pessoas portadores de lesBes cutaneas, muito das quais dispde carater crénico, 0 que
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desencadeia maior custo financeiro para sua recuperacao, por parte das instituicdes e

pacientes, que em muito dos casos ndo se tem sua recuperagao/cicatrizacao.

Holmes et al. (2013) trabalhou com feridas onde o seu processo de
cicatrizagdo encontrava estatico “parado”, apresentando mau odor, auséncia do tecido
de granulacdo ‘“formac¢do de novo tecido”, aumento do processo de exsudato e

degeneracdo dos tecidos ao redor da lesdo.

O mesmo realizou um estudo comparativo antes e despois destas lesdes,
quando tratadas com curativos que continham colageno em sua composi¢do. Em seu
estudo, comprovou em poucos dias uma possivel ativacdo da cascata de cicatrizacdo
destas lesGes, resultando no aumento do tecido de granulacdo, reducdo do tamanho do
leito da ferida de diferentes tipos de lesdes, como feridas diabéticas cronicas e Ulceras
de forma significativa (HOLMES et al., 2013).

A utilizacdo do colageno em tratamento de feridas é fundamental por estar
presente em grande quantidade no tecido conjuntivo e por todas as caracteristicas que
configura no processo de cicatrizagdo e corpo humano, conforme descrito em algumas

literaturas como exemplo em livros de estomaterapia e artigos.

Um estudo desenvolvido por Rodrigues (2009), onde 0 mesmo analisou 0s
efeitos proliferativos e de biossintese do colageno, quando aplicados em fibroblastos
humanos de derme normal. Os resultados evidenciaram que o coladgeno possivelmente

induziu as propriedades adesivas nos fibroblastos ndo ocasionando intoxicagéo.

A utilizagdo do coldgeno sobre a superficie da derme demostrou resultados
eficazes quando utilizado com Aloe vera no tratamento de feridas isquémicas, e nao
ocasionando nem um tipo de incdmodo, desconforto ou complicacdo nos grupos de
pacientes estudados. O tempo de cicatrizacdo das les6es foi menor para o0 grupo que
aplicou o colageno com Aloe vera, quando comparado com o0s grupos estudados
(OLIVEIRA; SOARES; ROCHA, 2010).

Um grupo de pesquisadores desenvolveu um hidrogel denominado de BC-
COL onde em sua composi¢do continha colageno. Foram realizarados vérios testes de
aplicacdo em lesbes criadas em ratos, como, também, um estudo comparativo com um
produto denominado de Colagenase. O resultado da pesquisa demostram que o produto

BC-COL mostrou ser um potencial curativo de lesdes de pele, sendo acdo do mesmo
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mais satisfatério quando coparado com a pomada de Colagenase (MORAIS;
OLIVEIRA; SOARES, 2008).

Os biomaterias criados a partir do colédgeno representam alternativas
terapéuticas na area medica e odontoldgica, tendo biocompatibilidade de promover e
ajudar no processo de cicatrizacdo de feridas, diminuindo o tempo de internacao e os

gastos hospitalares de pessoas acometidas por este problema. (SILVA et al., 2009).
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4. MATERIAI E METODOS

METODOLOGIA

4.1 Tipo de estudo

Esse estudo configura-se a partir de um enfoque qualitativo por investigar se
0 colageno que sera extraido dispde de elementos estruturais com boa aplicabilidade e
utilizacdo, quando comparado com outros colagenos ja comercializados.

Tendo abordagem quantitativa, fazendo uso de férmulas bésicas de
matematicas e estatistica, para comprovar a viabilidade do processo extrativo da

matéria-prima a base de colageno provindo de Gallus Gallus domesticus.

4.2 Local do estudo

Esta pesquisa foi desenvolvida no laboratério de quimica orgéanica da
Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira, localizada em
Redencdo - Ce, “UNILAB” e Universidade Federal do Ceara — UFC, em especifico
laboratério de Farmacologia no campo Rodolfo Teofilo e Laboratério de Polimeros
campus do Pici.

4.3 Matéria-prima de Estudo/ Amostras.

Inicialmente, a matéria-prima para extracdo de possivel colageno foi por
meio dos pés de Gallus gallus domesticus da familia das Fasianideas, de origem

asiatica, popularmente conhecido como frango de granja e frango de corte.

As amostras foram provindas de abatedouro que comercializa carne avicola,
tendo como rejeito os pés de gallus domesticus, pele, pescoco, costela. A aquisi¢do da
matéria prima deu-se mediante compra direta com o abatedouro/frigorifico e, em alguns
momentos, sendo doadas. O valor de compra foi em torno de R$ 3,50 (trés reais e
cinquenta centavos) por quilograma (Kg), podendo tal valor variar conforme localidade

e local de comercializag&o.

Ademais, outras unidades produtoras avicolas na grande maioria acabam

desprezando os pés de gallus domesticus juntamente com suas visceras e penas, criando
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certa dificuldade para encontrar, sendo entdo, mais viavel a aquisicdo dos mesmos

mediante encomenda em alguns casos.

A escolha das amostras, por sua vez, foi realizada a partir da aplicacdo de
critérios de inclusdo e exclusdo. O critério de inclusdo para a escolha dos pés foram
aqueles que ndo apresentavam aspecto e caracteristicas com mal odor, meio escurecido,
com proliferacdo de microrganismo, sendo escolhido aqueles que apresentava bom
estado de conservacéo.

O critério de exclusdo foram descartados os pés de gallus domesticus que
apresentava mal odor, cianose, estado de conservacdo ruim, grande tempo de abate, com

presenca de lesdes e presenca de calos e edemas.

4.4. Amostra do colageno padréao

Conforme ndo encontrado matéria-prima de coladgeno provido de aves,
assim como, caracterizado e comercializado para utilizar como matéria-prima
padrdo. Optou-se em utilizar o colageno hidrolisado de origem bovina, provido de
farmacias de manipulacgdes, por conhecer suas propriedades e componentes conforme

registro em ficha técnica.
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5.1 Extracdo do colageno a partir de residuos da indutria avicola

Inicialmente, o processo de extracdo do colageno de Gallus gallus
domesticus foi realizado mediante algumas adaptacbes em busca de comparar e
desenvolver um método de extracdo eficiente e especifico para tal matéria prima.

Desta forma, nos topicos seguintes apresentaremos trés métodos utilizados
para extrair possivel material colagenoso. O primeiro método utilizado foi baseado no
processo de extracdo de coldgeno de origem bovina proposto por Liu (2010), com
algumas adaptacoes.

O processo de obtencdo do colageno foi realizado a partir dos rejeitos (pés)
de Gallus gallus domesticus provindos de frigorificos e abatedouros de aves, em que
cerca de duzentos gramas (200g) de pés de frango, sem as unhas, cortados em
proporcBes de 2 cm x 2 cm, e lavados em agua corrente para retirada de residuos
sanguinolento e excesso de possiveis sujeiras e gorduras. Feita a lavagem do material,
retiramos a maior quantidade de dgua com papel toalha. Em um Erlenmeyer de 250 ml
colocamos as amostras em contato com solu¢do de NaOH 0,1 Mol, sendo encaminhado
para agitador orbital, permanecendo por um periodo de 72 horas, sendo observado

determinadas etapas descritas pelo método de Liu (2010) em figura 05.

Figura 05 - Etapa inicial do processo de extracdo por meio do método de Liu (2010).

prima com papel toalha
st SR T0 S —

Pesagem da amostra com solugio/reagente. Amostras submetidas a Agitador orbital

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio quimica organica-UNILAB.
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Ap0s as 72 horas no agitador orbital ocorreu a sepacdo do meio liquido dos
constituintes sélidos, onde a parte liquida foi colocada em tubos de ensaio e
centrifugados & (2.500 rpm, 30 min), conforme visto na figura 06 (A e B). Em seguida
ao processo de centrifugacdo, o material foi lavado com agua destilada até atingir o pH
7 e posteriormente imersos uma solucdo de acido acético 0,5 Mol com oito gotas de
acido glacial PA, sendo encaminhado as amostras novamente ao agitador obital nos
mesmos padrdes acima, permanecendo por 48 horas. Sendo em seguida realizado a
sepacdo do extrato bruto “colageno” mediante o processo de filtragao por declividade e
bomba de vacuo, imagens (B e C), em seguida armazenado em cameras resfriadas com

temperatura de 15 a 20 °C até as analises e utilizacdo posterior (F).

Figura 06 - Etapa final do processo de extracdo por meio do método de Liu (2010).

— = — “yyp
Amostras submetidas a centrifugacio

Separacio com filtro Extratos apés proceso de extracio
Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio quimica organica-UNILAB.
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O segundo método utilizado para extracdo de material colagenoso, foi
desenvolvido com o preparo de diferentes solucdes de meio acidos e basicos sendo
estas: Acido Acético (CH3-COOH), Acido Nitrico (HNO3), Hidroxido de Sodio
(NaOH) e Hidroxido de Aménio (—-NH40OH) nas seguintes concentrac@es: vidro I: 0,1
mol; vidro II: 0,5 mol; e vidro Ill: 1 mol, tendo como base o método de Liu (2010)
descrito anteriormente, com intuito de comparar e analisar & influéncia de tais reagente e

suas concentragdes no processo de extragéo.

Preparo do material/soluctes

As amostras e solucOes, ap6s pesadas e identificadas, foram submetidas
ao agitador orbital, tendo o cuidado de registrar o seu peso diario em tabela e calcular
sua meédia, bem como foram observadas possiveis alteragdes que viessem a ser

apresentadas durante todo o processo de extracao.

Apo6s 72 horas de agitacdo das solucBes acimas tendo como base o
método de Liu (2010), foi realizada a separacéo dos liquidos dos compostos sélidos, e,
em seguida, verificamos o valor do pH destas amostras aquosas com objetivo de deixa-
las neutras. Esse processo de neutralizacdo fez-se necessario a utilizacdo de um phmetro
acoplado a um termometro sendo estas etapas descritas, registradas e observada na
figura 07. As soluc@es utilizadas para neutralizar as amostras aquosas foram hidroxido

de sodio e &cido acético PA. Abaixo segue ilustracao.

Figura 07 - Processo de neutralizacéo e verificagdo do pH das amostras de meio liquido

providas dos pés de gallus gallus domesticus.

8. . -EEN
Verificacdo e neutralizacio do Ph

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio quimica organica-UNILAB.

™

Separacio parte solida/meio aquoso
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Vale salientar que o intuito de neutralizar o pH das solugdes aquosas foi
para submeter os extratos liquidos ao processo de liofilizacdo, tentando evitar possiveis
problemas ou danos no equipamento mediante contato com tais compostos quimicos
acidos e bases no equipamento. Porém, as amostras, depois de submetidas hovamente
ao agitador orbital durante 48 horas, foram colocadas no ultrafreezer vertical
permanecendo durante 72 horas a - 70 °C graus negativos e apds certo periodo, foram
submetidas a etapa de liofilizag&o.

Figura 8 — Amostras submetidas ao processo de liofilizagéo

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio quimica organica-UNILAB.

Logo ap6s a retirada das amostras do ultrafreezer vertical estando
congeladas a menos -70 °C, foram conduzidas em caixa térmica até o Liofilizador Alpha
1-2 LDplus previamente ligado, para dar inicio ao processo de secagem da amostras por
meio do fenbmeno de sublimacdo, ou seja, tendo a mudanca do estado solido para o
estado gasoso, sem passar pelo estado liquido, em que o conteldo de agua que
encontrasse na forma de gelo foi submetido a um processo de pressdo muito baixa e o ar
contido nestas amostras seja removido por uma bomba de alto vacuo criando assim a

condicédo de sublimacgéo.

Para o desenvolvimento dos parametros de liofilizagdo das solugdes aquosas
utilizou-se alguns estudos como referéncia: Offedu et al. (2016), Varley et al. (2016) e
Galia et al. (2011). A camera de resfriamento no interior do equipamento trabalhou com
temperatura de -55 °C, com sua taxa de temperatura e pressdo parcial do vapor de agua
inferior (-0,9° C-1) formando uma pressdo negativa, permanecendo no equipamento por
um periodo de 48 a 72 horas.
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Optamos por tal método com intuito de manter a estrutura do material
‘colagenoso’ mediante a remogdo da umidade em baixa temperatura, uma vez que,

quando o col&geno e submetido a altas temperaturas, ocorre quebra de sua tripla hélice.

Entdo, quando liofilizado, pode ocasionar o aumento da sua estabilidade
durante periodo de estocagem e andlise, conservando suas unidades proteicas e
nutritivas e minimizando possiveis proliferacbes de microorganismo. Porém, ao fim

deste processo, as amostras foram armazenadas e submetidas a realizagéo dos testes.

O terceiro método de extracdo do material coldgeno se fez por meio da
utilizacdo de parédmetros fisicos, de aquecimento e pressdo, onde pesou-se cerca de um
quilograma (1 kg) de amostras de pés gallus gallus domesticus, subseguindo a retirando
das unhas e lavagem dos mesmos em agua corrente para realizar uma limpeza prévia.
Em seguida, dividimos tal matéria-prima em duas partes. A primeira contendo peso de

quinhentos e dez gramas (510g) e a segunda com (530g).

A primeira parte da amostra foi colocada em uma panela de pressdo com
aproximadamente trezentos mililitros (300 ml) de &gua, deu-se inicio ao processo de
cozinhamento sobre pressdo por um periodo de uma hora e dez minutos. Identificando
que a matéria-prima encontrava-se amolecida, optamos em triturar todo o material em

um triturador com laminas até apresentar aspecto liquido-pastoso.

Em seguinda, ocorreu a filtracdo deste material para retirada dos
componentes mais solidos, subsequentemente, colocado em um recipiente e

encaminhado para congelado, para utilizagdo posterior e testes.

A segunda parte das amostras foi submetida ao terceiro método de
extracdo, apresentou peso de quinhentos e trinta gramas (530g), sendo realizado o
mesmo processo acima descrito, contudo, a amostragem néo foi triturada. Ocorreu, ai, a
separagdo do liquido dos componentes solidos restantes do processo de cozinhamento
com auxilio de uma peneira metalica. Apds separacdo, a parte liquida foi depositada em
recipiente apropriado e encaminhada ao processo de resfriamento para possivel

utilizacdo em testes.

Subsequentemente, estas amostras de extragdo foram submetidas uma parte

ao processo de liofilizacdo, e outra parte encaminhada a estufa com temperatura
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continua controlada de trinta e sete graus Celsius (37 °C) para verificar os aspectos de

alteracéo apresentados pelas mesmas.
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5.2. Testes bacteriologicos

O teste bacteriologico permite analisar se determinado extrato ou amostra
dispbe acdo inibitéria no crescimento de microorganismos, desde que estes
microorganismo contenham um registro que denominamos de cepas ou estirpe,

garantindo o conhecimento da sua linhagem.

Ou seja, € um grupo comum de ancestrais com boa semelhanca morfologica
e fisioldgica, contendo um ndmero de registro ATCC, - American Type Culture
Collection (ATCC) ¢é a Autoridade Depositaria Internacional que representa a colecao
de microorganismos Norte Americana, garantindo assim o conhecimento da sua origem

sendo oriundo de certos grupos de cultura mundialmente distinto e conhecido.

As amostras obtidas do processo de extracdo foram testadas contra
microorganismos (bactérias e fungos) por meio do método de difusdo em disco, agar e
poco, tendo o intuito de tentar evidenciar se existia acdo antibactericida e fungicida.
Onde em determinados casos, que se se obtivesse acdo previamente detectada de

atividade antimicrobiana, determinariamos a acéo inibitéria minima (CIM).

Todo o método de realizacdo deste teste foi regido pelo protocolo das
Normas de Desempenho para Testes de Sensibilidade Antimicrobiana, regidos pela
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) e a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

5.2 Microrganismos Utilizados

Tabela 2 — Relacdo dos Microrganismos Utilizados em teste bacteriologico com
registro de ATCC e Perfil de Controle utilizado.

MICRORGANISMOS TIPO

REGISTRO DE ATCC

PERFIL DE CONTROLE

Staphylococcus aureus  Bactéria 6538 ciprofloxacina 500mg
Escherichia coli Bacteria 8739 ciprofloxacina 500mg
Klebsiella pneumoniae  Bactéria 13883 ciprofloxacina 500mg
Salmonella Bactéria 10708 ciprofloxacina 500mg
Pseudomonas Bactéria 9027 ciprofloxacina 500mg
aeruginosa
Candida albicans Fungi 10231 Fluconazol 150mg

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio quimica organica-UNILAB.
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5.2.1 Preparo das placas com microorganismos para teste

Inicialmente, reuniu-se todo o material: placas petris esterilizadas, al¢as
microbioldgicas, lamparina de alcool em vidro, microorganismos e meio de cultura
Agar mueller hinton para as bactérias e Agar nutriente para fungo, sendo estes meios
diluidos em agua destila no Erlenmeyer de 1000mL, obedecendo as proporcao de
dissolucdopara preparo do meio, conforme indicado pelos fabricantes, e submetido a

processo de autoclavagem, sendo visualizado meios prontos para uso na Figura 09.

Figura 09 — Meio de culturas e preoparacdo das placas petris para teste bacteriolégico.

Placas com meio de cultura microbiologica

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio microbiologia-UNILAB.

Subsequente todo o material utilizado foi colocado na capela de fluxo
laminar em contato com ultravioleta —UV que encontrava-se previamente ligada por
trinta minutos. Os meios de cultura foram espalhados nas pequenas placas petris
mantendo um diametro de aproximadamente seis milimetros, onde apds secagem
realizamos a semeadura das bactérias e fungo em tais placas conforme visto na figura
10.

A semeadura dos microorganismos nas placas foi por meio da alca
microbioldgica podendo ser vista etapa na primeira imagem da figura 11, no qual fez-se
a escolha de trés col6nias, realizado o esfregaco destas, em toda a placa para seu cultivo.
Em seguida, transferiamos este material para uma estufa de cultura bacteriol6gica com
temperatura controlada de trinta e sete graus (37 °C) por um periodo de 24 horas onde
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obtivemos o crescimento dos microrganismos utilizados nesta pesquisa, podendo ser

visto tais etapas decritas acima na figura 10.

Figura 10 — Etapas do processo de semeadura e cultivo de microrganismos

colénias apés 24 horas/estufa -

Cultivo Staphylococcus aureus Cultivo Klebsiella pneumoniae
Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio microbiologia-UNILAB.
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5.2.2 Preparo da solucgdo e extrato de colageno para teste bacterioldgico

No preparo das solugbes colagenosas para o teste bacteriologico, foi
utilizado dois extratos provindos do processo de extragdo que mantinham maior

similaridade visual com o colédgeno padréo que obtemos da farmécia de manipulacéo.

Uma porcdo de quatro miligramas de cada material foi misturado com dois
ml de &gua destilada e levado ao agitador magnético com aquecimento a uma
temperatura de trinta e quatro graus Celsius (34°C) continuo por um periodo de trés
horas, e em seguida, conduzimos estes extratos até a capela de fluxo laminar UV para

sua utilizagéo.
5.2.3 Preparacéo de placas e material colagenoso

Apo6s o cultivo dos microorganismos, realizamos a preparacdo das placas
Petri, colocando cerca de quarenta ml dos meios de cultivo, deixando as placas com

dimensdo de 6 milimetros de diametro e retirando as bolhas de ar quando formadas.

Realizamos triplicata para todas as amostras cujo objetivo de manter uma
melhor precisdo dos resultados obtidos na forma de pogo, agar e disco. Todos 0s
procedimentos foram realizados dentro da capela de fluxo laminar UV onde o
pesquisador encontrava-se devidamente amparado com equipamento de protecdo
individual EPI.

Utilizamos o aparelho de espectrofotometria para verificar a leitura da
densidade dptica (DO) das amostras contendo coldnia diluida em &gua destilada,
deixando as mesmas para 0 comprimento de onda aproximado a 500 monémeros, para
somente em seguida serem utilizadas nas placas com meio de cultivo. Isso se faz
necessario para evitar superpopulacdo e possivel resisténcia do mesmo ao agente
controle, sendo exposto na tabela 3 os valores tabelados dos espectrofotometro das DO

das colbnias utilizadas para evitar possiveis interferéncias e resultados falso positivos.
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Tabela 3: Valor espectrofotometro das amostras diluidas em agua destilada para

cultivo.
MICROORGANISMOS TIPO  REGISTRO DE ATCC VALOR
ESPECTROFOTOMETRO

Staphylococcus aureus  Bactéria 6538 0,473

Escherichia coli Bactéria 8739 0,483

Klebsiella pneumoniae  Bactéria 13883 0,455

Salmonella Bactéria 10708 0,459

Pseudomonas aeruginosa Bactéria 9027 0,486

Candida albicans Fungi 10231 0,452

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio quimica organica-UNILAB.

O preparo das placas na forma de agar se diferenciou por ser colocado cerca
de vinte mL na placa, e os outros vinte mL foram homogeneizados com 0s agentes

microbioldgicos diluido em um mL de &gua destilada.

Apos realizado tal dissolucdo, juntamos os vinte mL previamente
manipulados em contato com os outros 20 mL ja presentes na placa, sendo posicionado
o disco controle com agente antimicrobiano no centro da placa e ao redor, no qual,
aplicamos 10 microlitros-pL da solugcdo com extratos colagenoso em discos de papel
filtro de 6 milimetros- mm de didmetro, obtendo assim a constricdo da placa conforme

apresentado na Figura 11.

Figura 11 — Demarcacdo da implantacdo dos discos na placa petri com meio de cultura.

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio microbiologia-UNILAB.

Quanto ao método em disco, foram colocados quarenta mL de ambos 0s
meios de forma uniforme e retirando as bolhas de ar quando formadas, com cuidado
para ndo contaminar o meio de cultura. Depois de enrijecido o0 meio, pegamos um swab
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haste plastico esterilizado, umedecemos 0 mesmo no meio de cultura que passou pelo

espectrofotémetro, e realizamos o esfregaco deste, em toda a placa petri de cultivo.

Subsequente, colocou-se o disco controle no centro das placas, e ao redor
aplicamos cerca de 10 pl das solugdes de extratos obtidos diluido em &gua destilada em
discos de papel de filtro de 6 milimetros (mm) de didmetro, como € visto em Figura 12

o0s discos com extrato em contato com meio de cultura e microrganismos.

Figura 12 — Colocagéo dos extratos de colagenos em disco na placa petri com

microrganismo semeado.

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio microbiologia-UNILAB.

O método em pogo seguiu 0 mesmo método descrito no paragrafo anterior
no que trata sobre o preparo da placa, porém, diferencia-se pela ndo utilizacéo de discos
de papel de filtro com o extrato estudado, dando-se aplicacdo da solucdo controle e
extrato colagenoso em poco confeccionado por meio de uma Pipeta Pasteur em Vidro

15cm.

Realizamos, entdo, &s perfuracdo do meio de cultura com o microorganismo
nas areas demarcadas. Caracterizando circunferéncia e profundidade de 6 mm, sendo
depositado 26 pL de amostra diluida em cada pogo mantendo o cuidado para ndo
transbordar a solucdo/extratos, e flambado a pipetas antes e apds confec¢do de pocos.
Certa etapa é visto na Figura 13 conforme registro realizado durate a realizacdo deste

teste.
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Figura 13 — confeccédo dos pogos na placa petri com microrganismos semeados.

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio microbiologia-UNILAB.

Enfatizamos que em todo o processo de pipetagem, foi utilizada uma
ponteira esterilizada para cada pogo e disco das solucdes/extratos, sendo as mesmas
descartadas ap0s utilizacdo e em caso das pingas sendo sempre flambadas. Onde a
figura 13 representa etapa de pipetagem e colocacdo dos discos junto ao meio de

cultivo.

Figura 14 — Processo de pipetagem de amostras de colageno e extratos obtidos
por meio acido e basico dos pés de gallus gallus domesticus junto a placas de Peris

semeadas.

Imagens ilustrativas dos procedimentos realizados conforme descritos acima.

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio microbiologia-UNILAB.

Posteriormente todas as placas, conforme acima descrito, foram

direcionadas para a estufa microbioldgica com temperatura controlada de trinta e sete
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graus Celsius (37°C) por um periodo de vinte quatro (24h) e quarenta e oito horas (48h),

sendo realizado a observagdo das mesmas, conforme periodo de tempo.

6.1 Espectroscopia de Absorc¢édo na Regido do Infravermelho (FTIR)

Para obter-se 0s espectros das amostras estudas, foi realizada uma
maceracdo em um almofariz de &gata e prensadas em uma pastilha de brometo de
potéssio (KBr) sobre uma pressdo de 8t para formar a composi¢do da patilha. Apds
realizada a prensagem, os espectros foram registrados no intervalo de comprimento de
onda entre 4000 a 400 cmt. A analise foi realizada em um equipamento Perkin Elmer,

modelo 16 PC, no Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da UFC.
6.2 Cromatografia de Permeagéo em Gel

O perfil cromatografia do coladgeno foi determinado em um cromatografo
SHIMADZU LC-10AD com detector de indice de refracdo RID-10% a 40 °C. sendo
utilizando uma coluna SB806M HQ (shodex), fase mdvel composta por solugdo tampéo
de CH3COOH 0,33M / NaOH 0,1 M com fluxo de 1 ML /min. As amostras foram
dissolvidas na solucdo tampao supracitada na concentracdao de 1mg/ml (0,1% m/v). Para
a obtencdo da curva de calibragdo, sendo utilizados os padrdes de polietilenoglicol
(PEG) da malvern com os seguintes pesos moleculares: 498000, 258000, 170200,
65000, 10250, 3450 e 1050 g/mol.

6.3 Métodos de Quantificacdo de Proteinas.

Para a realizacdo da quantificacdo de proteina, utilizamos como protocolo o
Manual da BIO RAD DC Protein Assay Instruction com auxilio do espectrofotémetro.

Haja visto que ha um padrdo universal reconhecido para quantificacdo proteica.

Inicialmente realizamos esse teste com sete amostras, sendo estas: amostra
Al extrato com osso liofilizado, A2 extrato com 0sso submetido a estufa, A3 extrato de
acido acetico liofilizado, A4 extrato acido nitrico liofilizado, A5 extrato da raspa do

hidroxido de sodio a 1mol, A6 extrato de hidroxido de sodio, e A7 colageno padréo.

A seguir pesou 1mg de cada amostra/extratos em eppendorf e realizamos a

diluicdo destas em solucéo padréo tampdo de acido acético e acetato de s6dio para um
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Ph 4, acido acético a 0,5 mol, Dimetilsulfoxido — DMSO e solucio tamp&o, Agua Milli-

Q. sendo realizado teste em triplicata.

A curva padrdo foi realizada com amostra do extrato A7 de colageno
padrdo, onde pipetamos 5 pl de solucdo padrbes/tampdo com as outras amostras diluidas
e colocadas em uma placa de cultura celular em poco, limpa e seca. Incorporando 25 pl
do reagente A da BIO-RAD em cada poco, apos 200 pl de reagente B da BIO-RAD em
ambos os pogos com auséncia de luz, em seguida realizado a mistura das solugdes nos
poc¢os com cuidado para ndo formar bolhas e contaminar as solugdes. Sendo tais estapas
registradas conforme demostrado em figura 14, as respectivas etapas que envolvem o

processo de quantificacdo e proteina e espectro uv de proteina.

Apdbs quinze minutos da preparacdo das solucdes nos pogos, foi realizada a
quantificacdo de proteina de ambos as amostras pipetadas, e desenvolvidos os espectros
de proteinas das mesmas, partindo das absorbancias de 0 a 800 nm no aparelho biotek
synergy ht com software proprio do equipamento no laboratério da Farmacognosia da
UFC.

Tendo a identificacdo dos valores de referéncia do colageno padrdo e
valores obtidos das amostras/extratos, foram registamos em planilha do Excel para

posterior apreciacdo. Abaixo segue imagens das etapas realizadas.
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Figura 15 - Etapa do processo de quantificacdo de proteina.

L = =4 2 - g 2 ‘
Pipetagem solucio padriao/tampio com extratos

Wy, =

Demarcacio dos pocos/extrato Pipetagem reagente A

Pipetagem reagente B Amostras Submetidas ao equipamento de leitura

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio farmacognosia da UFC.
6.4 Espectroscopia UV-visivel de colageno

O teste de espectroscopia UV foi realizado conforme protocolo estabelecido
em estudo por Duan et al. (2009) e Li et al. (2004). Com aparelho biotek synergy ht
com software proprio do equipamento no laboratério da Farmacognosia da UFC onde
realizamos a determinacéo da absorvancia nos comprimentos de onda de 200 nm a 800
nm, do espectros UV-Vis para cada amostra. A preparacdo das amostras obedeceu ao
mesmo método de quantificacdo de proteinas acima descritos.

6.5 Eletroforese

Utilizamos como protocolo para este teste 0 manual de métodos de analise
em laborat6rio de biotecnologia agroalimentar e de saide humana da editora univates,
2014. Tal técnica se baseia na separacdo de fragmentos de espécies eletricamente
carregadas, quando expostas a uma corrente elétrica.
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Foram desenvolvidos dois geis de corrida para a eletroforese, sendo o
primeiro na concentracdo de 4% (quatro porcento) e segundo 7,5% (sete e meio
porcento) fazendo com que o primeiro gel a 4 % fique sobreposto ao segundo gel de 7,5
%.

Para garantir uma boa corrente de corrida elétrica nos géis, elaboramos uma
solucdo tampdo com Tris-acetate e acido cloridrico — HCL a 0,5 mol com o Ph de 6,8 e
8,8.

6.5.1 Preparo do gel.

Inicialmente realizamos a separacdo dos elementos esséncias para a
preparacdo dos géis de eletroforese, sendo estes listados abaixo juntamente com seus

valores de referencia utilizados.

Gel ade 7,5 % (sete e meio porcento)

e Agua ultrapura Milli 4,85 ml (quatro virgula oitenta cinco).

e Tris-acetate a 1,mol com seu Ph de 8,8 2,5 ml (dois virgula cinco).
e Acrilamida 30,08 % 2,5 ml (dois virgula cinco).

e Dodecil-sulfato de sddio (SDS) a 10 % 100 ul (cem microlitros).

e Persulfato de amoénio (APS) 85 ul (oitenta e cinco microlitros).

e Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 8,5 ul ( oito virgula cinco

microlitros).

Gel a de 4 % (quatro porcento)

e Agua ultrapura Milli 3,68 ml (trés virgula sessenta oitenta ).

e Tris-acetate a 0,5 mol com seu Ph de 6,8 630 pl (seiscentos e trinta
microlitros).

e Acrilamida 30,08 % 675 pl (seiscentos setenta e cinco microlitros).

e Dodecil-sulfato de sodio (SDS) a 10 % 50 pl (cinquenta microlitros).

e Persulfato de amoénio (APS) 25 ul (vinte e cinco microlitros).

e Tetrametiletilenodiamina (TEMED) 5,5 pl ( cinco virgula cinco

microlitros).
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A pipetagem das soluc6es acima foi realizada conforme a sequéncia da lista,
porém, quando realizado a pipetagem da Acrilamida, manteve-se cuidado devido o nivel

de toxidade e a natureza acumulativa que a mesma ocasiona ao organismo.

Apos juncéo de todos os elementos listados, realizamos a homogeneizagao e
a pipetacdo da solucdo final preparada nas placas de vidro de corrida, onde adicionamos
no final cerca 1,5 ml (um mililitro e meio) isopropanol junto a placa de vidro para
retirar bolhas de ar, e tornar a superficie do gel lisa, auxiliando na corrida da
eletroforese.

Ressaltamos que inicialmente foi realizado a pipetagem das solugbes que
continha o gel de 7,5 % (sete e meio porcento) até proximo a superficie da placa de
vidro, sendo pipetado por ultimo o gel a de 4 % (quatro porcento) e sucedendo a
colocacdo das placas para formacdo dos pocos de corrida onde foi adicionado as
amostras para verificar seu peso de corrida ap6s a polimerizacdo do gel, no qual a figura
16 representa determinado procedimento.

6.5.2 Preparacéo da solucéo de corrida

A solucdo de corrida que fica envolta da placa de vidro com o gel
polimerizado foi preparada com Tris-glicina a 10 % (dez porcento), sendo esta uma
solucdo tamp&o, mais 900 ml (novecentos ml) de Agua ultrapura Milli e Dodecil-sulfato
de sodio (SDS) 10 ml (dez mililitros).

6.5.3 Preparo das amostras para eletroforese

As amostras submetidas a este teste foram a amostra Al extrato com 0SS0
liofilizado, A2 extrato com osso submetido a estufa, A3 extrato de acido acético
liofilizado, A4 extrato acido nitrico liofilizado, A5 extrato da raspa do hidroxido de
sodio a 1mol, A6 extrato de hidroxido de sdédio, e A7 colageno padrdo. Foi pesado e

diluido 1 mg (um miligrama) para 1 ml (um) em agua ultrapura Milli.

ApO6s homogeneizacdo das amostras acima pegamos 35 pl (trinta e cinco),
mais 11,7 ul (onze virgula sete) tampdo da amostra que encontrava-se seis vezes

diluida, sendo este uma mistura de glicerol, azul de bromofenol.
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Em seguida, cerca de 30 ul foram pipetados nos pogos produzidos no gel de
acrilamida na estrutura da eletroforese montada que encontrava-se envolvida pela
solucgéo de corrida. Cada poco representa um tipo de amostra. Feita tal etapa, ligamos os
eletrodos em seus respectivos polos, mantendo uma voltagem de 50 (cinquenta) volts
durante 22 minutos (vinte e dois) e posteriormente aumentando a corrente para 150
(cento e cinquenta) volts até observar a corrida da voltagem em toda estrutura do gel.
Podendo ser vista certa etapa que constitui o processo de eletroforese na figura 16.

6.5.4 Lavagem do gel de corrida/eletroforese

Com o termino da corrida elétrica na placa de eletroforese, retiramos o gel
com cuidado para ndo danificar sua estrutura, em seguida, tal gel foi colocado em
contato com azul de bromofenol puro durante 35 (trinta e cinco) minutos para corar e

identificar as bandas registradas no processo de eletroforese.

A solucgbes preparadas para o processo de lavagem foram compostas por 25
ml (vinte e cinco) de etanol, 7,5 ml (sete e meio mililitros) de &cido acético PA e 67,5
ml (sessenta e sete e meio mililitros) agua ultrapura Milli, objetivando a retirada do
excesso do corante e deixando as bandas visiveis para realizar analise dos resultado

obtidos deste teste.


https://bancadapronta.wordpress.com/2012/11/08/agua-ultrapura-milli-q-parametros-de-qualidade-e-principais-aplicacoes/
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Figura 16 — Representacdo de algumas etapas do processo de eletroforese desta

pesquisa.

Retirada da demarcacio dos pocos

f ey ’

Inicio de corrida eletroforese Fonte da eletroforese
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(', > -
Retirada do gel de eletroforese das placas de vidro apés corrida

Processo de lavagem da solucio azul de bromofenol para identificacio de bandas

Fonte: Elaboradas pelo autor da pesquisa no laboratotio farmacognosia da UFC.
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6.6 Ensaio de toxicidade do extrato com a Artemia salina.

A presenca de componentes toXicos em compostos animais e vegetais é
bastante comum, podendo corroborar efeitos graves no organismo humano quando em
contato em médio e longo prazo, o que faz necessaria a realizacdo desse teste, que visa
identificar o nivel de toxicidade, para garantir a qualidade do extrato e produtos sem

expor risco ao homem quando em contato com 0 mesmo.

O teste de toxidade realizado com Artemia salina é um ensaio bioldgico que
utiliza um organismo alvo para avaliar a existéncia de acdo dos compostos bioativos

dos extratos e presenca de toxicidade aguda do meio testado (LUNA et al., 2005).

Utilizamos como protocolo para a realizacdo deste teste os estudos dos
Meyer et al. (1982) e Nascimento et al. (1999) como algumas alteragdes, contudo, tal
técnica apresentada pelos mesmos sdo aplicas e trabalhadas em estudos recentes por

pesquisadores de diferentes instituicoes.

Para a realizacdo deste experimento fez necessario o preparo de uma
solucdo com agua e cloreto de sédio, na proporcdo 30g L!, deixando o seu Ph em 8.
Apobs o preparo da solugdo, pegamos um recipiente de vidro “béquer” de 1750 ml,
sendo inserida em seu interior na parte central, uma tela com didmetro de 0,02 cm de
espessura espacada 0,21mm, gerando uma divisao e formando dois espa¢os como esta

apresentado na Figura 17.

Em seguida, foi colocada a solucdo salina preparada cerca de 1500 ml no
béquer. Apds isso, adicionamos em um dos lados cerca de 50 mg de cistos de Artemia
salina com cuidado para que 0s mesmos ndo se direcionassem para o outro lado do
recipiente, que continha apenas solucdo salina. Sendo iluminado por uma lampada de
led 10w que encontrava-se posicionada do outro lado com objetivo de atrair 0s
organismos da Artemia salina para o outro lado do sistema proporcionando assim uma

uniformidade da populacdo utilizada.

Ressaltamos que a temperatura manteve-se controlada em torno dos 28 a 30
°C por meio de um termoémetro digital. Todo recipiente envolvido com papel aluminio
para auxiliar na ecloséo dos cistos, sendo escolhidos e utilizados para o estudo aqueles

gue demostraram maior resisténcia e uniformidade quanto ao tamanho, conforme
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separacdo por tela no interior do recipiente, e que foram atraidos para o outro lado da

tela pela luz.

Tal escolha visa certa homogeneizacdo das condigdes fisicas dos
organismos-testes. No que se trata ao periodo de incubacdo, foi em torno de 48 horas,

porém evidenciamos a presenca dos cistos ja nas primeiras 24 horas.

Figura 17- Esquema ilustrativo do sistema desenvolvido para eclosdo dos cistos da

Artemia salina.

- o

b

Fonte: (SOUZA, 2011).

6.6.2 Preparacdo das amostras com Artemia salina

Apbs a eclosdo dos nauplios eclodidos que conseguiram ultrapassar a tela
divisoria que se encontrava no centro do béquer no lado aposto que foi cultivado, foram
capturados com uma pipeta de Pasteur e transferidos 10 Artemia salina para tubos de
ensaio que continha em seu interior 4 ml da mesma solucédo salina preparada para sua

eclosdo no inicio.

Os testes foram realizados em triplicata para cada concentracdo de
extrato/composto desta analise, bem como o desenvolvimento de varios ensaios com
intuito de comprovar tal resultado e adaptagdes realizadas no mesmo no que trata o teste
te toxicidade. Teve-se a preocupacdo para que os produtos diluentes do extrato bem
como preparacdo da solugédo de cultivo e manutencdo das lavas ndo influenciassem no

resultado falso positivo ou negativo deste teste.

As concentragdes utilizadas para este teste foram 1; 500; 250; 125; 062;

0,31 mg- mL-! para cada amostra, sendo todas amostras dissolvidas na mesma solugéo
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salina de cultivo em concentracdo decrescente, onde tais valores utilizados foram

referenciados por outros estudos desenvolvidos com esta metodologia.

Utilizando o método para calcular a dose letal — DL , remetendo o extrato ou
composto de baixa toxicidade quando a dose letal for inferior a 50 % (DL50) superior a
500 mg - mL-!, moderada toxicidade para DL50 entre 100 a 500 ug mL-1 e bastante
toxica quando este valor da DL50 vier a ser inferior 4 100 ug mL-1 conforme estudo de
Amarante et al. (2011).

6.6.3 Contagem das Artemia salina

A contagem deste ensaio biologico fez mediante as primeiras 24 e 48
horas apds pipetagem das larvas nos tubos de ensaio com solucfes/extrato nas
respectivas concentragfes, levando em conta os nauplios vivos todos aqueles que
apresentavam movimentos no interior do tubo mediante atracdo pela luz, e mortas
aquelas que encontrava-se no fundo dos tubos sem qualquer movimento. Utilizamos
uma lupa de aumento para melhor visualizagdo e contagem. Sendo registrado tais
valores em planilha do Microsoft Office Excel e trabalhado seus resultados estatisticos

mediante media conforme registros dos dados nas 24 - 48 horas.
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7. RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Método de Extracéo

Quanto ao primeiro processo de extragdo com base no método de Liu
(2010), se fez algumas adaptagdes. Em virtude de ndo encontramos um método
especifico para extracdo de colageno provindo de gallus gallus, evidenciou-se que por
este método, com o passar dos dias, 0s extratos obtidos por meio de hidréxido de sddio
em contato com a matéria-prima teve uma diferenciacao de sua cor, como pode ser Visto
na Figura 18 que remete tal etapa. No qual, no primeiro dia, encontrava-se com realce

claro evoluindo para uma pigmentacdo meio escurecida, conforme registros abaixo.

Figura 18 — Amostras em contato com a solucdo utilizada e seu registro no

decorrer do processo de extracdo método de Liu (2010).

Amostra em 48 horas

Amostra apoés 72 horas Amostras centrifugadas apos 72 horas
Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica -UNILAB

Assim como todas as amostras, quando em contato com a solugdes, ndo
obtiveram ganho e perda de peso significativo em todo o processo de extracdo, em que
foi realizado o calculo da média de seu peso, sendo encontrado uma certa aproximacao

da média final dos valores de cada amostra em ambos os dias de pesagem. Certa
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variacdo dos valores de pesagem podem estar atribuidos ao manuseio das amostras ou
variacBes/interferéncia do meio fisico, como a balanca. Onde os registros dos valores
obtidos destas amostras/metodo sdo expostos na Tabela 4.

Tabela 4- Registro de peso das amostras durante processo de extracao.

SOLUGAO DE NAOH 0,1 MOL E CHsCO,H 0,5 MOL

PESO TOTAL DIA
PESO PESOIl PESOIIl MEDIA
PESO VIDRO AMOSTRA SOLUCAO [IDIA DIA(g) DIA(g) Em(g)

9 9 9 9
VIDRO 177,75 120,1 165,49 463,34 463,19 462,95 463,16
I
VIDRO 112,58 120,13 175,57 408,28 407,26 407,04 407,527
I
VIDRO 125,62 120,61 181,74 42797 429,01 428,84 428,607

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica -UNILAB

Durante a realiza¢do do processo acima, notamos a presenca de odor forte,
com caracteristica de cheiro fétido, porém, ap6s o processo de centrifugacdo e retorno
ao processo de agitacdo com solucdo de &cido acético a 0,5 mol, tais aspectos acima

citados tonou-se minimizado.

Com o término da primeira fase de agitacdo, foram adicionadas gotas da
solucdo de &cido acético glacial PA nas solucBes aquosas acimas. Constatamos a
formacdo de uma massa no meio liquido, e mudanca da tonalidade das substancias, que
encontavam-se escurecidas para um meio acinzentado conforme visualizado na Figura

19, em espaco de tempo de 48 horas apds contato com acido glacial PA.

Portanto, essa massa formada ndo apresentava as caracteristicas anteriores
como mal odor “fetido”, sendo ela aparentimente maledvel e consistente. Porém,
quando colocada ao meio ambiente, e sobre estufa a 37°C, a mesma se tornou bastante
rigida, forte, firme e maciga, com cor escurecida sendo visualizado certa amostras na

figura 19.
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Figura 19 — Processo de separacdo de substancias/filtracéo.

Separacio por gravidade ) Al;mostras obtias

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica -UNILAB
Mediante este processo de extracdo, reconhecemos que 0 extrato obtido
apresentou uma variacdo em seu peso, podendo estar relacinada a matéria-prima
utilizada e método aplicado, assim como a necessidade ter equipamentos especificos,
uso de reagentes quimicos e demanda de tempo em media de 120 horas para concluir
todo o processo de extracdo. Sendo gue quando ndo observado o protocolo de extracdo

podera influenciar o valor total obtido do extrato bruto e ndo obtencdo do mesmo.

Os rendimentos das amostras foram os seguintes: amostra | 51,45 mg;
amostra Il, 46,53mg; e amostra I1l 23,51 mg, totalizando um valor de extrato, quando
somado todas as amostras de 121,49 mg. Calculamos o rendimento da mesma em
porcentagem, onde constatamos seu rendimento em porcentagem mediante calculo
29,63% de produto extraido quando observado o valor total da matéria-prima utilizada

e submetida a esse método de extracao.

No segundo processo de extracdo, utilizamos as solugdes em meio &cido e
meio basico sendo: Acido Acético CH3-COOH, Acido Nitrico HNO3, Hidroxido de
Amonio —~NH40H e Hidroxido de S6dio NaOH, nas concentragdes de 0,1 mol, 0,5 mol

e 1 mol, sendo irmerso nas amostras nessas concentragﬁes.

As amostras, quando em contato com a solucdo de hidréxido de sédio nas
concentragfes j& citadas, em suas primeiras horas denotaram um aspecto turvo,
progredindo para uma tonalidade escurecida e meio avermelhada. No entanto, notamos
que quanto maior a concentracdo usada, maior denotacdo das amostras com aparéncia
gelatinosa, brilhante e amarelada sobre a matéria prima utilizada, podendo ser visto tal
fato na Figura 20 e cor das solucdes nas suas respectivas concentracoes testadas.
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Figura 20 — Extratos e resituos obtidos mediante solucdo de Hidroxido de sodia em

diferentes concentragdes.

Apo6s &s 72 horas em contato com a substancia de hidroxido de sédio foi

realizada a retirada desse residuo gelatinoso com auxilio de espatulas, sendo colocada

em uma placa de Petri para analise posterior. A parte liquida foi separada da sélida,

sendo submetida a processo de liofilizacdo apds neutralizacdo do pH. Segue abaixo

Tabela 5 com os registros dos pesos obtidos nas primeiras 72 horas das amostras de

hidréxido de sddio nos diferentes tipos de concentraces.

Tabela 5: Registro de peso da amostra submetida em solucéo de hidroxido de s6dio nas

concentragdes de 0,1 vidro I, 0,5 vidro Il e 1 mol vidro I11.

SOLUCAO DE HIDROXIDO DE SODIO A0,1,0,5 E 1 MOL

PESO  VIDRO
©)

VIDRO 180,75
|

VIDRO 133,78
I

VIDRO 145,12
1l

AMOSTRA SOLUCAO

(9)
120,2
120,51
120,14

(9)
177,81

183,17
169,29

PESO TOTAL DIA

PESO |
DIA (9)

478,76
437,46

434,55

PESO 11
DIA (9)

478,33
437,26
434,2

PESO I1I
DIA (9)

478,21
437,27
434, 31

MEDIA
()

478,433
437,33
434,375

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica -UNILAB
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No entanto, a parte liquida que foi obtida pelo processo de separacéo,
quando submetidos ao processo de liofilizagdo, ndo registramos nenhum um problema
durante esta etapa. Com a utilizacdo desta solugdo foi possivel obter extrato de ambas as

amostras antes do processo de liofilicdo e apos tal processo.

Porém mesmo obtendo dois extratos mediante utilizacdo de tal solucgéo,
notamos a presenca de cheiro forte, risco de contaminacdo e irritacdo de mucosa no
processo de manipulacdo da solucéo, necessidade de equipamentos especificos e tempo
para realizar o processo de extracao.

J& quando utilizamos o hidrdxido de aménia, observarmos nas primeiras
horas aspecto turvo, evoluindo para uma cor escurecida e avermelhada, em todas as
concentracdes testadas. Assim como também ndo notamos a presenca do odor fétido
que foi apresentando nas amostras de hidroxido de sddio, bem como a formacao de um

porte gelatinoso, claro e brilhoso.

Porém, quando a parte liquida das amostras de hidroxido de amonia foram
submetidas ao processo de liofilizacéo, tiveram que ser retiradas do equipamento por
formar uma espuma no interior do Erlenmeyer que evoluiu para camera de resfriamento
do liofilizador, podendo esta contaminar ou interferir nas outras amostras. Portanto, tal
solucdo para o processo de extracdo de possivel material colageno a base de pé do
gallus gallus domesticus ndo apresentou um resultado tdo positivo conforme metodo
utilizado, podendo ser visualizado tal fato em Figura 21 que representa o extrato
passando do Erlenmeyer para camera de resfriamento do liofilizado, bem como,

amostras em contato com solucdo.

Figura 21 — Extrato liquido obtido por hidroxido de amdnia, e submetido a processo de

liofilizac&o.

Amostras liofilizadas Solucio de hidréxido de aménia

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica-UNILAB
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No que trata sobre o peso das amostras, todas estas apresentaram certa
variacdo dos valores de pesagem. Porém, quando calculado a média de seu peso,
constatamos que a média encontra-se compativel aos valores de referéncia de pesagens
e registros das amostras registradas diariamente, sendo tais valores impressos na Tabela

6 abaixo.

Tabela 6 - Registro de peso da amostra submetida em solucdo de hidréxido de amdnia

nas concentragdes de 0,1 vidro I, 0,5 vidro 1l e 1 mol vidro I1I.

HIDROXIDO DE AMONIO NH,OH 0,1, 0,5 E 1 MOL

5 PESO TOTAL DIARIO
PESO VIDRO AMOSTRA SOLUCAO PESOIl PESOIl PESOIIl MEDIA

C) C) (9) DIA(g) DIA(g) DIA(9) (9)
VI[?RO 126,81 100,83 259,01 359,84 359,71 359,42 359,65
VIDRO 144,75 120,62 315,7 436,32 436,11 436,25 436,22
VIDIII?O 111,18 119,78 284,85 404,63 404,43 404,34 404,46

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica-UNILAB

As amostras, quando em contato com a solucdo de acido nitrico nas
concentragfes ja citadas, apresentaram uma cor marrom amarelado clara na
concentracédo de 0,1 mol, evoluindo para um contraste fosco a 0,5 mol e prata claro a 1
mol. Notamos que, conforme se tem o0 aumento da concentracao utilizada, teremos uma

alteracdo das cores dos extratos.

No que trata 0 peso das amostras nas primeiras 72 horas, comprovou-se que
houve uma pequena variacdo destas, podendo certa variacdo estd relacionada a
interferéncia do meio fisico, variacdo da balanca ou certa associacdo a ligacGes
quimicas formadas pelos gases. Porém, quando calculada a média destes pesos,
constatamos certa aproximacao dos valores de pesagem diaria, conforme apontamento

abaixo na Tabela 7.
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Tabela 7: Registro de peso da amostra submetida em solucdo de &cido nitrico nas

concentragdes de 0,1 vidro I, 0,5 vidro Il e 1 mol vidro I1I.

ACIDO NITRICO - (HNO3) A0,1,05 E 1 MOL

PESO TOTAL DIARIO

PESO VIDRO AMOSTRA SOLUGAO PESOI PESOIlI PESOIIl MEDIA
(@) (@) (@) DIA(g) DIA(g) DIA(g) (@)
VIDRO 125,95 120,52 271,72 392,24 3926 392,8  392,5467
VIIIZ)RO 11531 120,01 294,79 4148 4141 41412 41434
VIII;RO 141,46 120,56 289,59 410,15  410,2 411,74  410,6967

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica-UNILAB

Os pés de gallus gallus domesticus, quando colocados em solucdo de &cido
acético nas concentracbes usadas por esta metodologia, apresentaram coloracdo clara
nas primeiras horas, progredindo para um cobre na concentragéo de 0,1 mol, amarelo
queimado claro em 0,5 mol e siena a 1 mol, podendo ser visualizado determinada

caracteristicas de cor nas respectivas concentracdes na Figura 22.

Notou-se que o0 aumento da concentracdo do &cido acético levou o
clareamento das solucGes que estdo em contato com os pés de frango. O meio liquido
apresenta certa densidade, quando comparado com outros extratos, ndo contendo odor

fétido durante todo o processo. Abaixo segue imagens dos registros desta etapa.

Figura 22- Extrato liquido obtido da solugdo acido acética em diferentes

concentragoes.

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica-UNILAB
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Quando tais amostras submetidas ao processo de liofilizacdo expressaram
em sua fase final aspecto esbranquicado em p6 conforme visto na Figura 23. Nota-se
que o extrato final obtida por esta solugéo, denota boa quantidade e semelhanga com o
colageno hidrolisado padrdo de origem bovina encontrado nas farmacias de

manipulacdo e empresas desta finalidade.

Figura 23- Extrato obtido por meio do acido acético mediante processo de liofilizacéo.

N =
e\ »

Fonte: Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica-UNILAB

Sobre 0 peso das amostra durante &s primeiras 72 horas em contato com 0s
pés do frango, contatou-se que ambas as amostras tiveram uma pequena variacao no
peso, que pode esta relacioando com o meio fisico e calibracdo da balanga. Entretanto,
quando calculada a média desses valores, verificamos certa aproximacao dos mesmos
conforme registro na Tabela 8.

Tabela 8- Registros de peso da amostra submetida em solucdo de &cido acético acido

nas concentracdes de 0,1 vidro I, 0,5 vidro 1l e 1 mol vidro I1I.

ACIDO ACETICO (CH3COOH) A0,10,5 E 1 MOL

PESO TOTAL DIARIO
PESO VIDRO AMOSTRA SOLU(;AO PESO1l PESOII PESO IIl MEDIA
(9) (9) (9) DIA(g) DIA(g) DIA(9) (9)

VIDRO 119,71 120,16 257,42 377,58 371,77 377,713 377,69
I

VIDRO 140,65 120,66 271,29 391,95 391,8 391,42 391,72
11

VIDRO 134,2 120,85 284,2 405,05 4051 405,21 405,12
111

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica-UNILAB
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A terceira forma de extracdo por aquecimento e pressdo dispde de algumas
vantagens quando comparado com outros métodos de extracdo acima citados, tendo em
vista que ndo necessita do emprego de agentes quimicos, que podem influenciar direto e
indiretamente em acdes que provoque quadro de intoxicacdo, irritacao, sensibilidade aos

componentes quimicos.

No que trata aos compostos utilizados para o processo de extracdo, sabemos
que nos meétodos propostos de extragdo de material colagenoso se tem o emprego e
utilizacdo de agentes quimicos, nos quais, apresenta valor aquisitivo alto e certa
restricdo para compra, assim como, adequado local para manipulacdo e manuseio dos
mesmos. Porém, a terceira forma de extracdo é viavel devido a utilizacdo de apenas
meios fisicos em certa quantidade da substancia quimica de H20 estando em certa
quantidade no organismo vivo e sendo um elemento bésico e fundamental para a vida

humana.

Referente a quantidade de extrato obtido, a terceira forma foi a que
apresentou mair quantidade de extrato bruto obtido, no qual este exprime boa
consisténcia e densidade, gerando poucos residuos no final do processo de extracédo, o
que resulta de forma positiva em maior aproveitamento da matéria prima quando

comparado com outros métodos de extracao.

Portanto, os pés de frango submetido a este método, apds o contato com
ambiente refrigerado por cerca de uma hora, dispdem-se a formacdo de uma estrutura
gelatinosa, brilhosa com flexibilidade, denso e viscoso com odor caracteristico da
matéria-prima. Sobre temperatura ambiente permanece com tais caracteristicas de
gelatina hidrogel, tendo certas familiaridades das caracteristicas encontradas e descritas

na literatura sobre os extratos obtidos de colageno.

De acordo com Monteiro (2010), quando expressado certo tratamento
térmico que venha ser suficiente no meio aquoso/imido sobre uma matéria-prima que
contenha fibras inelasticas de colageno, acarretard encolhimento desta, gerando o
processo de gelatina que é um resultado do processo de dissociacdo/desenrolamento e
desdobramento da triples hélice da proteina colageno.
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Quando observado o contexto exporto por monteiro (2010) notamos o
terceiro método de extracdo fez uso de determinado tratamento térmico que pode ter
acarretado no encolhimento, quebra eembaragamento dos compoenetes ligantes que
estdo envolvidos na triples heélice do colageno, gerando assim a formacdo de
determinada gelatina/hidrogel, tendo em vista & ocorréncia da desnhaturacdo e processo

fisico que as amostras foram submetidas.

O coléageno € a base para a producgdo da gelatina, sendo esta uma proteina
desnaturada derivada, tendo alguns seguimentos para sua producdo, consistindo no
tratamento da matéria-prima, processo de extragdo do agente gelatinoso “colageno”,
purificacdo e secagem, e, quando obtido, podera ser aplicado em diferentes seguimentos

da industria alimenticia, farmacéutica e cosmética (SILVA et al., 2010).

Ja o segundo extrato, em que houve a trituracdo da matéria-prima, apds
submetido ao método de aquecimento, pressdo, e resfriado, manteve uma consisténcia
rigida, dura, inflexivel e macica de cor a acinzentada, em que temperatura ambiente

temos o amolecimento e deformacdo da mesma.

Logo, quando ambos os extratos foram submetido ao processo de
liofilizacdo, o primeiro apresentou caracteristica rigida, densa, forte, brilhosa,
esbranquicada e consistente. Ja o segundo extrato manteve aspecto rigido, denso, forte,
brilhoso e meio poroso podendo ser vistos tais tracos descritos na Figura 24. No que
trata do rendimento dos extratos e quantidade de produto final no que envolve
conservacao, preservando-se em temperatura ambiente sua forma e aspectos descritos
acima. Segue abaixo ilustragdo das amostras obtidas por meio de aquecimento e presséo
submetidas a processo de liofilizac&o.
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Figura 24 — Amostras obtidas por meio de aquecimento e pressdo submetidas a

processo de liofilizagao.

- —

“'Segundo extrato matéria triturada

> 9

Primeiro Extrato obtido sem osso

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica-UNILAB

No entanto, apresentacdo comercial das gelatinas no mercado geralmente
contétm uma cor clara, sendo incolor em solu¢des; mas pode apresentar uma cor
amarelada clara ou ambar escuro “cor de mel escuro”, onde a cor ndo interfere nas
caracteristicas predominantes do coldgeno (SILVA et al., 2010; SIEBERT, 1992;
COLE; ROBERTS, 1997).

Quando os extratos foram submetidos a estufa, a uma temperatura de 34 °C
por um periodo de 24 e 48 horas, constatamos que o primeiro extrato encontrava-se em
sua forma gelatinosa, passou para o estagio liquido, progredindo para uma estrutura
macia, meio resistente, flexivel, densa e emborrachada, com cor clara, podendo ser

moldado uma forma com certa facilidade, conforme registro na Figura 25.

Tal produto obitido assemelha-se com as placas de hidrocoldide utilizadas
em curativos que apresenta certo diametro, flexibilidade, podendo ser moldada
determinada forma, possuindo agente gelitificante. Entretanto a sua utilizacdo fornece
um ambiente imido, protegendo a lesdo contra microorganismos externos e auxilio no
processo de cicatrizacdo e producdo de tecido granulacdo estimulando angiogénese,
tendo como um dos pontos negativos o valor aquisitivo alto (SANTQOS, 2017).

Este produto tem demostrado grande eficiéncia como recurso terapéutico de
lesbes ocasionadas em pacientes que permanecem por um curto ou longo periodo
acamados, evitando ou auxiliando no tratamento das lesées com pouco ou moderado

exsudato, sendo estas: queimaduras superficiais parcial, Ulceras de pressao, feridas pos-
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operatérias e alivio da pressdo local evitando o surgimenro das ulceras por pressao
(SOUSA; PIMENTEL; SOUZA, 2017). Mediante produto obtido por meio do método
de extracdo por temperatura e pressdo, notamos certa equivaléncia com elementos que
sdo encontrados na placa de hidrocoldide no que remete a formacéo de espessura, cor,
elasticidade, formacdo de agente gelificante e protecdo. Podendo a mesma apresentar
certa aplicabilidade no tratamento de feridas tendo em vista a presenca de colageno em
sua estrutura e caracteristicas semelhantes com outros produtos ja conhecidos e

comercializados para o tratamento de feridas.

Estudos realizados em seres vivos voltado para o processo de cicatrizacdo
de feridas e lesdes com placas de hidrocoldide ja sdo conhecidos. A vista disso, 0
produto obtido mediante o processo de extracdo desta pesquisa configurou
caracteristicas visuais semelhantes a placa de hidrocol6ide, tornando-se importante a
realizacdo de novos testes e aprofundamento do mesmo para verificar sua atividade no
tratamento e prevencdo destas lesdes, tendo em vista a matéria prima e seus

constituintes.

Ja o0 segundo extrato, quando submetido as mesmas condi¢Ges do primeiro,
notamos que ocorreu 0 derretimento seguindo para uma estrutura rigida, dura,
concentrada, macica e consistente, visto certo apontamentos na Figura 25, bem como as

caracteristicas do extrato sem ter passado pelo triturado de laminas.

Evidenciamos uma perda de peso das amostras quando comparado o antes e
depois de colocar sobre a estufa. Tal fato pode estar relacionado a perda da umidade e
permanéncia de matéria seca, apresentando uma baixa humidade em sua constituicéo.

Segue abaixo ilustragao.

Figura 25 - Amostra obtidas por meio de aquecimento e pressao submetidas & estufa.

Primeiro Extrato obtido sem osso Segundo extrato matéria triturada

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de quimica organica-UNILAB.
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7.2 Teste bacteriologico

Quanto a realizacdo dos testes bacteriologico/microbiolégico concebidos
com os extratos de ambas as amostras na concentragcdo de 2mg/ml (duas miligramas por
mililitro) de solucdo aquosa, ndo foi obtido resultado positivo de acdo inibitoria nos
agentes Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella,
Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans no periodo de 24 e 48 horas “vinte e
quanto e quarenta e oito” na estufa de crescimento microbioldgico, onde certo fato é

visto na Figura 26.

Nesse periodo, obteve o crescimento e cultivo dos microorganismos em
ambas &s placas de Petris conforme esperado, tendo apenas a afericdo da formacdo do
halo pelo elemento controle, que é o antibidtico utilizado para combater o crescimento
dos microrganismos, sendo a referéncia para avaliar o resultado da acdo inibitdria

quando formado o halo em volta das solu¢des com extratos testados e coldgeno padréo.

Logo, os extratos testados em ambos 0s meios cultivados ndo demostram
acdo inibitéria contra o crescimento dos microrganismos usados, tendo apenas a
formacéo do halo do elemento controle que se encontrava no centro destas placas sendo
registrado certo resultado na Figura 26. Tanto no método de dissolucdo dos
microorganismo junto ao meio, disco de infusdo e pogo conforme descrito nos matérias
e métodos. Abaixo temos a Figura 26 das placas Petris com o0s respectivos
microrganismos cultivados sem a presenca de acdo anti microrganismos por parte dos

extratos testados apos as 48 horas em estufa de cultivo.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
https://pt.wikipedia.org/wiki/Klebsiella_pneumoniae
https://www.infoescola.com/reino-monera/salmonella/
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas_aeruginosa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Candida_albicans
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Figura 26 - Cultivo em estufa microbioldgica e resultados obtidos por meio dos

extratos e elemento controle.

Staphylococcus A. Atcc 6538 em poco Dissolvido em meio de cultura



Klebsiella P Atcc 13883 em poco Dissolvido em meio de cultura

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa no laboratorio de microbiologia-UNILAB.

Mediante pesquisa em base de dados da plataforma ScienceDirect e SCIELO

por meio das palavras-chave “collagen bacteriological test” e “collagen hydrogel”, ndo
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encontramos artigos que demostrem atividade antimicrobiana/microbioldgica realizada

com possivel extrato de colédgeno e coldgeno hidrolisado.
7.3 Espectroscopia de Absorc¢do na Regido do Infravermelho (FTIR)

A espectroscopia de absorcdo de infravermelho constitui um importante
método para andlise e comprovacdo da existéncia dos grupos funcionais de estruturas
organicas que esteja situado entre 400 a 4000 cm, tendo em vista 0 movimento das

moléculas organicas, como angular e axial.

Quando emitido radiacdo sobre os extratos, podera ocorrer uma vibracao
dos atomos e seus grupos de compostos organicos, facilitando, assim, a identificacdo e o
registro das bandas. Isso ocorre em cada alteracdo no nivel de energia vibracional,
influenciado mudangas em nivel rotacional ocasionando a impressao e constituicdo dos
dados e bandas observadas no espectro (LANCELOTTI, 2014; PRABAVATHI;
NILUFER; KRISHNAKUMAR, 2013).

Tendo em vista o intuito deste trabalho de extrair e caracterizar material
colagenoso a base de pés de Gallus gallus domesticus de ambas as amostras com auxilio
do método de Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho (FTIR), este
auxiliara significativamente no reconhecimento e identificacdo dos picos e suas bandas
especificas que caracteriza e reconhecer a presenca do coldgeno em ambas as amostras.
Atentaremo-nos a identificacdo destes agrupamentos a fim de atingir os objetivos deste
trabalho, tendo como padrédo o colageno hidrolisado que é comercializado em farmécias

de manipulacdo e comércios desta natureza.

As amostras submetidas para este teste foram: Al extrato mediante
aquecimento e pressdo com 0sso liofilizado, A2 extrato mediante aquecimento e pressdo
com 0sso em estufa, A3 extrato acido acético liofilizado a 1 mol, A4 extrato mediante
aquecimento e pressao liofilizado, A5 extrato mediante raspa de hidroxido de sédio a 1
mol, A6 extrato acido nitrico, e A7 colageno padrdo hidrolisado.

~

No espectro de infravermelho do extrato A7 “colageno padrao” ilustrado na
imagem abaixo, observou a presencga de grupos funcionais entre os intervalos de 400
cm! & 4000 cm! que combinam no processo de caracterizacdo desta proteina no
reconhecimento de grupos funcionais de amidas I, 1l e Ill. Constituindo um gréfico

representado pela Figura 27 e desenvolvimento da Tabela 9 com os respectivos valores
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das bandas de infravermelho que caracteriza os grupos funcionais do colageno e suas

atribuicdes que foram identificadas no extrato do colageno padréo.

Figura 27 - Espectroscopia de infravermelho — FTIR para do colageno hidrolisado

|—— Ex: A7 Colageno Padrio |

3653

Transmitincia (%)
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa obtida em laboratério de polimeros da UFC.

Tabela 09: Principais grupamentos observados no espectro de infravermelho —FTIR do

colageno hidrolisado.

Regido NUmero de Atribuicdes
Onda (cm?)
Amida 111 1082 Estiramento C-O
1240 C-N
Amida ciclica 1745 Cc=0
Amida Il 1330 Deformacéo de C-H(CH2)
3113
Amida | 1632 C=0 de amidas
Aril Alquil 1445-1584 c—C
Amina
Alquil-Amina 1031 C-N
Amida A 3008 NH
1630 estiramento C-O

Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.
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Os picos registrados fazem parte do processo de identificacdo da estrutura
do colageno, tendo em vista 0 comprimento de onda de 1745 cm? confirma a formagéo
de ligacdo de hidrogénio entre o estiramento NH, C ou O que remete o aminoécido
glicina (Gly), sendo responsavel pela introducdo da tripa hélice, bem como tal

aminoacido se caracteriza por esta estar presente no colageno (LIU et al., 2012).

As amidas Il dispbe no processo de combinacao da vibracédo de flexdo N-H
estando acoplada a vibracdo de alongamento do C-N, onde valores de comprimento de
onda abaixo que refere amida | e Il caracterizam a existéncia de fortes ligacdes de
hidrogénio na estrutura do coldgeno. Quanto maior a ligacdo de hidrogénio na estrutura
helicoidal tripla, maior poder estrutural de colageno, porém diferencas de absorcdes de
onda pode esta atribuida s diferentes estruturas moleculares desta proteina (HASHIM,;
RIDZWAN; BAKAR, 2014).

Contudo a presenca dos grupos funcionais da amida no extrato A7 do
colageno padréo hidrolisado, mantendo uma correlagdo entre os valores encontrados e
achados de pesquisas desta natureza, ajudando assim no processo de caracterizacdo
desta proteina. No entanto, usaremos como base de referéncia estes valores a fins de
comprovar existéncia dos grupos funcionais do colageno das outros amostras/extrato

mesmo por ser de diferente matéria prima.

O espectro de infravermelho da amostra A1, obtida dos pés de gallus gallus
domesticus mediante aquecimento e pressao passado por triturado, e submetida ao
processo de liofilizacdo, foi constituida a Figura 28 com o nimero de onda e seus picos
que define os grupos funcionais da proteina do coladgeno ajudando na sua analise e
caracterizacdo da amostra. J& na Tabela 10 encontra-se as atribuicdes dos principais e
0s principais comprimento de ondas de define a presenca da amida e seus grupos

funcionais.
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Figura 28 - Espectroscopia de infravermelho — FTIR para amostra Al extrato mediante

aquecimento e pressdo com 0sso liofilizado.

|—— A1 Ex: Meio aquoso como 0sso sobre pressdo Liofilizado |
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

Tabela 10 - Principais grupamentos observados no espectro de infravermelho —FTIR da
amostra Al extrato mediante aquecimento e pressdo com o0sso liofilizado que envolva

grupos funcionais de colageno.

Regido Numero de AtribuicGes
Onda (cm?)
Amida Il 1094 Estiramento C-O
1237 - 1745 Deformag&o angular de

grupos N-H acoplado com
estiramento de grupos C-N

Amida ciclica 1745 C=0
Amida Il 1458 Deformacéo de grupos C-H
1541 N-H
1552 Deformacéo de grupos N-H

acoplado com estiramento de grupos C-N
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3119 Deformacdo angular de N-H (60%) com
estiramento da ligagcdo C-N (40%)
Amida | 3085¢e N-H Amida Primaria
3097
1658 Estiramento de grupos C=0
Aril Alquil 1357 N-H
Amina
Alquil-Amina 1036 C-N
Amida A 3009 NH
1636 Estiramento C-O
Amida B 2925 Estiramento assimétrico de grupos CH2

Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

Neste espectro de absorcdo no infravermelho é possivel identificar varios
nameros de ondas que refere aos grupos amida do tipo I, 11, 111 especifico do colageno,
bem como outros grupos funcionais que estdo tabelados acima. A banda de absorcao
encontrada em 2925 cm? que corresponde o estiramento do grupo CH, assim como na
banda de 1094 cm! de forte intensidade devido ao estiramento da ligacdo C-O. No que
trata a presenca de amida do tipo I, encontramos as principais bandas 1658 cmisendo

tipico deste grupo devido ao estiramento de grupos C=0.

Tal espectro nos revelou a presenca da amida Il no comprimento de onda
1541 cm! e 1552 cm!, onde se tem uma deformacdo dos grupos N-H
acoplado com estiramento de grupos C-N, tendo em 3119 cm! deformacédo angular de
N-H (60%) com estiramento da ligacdo C-N. A amida Ill é encontrada no registro de
onda em 1094 cm? que direciona no processo de estiramento C-O, e 1237 cm?, 1745 cm?
temos uma  deformacdo angular de grupos N-H acoplado com

estiramento de grupos C-N.

Segundo Junior (2008), bandas em 1420 cm ! refere uma deformacéo
angular no CH se assemelhando a uma tesoura, que remete a estrutura do colageno.
Com isso, observamos impressdo de tal pico em 1423 cm?! deste extrato, mantendo

assim certa correlacdo como contexto ja preposto e conhecido em literatura.

O registro das bandas da amida I que dispGe uma frequéncia vibracional nos
intervalos de 1600-1700 cm? esta relacionado ao processo de estiramento do grupo de
carbonila na estrutura polipeptidica, representando um dos marcadores sensiveis da
estrutura secundaria da proteina de colageno, sendo observado em 1659 cm!. Com este
dado obtemos a confirmacdo da formacdo de ligacbes de hidrogénio entre os
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estiramentos N-H (posicdo X) e grupo C=0O (Glicina), remetendo no processo de

iniciacdo da tripla hélice do colageno (SINGH et al., 2011).

Quando observada a presenca de bandas de amida Il que estdo entre os
intervalos de 1515 — 1570 cm?, correlaciona-se a uma deformacdo de grupo N-H
acoplado com o estiramento de grupo C-H, no qual em nosso extrato encontramos em
1552 cm! (LIU et al., 2014). Porém, a banda identificada em 1458 caracteriza o
processo de deformacdo entre os grupos C-H que se encontra no anel pirrolidinico da
prolina e hidroxiprolina, que sdo aminoacidos caracteristicos do coldgeno (VEERURAJ
etal., 2015).

A espectroscopia de absorcdo no infravermelho da amostra A2 extrato por
aquecimento e pressdo submetido ao triturador com 0sso e encaminhado a estufa, €
impresso na Figura 29 abaixo juntamente com a Tabela 11, dispondo informacdes a
respeito das absorbancias e seus commprimentos de ondas que caracteriza a presenga de

amidas.

Figura 29 - Espectroscopia de infravermelho — FTIR para amostra A2 extrato por meio

aquoso com 0sso submetido em pressdo e estufa.

[—— A 2 Ex: Meio aquoso pressiio com osso - Estufa]
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.
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Tabela 11- Principais grupamentos observados no espectro de infravermelho —FTIR da
amostra A2 extrato por meio aquoso com 0sso submetido de presséo e estufa e

principais grupos funcionais que remete o colageno.

Regido NUmero de Onda Atribuigdes
(cm?)
Amida I11 563 — 603 Estiramento do esqueleto
1237 Deformagéo angular de

grupos N-H acoplado com
estiramento de grupos C-N

1094 Estiramento C-O
Amida ciclica 1745 C=0
Amida Il 1458 Deformagéo de grupos C-H (CH2)
1552 Deformacéo de grupos N-H
acoplado com estiramento de grupos
C-N
Amida | 3292 e 3384 N-H
1658-1652 Estiramento C=0/ligacéo de H
acoplado com COO
Aril Alquil 1357 - N-H
Amina
Alquil-Amina 1036 - 1036-1237 C-N
Amida B 2925 Estiramento assimétrico de CH2
Amida A 3009 NH

Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

Conforme os resultados obtidos mediante andlise do espectro para esta
amostra, é evidente a presenca das bandas de amina | em 1658-1652 cm! e 0
estiramento C=0 e ligacdo de H acoplado com COQ. Ja na amida Il, encontramos a
deformacdo do C-H (CH2) em 1458 cm?, e deformacdo do grupo N-H estando acoplado
com estiramento de grupos C-N em 1552 cm?. Correspondendo as vibracdes da amida
Il em virtude da deformacdo angular de grupos N-H acoplado com estiramento de
grupos C-N em 1237 cm?, e estreitamento sofrido em C-O no comprimento de 1094

cmi,

O processo de extracdo de gelatina de pés de frango por meio &cido
desenvolvido por Almeida et al. (2012) tem amida | em 1652 cm?, amida Il em 1539
cm?, amida Il 1241 cm 1, amida B 2932 cm! e amida A 3399 cmt. O processo de

absorcéo da amida | € uma vibracdo de alongamento acoplada ao COO, e amida Il é por
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meio de uma combinagdo do alongamento do C-N, tendo um processo de deformacao

no NH no plano do grupo peptidico.

A amida 111 esta presente nas 1220-1320 cm?, associando-se no processo de
deformagdo N-H e estiramento do C-N. Assim como, os picos de absorcdo do
infravermelho em torno de 1450-1451 cm?, também encontrados neste extrato, refere-se
a uma vibracéo do anel de pirrolidina da polina e hidroxiprolina, sendo especificas para
o0 coldgeno (MUYONGA, 2004).

A impressdo de valores espectrais de infravermelho entre a faixa de 1200-
1300 cm? caracteriza-se por ser uma marca digital Gnica da composic¢do e organizagdo
molecular do coldgeno concebido a formacdo sequencial tripéptica de glicina - Gly,
prolina - Pro e hidroxiprolina - Hyp (HASHIM; RIDZWAN; BAKAR, 2014).

Os espectros de FTIR da matriz de colageno de porcino apresentam picos
fortes entre os valores 1634 — 1550 cm! nas bandas de amida I, e o colageno de pés de
pato mostrou picos de amida | e Il mais amplas (1628-1550 cm?). Porém, quando
comparado com de porcinos, dispor, uma pequena diferenciacdo dos mesmo no
processo de caracterizacao dos grupos de amida e estrutura do coldgeno. Certa variacao
pode manter correlacdo com as diferencas estruturais da matéria prima utilizada,
processo de extragdo e metodologia aplicada no estudo, ndo sendo exato os valores
quando comparados dos tipos estudos acima (KIM et al., 2014).

Para a amostra A3 extrato acido acético liofilizado a 1 mol, quando
submetidos ao teste de espectroscopia de infravermelho, s&o exibido picos
caracteristicos de amida do tipo | em 1621 cm! e 3290 cm? associado ao alongamento de
N-H. A presenca da amida Il em 1338 cm! ocorre a deformacdo do C-H (CH?) e
estiramento do COO em 1414cm! seguindo para deformacdo N-H acoplado com
estiramento C-N. Na amida Il observamos em 561 cm! um estiramento do esqueleto
estrutural, seguindo para 1087 cm! de C-O e sofrendo uma deformacdo angular N-H
acoplado com estiramento de grupos C-N entre 1237-1240 cmt. A amida A ¢ localizada
na regido 3440 cm! onde notamos alongamento do N-H, segue abaixo a Figura 30 e a

Tabela 12 com os respectivos grupos funcionais que caracteriza colageno.

A amostra A3 deriva dos pés de gallus gallus domesticus com base no segundo

método de extracdo da solucdo de &cido acético a 1 mol submetido ao processo de
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liofilizacdo. Sendo impresso grafico com identificacdo dos grupos funcionais que

direciona a presenca da amida na Figura 30. E sendo constituido & tabela 12 para melhor

interpretacdo destes grupos funcionais com suas atribui¢cbes e comprimento de onda que

refere colageno.

Figura 30 - Espectroscopia de infravermelho — FTIR para amostra A3 extrato acido

acético liofilizado a 1 mol.
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

Tabela 12: Principais grupamentos observados no espectro de infravermelho —

FTIR da amostra A3 extrato &cido acético liofilizado & 1 mol com seus principais

grupos funcionais que remete o colageno.

Regido

Amida |11

Amida Il

NUmero de Atribuicdes

Onda (cm?)
561 Estiramento do esqueleto
1087 Estiramento C-O
1237 Deformacdo angular de

grupos N-H acoplado com

estiramento de grupos C-N
1338 deformacéo C-H (CH?)
1414 Estiramento COO
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1555 Deformacgéo N-H acoplado com
estiramento C-N
Amida | 3290 N-H
1621 C=0 de amidas
Amida A 3440 Alongamento N-H

Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

A identificagdo e caracterizagdo de picos de absorcdo para amida A em
colageno estd comumente associada a uma vibracdo de alongamento da estrutura N-H
que transcorre entre os intervalos de nimero de onda de 3400-3440 cmt. No entanto, é
vista a presenca de banda em torno de 3290 cm?!, que pode remeter ligacOes de
hidrogénio acoplado a grupo N-H (GAO et al., 2018).

S8o reconhecidos valores de absorbancia na amida | que remetem a
estruturas secundérias na forma de alfa hélice entre 1645-1659 cm?, acreditando-se
mediante resultados obtidos da espectroscopia de colageno provindo do osso de ovelha
dispdem desta esta alfa-hélice. Assim como também as variagdes ocorridas entre as
bandas de 1550 — 1600 cm? designada de amida Il configuram uma vibragdo de flexao
N-H de (40-60 %) acopladas as vibracgdes de estiramento C-N (18-40 % ) JEEVITHAN
etal., 2014).

Os picos de amida Il do colageno controle sdo observados 1548-1559 cm?,
para o colageno sorbitol e filmes de colagénio-glicerol em 1552 cm? e colageno GTA,
filme de colageno de HMDCA e colageno-TG; e a 1529 cm-1. No entanto, os modos de
vibracdo destas amidas sdo atribuidos internamente ao N-H curva de (40-60%) e as
vibrac6es de alongamento C-N (18- 40 %) (KONG; YU, 2007).

A presenca dos picos de amida 11 situa-se em torno do nimero de onda de
1240 cm?! do colageno padrdo, onde este valor varia para as diferentes amostras de
colageno sorbitol, colageno glicerol, filme de colageno, coldgeno com HMDC
permanecendo em torno 1238-1242 cm?. Tais picos caracterizam a curva do plano de N-
H e C-N, tendo alongamento das vibracgdes das ligacdes de amida, bem como absorcéo
das vibragGes de grupos CH2 do espiral da glicina e cadeia lateral da prolina
(ELANGO; BU; BIN, 2017).

Para a amostra A4 provinda do terceiro medoto de extragdo sendo apenas o

extrato que ndo passou pelo triturado, sendo submetidos ao processo de liofilizacéo.
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Sendo encontrado neste os agrupamentos de amidas I, Il e 111 bem definidas conforme

Figura 31 e Tabela 13 com principais grupos funcionais e atribui¢cdes encontradas nesta

amostra.

Figura 31 - Espectroscopia de infravermelho — FTIR para amostra A4 extrato de

meio aquoso somente de pés submetidos ao processo de liofilizagéo.
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

Tabela 13: Principais grupamentos observados no espectro de infravermelho —FTIR da

amostra A4 extrato de meio aquoso somente de pés submetidos ao processo de

liofilizac&o.
Regido Numero de Atribuicbes
Onda (cm?)
Amida 111 1236 Deformagéo angular de
Amida ciclica grupos N-H acoplado com
estiramento de grupos C-N
1020-1030 C-O-H
1080 PO2
1744 C=0
Amida Il 1453 Deformacéo de grupos C-H
1560-1500 Deformacéo de grupos N-H
1550 acoplado com estiramento de grupos C-

N
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Amida | 1650 Estiramento C=0
Alquil-Amina 1203 C—N
Amida B 2916 Estiramento assimétrico de
grupos CH2
Amida A 3008 -3400- NH
3440

Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

Para a amostra A4 encontramos a presenca dos grupos de amida do tipo |
em 1550 cm?, onde ocorre o estiramento do C=0 da estrutura secundéria de proteina na
alfa—hélice. Ja na amida Il, teremos a deformacdo de grupos C-H em 1453 cm! sendo
de forma simétrica e anti-simétrico do CH2, bem como, 1500-1560 cm? ocasionando a
deformacéo do grupo N-H tendo o seu dobramento acoplado com estiramento do grupo
C-N. A amida 111 no comprimento de onda 1236 cm? sofre uma deformacéo angular de
grupos N-H acoplado com estiramento de grupos C-N, em 1033 cm? tem a deformagéo
do glicogénio e 1080cm! de PO2 acarretando o estiramento. Caracterizando assim 0s

grupos funcionais de amida.

As vibracbes que envolvem os grupos de amida correlacionam as ligacGes
C=0, N-H e C-N, sendo estas ligacbes peptidicas de estruturas secundarias das
proteinas. As bandas encontradas de amida Il sdo resultado do arranjo fora de fase de
flexdo de N-H do plano, bem como o estiramento C-N, Flexdo C-O, estiramento C-C e
N-C de ligacdes peptidicas da estrutura proteica. Ja 0s grupos encontrados para amida |
sdo reconhecidos pelo estiramento do C=0 das ligagdes peptidicas das quais sao
modulados a estrutura secundaria da alfa hélice e conformacdo de folha beta do que
trata o coldgeno (CASTRO, 2018).

O valor encontrado da amida | do colageno provindo de pele de sapo-boi foi
na banda de 1653 cm?, no qual ficou entre a faixa de 1650-1655 cm! dos picos
registrados e outros colagenos, sendo confirmada a estrutura helicoidal em “forma de

hélice” do colageno por meio da absorbéncia entre 1235 cm' constituida no espectro.

No que trata da amida Il encontrou-se em torno de 1450 cm?, sendo um
valor de referéncia para resultados iguais ou aproximados a este. O aparecimento da
amida A esta associado a frequéncia de alongamento sofrido entre N-H em torno de
3400-3440 cm!. Porém, quando este agrupamento estiver ligado a hidrogénio, pode

apresentar deslocamento para uma frequéncia geralmente em 3300 cm? (L1 et al., 2004).
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Os grupos funcionais correspondentes ao coldgeno por meio da
espectroscopia de infravermelho envolvem a presenca de amida do tipo A, B I, Il e I11.
Tendo as bandas de pico de amida | em torno de 1650-1665 cm! com atribui¢édo C-O,
amida 11 1530-1550 cm! - N-H e C-N. Amida A em torno de 2225-2200 cm? -N-H, para
amida 11l dispde os picos de 2925 cm! para grupo funcional de CH3, 2924 cm! para
CH2 e 1239 e para amida B em torno de 3080 cm! (LEON-MANCILLA et al., 2016).

Onde na amostra A4 encontramos 0s grupos e valores do comprimento de
onda semelhantes com resultados de outras pesquisas que envolvem extracdo e
caracterizacdo de colageno. Temos o registro da amida | em 1650 cm?, sendo tal pico
descrito na literarura a confirmacdo da estrutura helicoidal em forma de hélice, assim
como o registro do comprimento de onda de 1744 cmda amostra A4, estando bem
proximo ao que foi encontrado por Liu et al (2012) em 1745 cm?, que confirma a
presenca da ligacdo de hidrogénio com o estiramento NH ou C, configurando a

existéncia do aminoéacido de glicina (GLY) encontrada ao estrutura do colageno.

Amida Il é registrada na amostra A4 em torno de 1237 cm? o que refere &
uma deformacéo angular dos grupos N-H acoplados com o estiramento de grupos C-N
que representa o encurvamento dos planos N-H e C-N com alongamento das vibracgdes
dos grupos de amida e absor¢do do CH2 destinando o processo em espiral da glicina e
cadeias laterias da prolina na estrutura do colageno. No qual tal pico é encontrado entre
0s comprimentos de onda 1238-1242 encontrados por ELANGO; BU; BIN (2017), e
estando préximo aos valores vistos do colageno padrdo com comprimento de amida 11
em 1240cm?.

Os comprimentos de onda referente aos grupos funcionais de amida I, 11 e
Il sdo todos encontrados na Figura 31, estando com os valore que remete 0S grupos
funcionais do colageno iguais ou préximos dos valores encontrados por pesquisadores
que identificaram colégeno de outras fontes de extracdo. No entanto, certos achados dos
grupos funcionais e semelhanga do estutura dos graficos dispde fortes indicios das

amostras compreender colageno do tipo .

Na amostra A5 de extrato de raspa de pés de frango por hidroxido de sodio a
1 mol do segundo método de extracdo utilizado, vista na Figura 32. E encontrado os
grupos de amida | em torno do pico de 1551-1634 cm! ocorrendo o estiramento do

grupo funcional de C=0 que dispde um dos marcadores da proteina colagenosa
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conforme a estrutura secundaria do coladgeno. Para amida Il registou-se no comprimento
de onda em 1336/1480 cm?, constituindo tendo deformacédo do C-H para formacgéo da
triplice helice colageno. Para amida A em 3444 cm! temos o alongamento do N-H e em
1634 cm! mediante o estiramento do C-O. Eventuais registros estdo apresentados na

Figura 32.

Figura 32- Espectroscopia de infravermelho — FTIR para amostra A5 extrato de

raspa de pés de frango por hidroxido de sédio a 1 mol

[——AS Ex: Raspa pés por hidréxido de sédio 4 1mol |
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Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa.

Conforme observado os resultados e discurssdes das amostras, é evidente &
presenca dos agrupamentos de amida e seus picos em todos os extratos, configurando

assim uma estrutura proteica do coldgeno nas amostras.

Notamos que os extratos Al, A2 e A4 expressa em seus resultados de
espectroscopia de infravermelho todos os picos que define os agrupamentos de amida I,
Il e Ill de forma bem evidente, caracterizando assim a presenga dos elementos
constituintes da estrutura do colageno e sua tripla hélice. Onde alguns valores dos

grupos funcionais das amidas séo iguais ou aproximos aos valores descritos em estudos
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que trataram sobre processo de extracdo, caracterizacdo e confirmacdo da presenca de

colageno do tipo | extraidos de outras fontes animais.

Assim como, os espectros de infravermelho das amostras Al, A2 e A4
compreenderam a presenga de grupos mas definidos para amida e maiores quantidade
de registros de picos. Preservando assim a existéncia dos grupos funcionas especificos
do colageno independentemente do tratamento que ambas as amostras acimas foram
submetidas. Ressaltamos que obtencdo destas amostras acimas, foi através do terceiro
método de extracdo, sendo este mais viavel quando comparado com 0s outros métodos

utilizados por esta pesquisa.

E quando comparado os resultados obtidos por estas amostras com o
colageno padréo € visto certa paridade da constituicdo dos graficos, porém as amostras
Al, A2 e A4 constituem mais definidamente os picos dos grupos de amida e elementos
constituintes da estrutura do coladgeno destacando-se, quando comparado com o
resultado obtido do coladgeno padréo.

Nos extratos A3 encontramos 0S agrupamentos de amida, no qual os
resultados obtidos neste extrato sdo similares ao colageno padrdo mais nao superior ao
mesmo quando observado a presenca dos grupos funcionas, constituicdo do grafico. Ja
no extrato A5 ndo é bem definido e apresentado na amostra os grupos funcionais de
amida I, 1l e I11, mais alguns grupos funcionais que caracteriza o colageno é encontrado

nesta amostra tendo como padrédo o colageno hidrolisado.

Concluimos que todos os processos de extracdo foram satisfatdrios, tendo
em vista 0 objeto de pesquisa deste estudo que envolve extracdo e caracterizacdo de
material colagenoso com auxilio espectroscopia de infravermelho para reconhecimento
dos grupos funcionas da amida. Notamos que as amostras Al, A2 e A4 representa 0s
agrupamentos funcionais do colageno, se destacando do colageno padrdo em alguns
aspectos ja citados no decorrer deste estudo. No entanto, todos os extratos contém tais
grupos funcionais que caracteriza o colageno, apresentado valores iguais ou
aproximados dos seus comprimentos de onda e pico quando comparado com os achado

nos estudos desta natureza.
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7.4. Espectroscopia UV-visivel de colageno

Esta analise por meio de espectroscopia de absorcdo UV-VIS foi realizada
com intuito de observar os valores de absorbancia da amostra padrdo de colageno e
comparar seu respectivo resultado com ambas &s amostras extraidas. Esta € uma técnica

utilizada para avaliar a purificacdo de proteina.

Na Figura 33 acima € possivel observar a formacdo de um pico de 230nm
até 270nm que remete a caracteristica do colageno do tipo I, sugerindo formacéo dos
grupos CO, CONH2 e COOH que estdo acessiveis nas cadeias polipeptidicas da
proteina de coldgeno (VEERURAJ et al., 2015).

Segue abaixo a Figura 33 —Espectro de absor¢do UV-VIS do colageno padrdo
hidrolisado que é comercializado.

—Gréafico do Colageno Padrao
1 2
404" 270
3,5 4
3,0
2,5
2,0

1,5

Absorbancia

1,0 -

0,5

0,0

0,5 ——— T ——————

—
200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

Comprimento de onda (nm)
Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa laboratério de polimero UFC.

Sabe-se que 0s aminodacidos tirosina, fenilalanina e triptofano apresentam
alta afinidade de coeficiente de absor¢cdo molar na regido do espectro UV-VIS entre
200-400 nm, onde a absorbancia de 280 nm pode ser aplicada no acompanhamento de
purificacdo das cadeias de proteinas aromaticas dos aminodcidos acima descritos
(SANTOS, 2017). De acordo com pesquisas realizadas, 0s grupos substituintes de
compostos aromaticos, aminas primarias e secundarias e carboxilas mantém absorgéo
entre 230 < a max <280 nm, assim como auséncia do triptofano em sua estrutura
(PAVIA; LAMPMAN; KRIZ, 2010).
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Ha tambem formacéo de picos de comprimento de onda registrando 245 nm,
260 nm e 274 nm, ndo excedendo o valor de onda a partir de 280° nm, remetendo assim,
0 grau de pureza deste coldgeno e eficiéncia do processo de remocéao das proteinas ndo
colagenosas em virtude de um bom método de isolamento e extracdo da proteina
(KITTIPHATTANABAWON et al., 2005; FIGUEIREDO, 2015).

Sabe-se por meios de estudos que as amostras com presenca de tirosina e
fenilalanina sdo cromoforos bastante sensiveis, e que absorvem luz abaixo de 300 nm,
como € visto em espectros UV-Vis de amostras colagenosas soluveis em pepsina com

picos de absorbancia em torno de 236 nm a 280 nm nao mais que isso (LI et al., 2004).

Mediante anélise do Espectro de absor¢do UV-VIS do coladgeno padrédo
hidrolisado, submetemos a esta analise as amostras dos extratos mediante aquecimento
e pressdo triturado e liofilizado (Al), extrato mediante aquecimento e pressdo sem
triturar submetido a estufa (A2), extrato mediante utilizacdo de &cido acético a 0,5 mol
liofilizada (A3), acido nitrico a 1 mol liofilizada (A4), extrato mediante raspa de
hidroxido de sodio a 1 mol (A5) e extrato de hidroxido de sodio a 1mol liofilizada
(AB).

Como isso na Figura 34, o registro dos graficos dos extratos juntamente
como o espectro do coladgeno padrdo para verificar possivel existéncia e similaridade no

formato, angulo e picos de comprimento de ondas, conforme imagens abaixo.

Figura 34 - Espectro de absorcdo UV-VIS do coldgeno padrédo hidrolisado e amostras
Al, A2, A3.
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa laboratério de polimero UFC.
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Na Figura 35 temos a representacdo grafica do espectro de absor¢do UV-VIS dos
extratos de acido nitrico a 1 mol liofilizada (A4), extrato mediante raspa de hidroxido de sodio
a 1 mol (A5), extrato de hidréxido de sodio a 1mol liofilizada (A6) e na cor preta o colageno

padrdo para avaliar os matuos picos e desenho gréaficos das amostras.

Figura 35 - Espectro de absor¢cdo UV-VIS do coldgeno padrédo hidrolisado e amostras
A4, A5, A6.
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Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa do laboratio de polimero da UFC.

Portanto, apds tratamento dos dados no programa OriginPro8 constatamos
gue os extratos submetidos a este teste denotou familiaridade no desenho dos graficos,
assim como nos comprimento de onda de 230, 245, 260 e 270 nm e seus picos, ndo

sendo exposto novos eventos apds estes valores até corrida final de 800nm.

O fato de ndo ter sido registrada absorbancia apds 280nm remete a uma baixa
quantidade de tirosina na molécula de colageno, pois quando registrado o pico acima
280nm podera representar outros tipos de proteinas. No entanto, os resultados obtidos
das amostras confirmam que a proteina recuperada é colageno, tendo como base 0s
resultados descritos de pesquisa, assim como bom processo de desproteinizagdo da
matéria prima utilizada estando os resultados em concordancia com os resultados

encontrados por Huang et al (2011).
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A realizacdo deste teste, utilizou-se o protocolo de Duan et al. (2009) e Li et
al. (2004), em que os mesmos referem que a diluicdo do extrato deve ser em solugéo
tampdo de acido acético e acetato de sodio para um pH 4.

No entanto desenvolvemos o trabalho conforme protocolo acima descrito,
assim como, em outras soluc@es, sendo acido acético a 0,5 mol, Dimetilsulféxido —
DMSO e solugio tampdo, Agua Milli-Q. Foi realizado o teste em triplicata com intuito
de comparar se os diluentes influenciam nos resultados dos gréficos, sendo registrado na
figura 36 do espectro de absor¢do UV-VIS da amostra do colageno padrdo, conforme

imagem baixo.

Figura 36 -Espectro de absor¢do UV-VIS do colageno padrdo hidrolisado
diluido em solucdo tampdo, &cido acético a 0,5 mol, Dimetilsulféxido — DMSO e

solucdo tampao, Agua Milli-Q.
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa laboratério de farmacognosia da UFC.

Podemos constatar mediante resultado acima do teste realizado com
colageno padrdo que, independente da solucdo diluente de tal extrato, ndo houve
interferéncia nos resultados quando observado forma do gréafico, de valores dos picos e
angulos. Foram registrados quatros picos de 230nm, 245nm, 260nm e 270nm, néo
obtendo a formacéo de novo pico até o ponto final da corrida de 800nm.
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7.5 Quantificacdo de Proteinas.

Para este teste utilizamos as amostras Al extrato submetido aquecimento e
presséo triturado e liofilizado, A2 extrato submetido aquecimento e pressdo triturado
submetido a estufa, A3 extrato acido nitrico liofilizado, A4 extrato de acido acético
liofilizado, A5 extrato da raspa do hidroxido de sodio a 1mol, A6 extrato de hidroxido

de sodio, e A7 colageno padréo.

Apresentamos na Figura 37 as solucbes utilizadas para dissolucdo dos
extratos sendo: Padrdo tampdo de acido acético e acetato de sodio para um pH 4, acido
acético a 0,5 mol, Dimetilsulfoxido — DMSO e solucdo tampdo, Agua Milli-Q e
quantificacdo de proteica. Sendo realizado este teste em triplicata com o objetivo de
identificar o valor total de proteina dos extratos/amostras representado 1 pg pL™

conforme grafico abaixo.

Figura 37 - Gréafico de quantificacdo de proteinas e solucbes diluentes das

amostras.
025 m A 7 ext: colageno padréo
0,2 m A 1 ext: osso liofilizado
_1; 0,15 = A 2 ext: 0ss0 estufa
2 01 m A 3 ext: 4cido nitrico
liofilizado
0,05 m A 4 ext: Ac. acético
0 liofilizado2
T acetato T. acetato+ H20 0.5M AA - A 5. ext: Rasp do hidroxido de
sodio a 1mol

DMSO01%
Solucoes diluentes

A 6 ext: hidroxido de sédio

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa laboratotio de farmacognosia da UFC.

Nota-se que o0 extrato com maior concentracdo de proteina final foi a
amostra A7 extrato colageno padréo, que registou valor de 0,206 pg pL™ para todas as
solugdes testadas conforme registro acima, ndo tendo variagdo em ambos os valores, 0
leva acreditar, que independentemente da solugdo acima testada, neste extrato nao
remeterd reducdo na concentracéo da sua proteina total no carater de ganho ou perda de

seus componentes proteicos, mantendo uma média igual ao valor descrito.
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Ja o segundo com maior concentracdo e media de proteina total foi extrato
A 2 de osso estufa com 0,191 pg pL™ solucio de tamp&o de acetato com DMSO a 0,1
mol, seguindo para tamp#o acetato com 0,179 pg uL™ e mantendo o mesmo valor de

0,178 pg pL* para dissolucdo em H20 e 4cido acético a 0,5 mol.

Com isso, evidenciamos que este extrato apresentou uma variacdo de sua
concentracdo proteica mediante solucdes utilizadas de cerca 13 pg pL™, pois quando
observado o valor de maior registro para menor em porcentagem refere
aproximadamente 6% (seis porcento), tendo a média de proteina total para este extrato
de 0,181 g pL™.

O extrato Al de osso liofilizado foi o terceiro com maior concentragéo de
protefna total, conforme registo em teste de 0,179 pg pL™* quando solubilizado em &gua,
em seguida para 0,172 pg puL™ em solucdo tampdo acetato com DMSO a 0,1 mol,
progredindo reducdo deste valor para 0,166 em solugdo tampéo e 0,153 pg pL™ solucéo
de 4cido acético a 0,5 pg uL™ mol.

No entanto, a diferenca de valore deste extrato foi em torno de 26 pg pL™
que representa em porcentagem cerca de catorze porcento (14%). Pode ocorrer esta
reducdo devido ao processo de homogeneizacdo das amostras nas solugbes usadas. A

média registrada de proteina total foi 0,167 pg puL™.

A gquarta maior concentracdo de proteina total foi na amostra A 4 extrato
4cido Acético liofilizado 0,140 pg pL™ solubilizado em soluc&o de acido acético 0,5
mol, seguindo pra 0,137 pg pL™ na solucdo tamp&o acetato, 0,122 pg pL™* em tampéo
acetato com DMSO 0,1 mol e 0,076 pg pL™ em meio aquoso. Neste extrato, notamos
que teve uma reducdo consideravel da concentracdo de proteina total quando tal extrato
foi solubilizado em &gua, deixando evidente maior afinidade de dissolucdo desta

amostra para um meio &cido.

Mediante analise deste resultado, quando reparado o maior valor registrado
para 0 mesmo, verificamos uma reducdo da quantidade proteica de 64 pg pL™,
expressando em porcentagem um valor aproximado de quarenta e seis porcento (46%)
de reducdo deste indice do que trata as solucgdes diluentes. E, quando calculada a média
proteica para amostra A4, foi de 0,119 pug puL™ .
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O quinto extrato A3 de extrato &cido nitrico liofilizado apresentou maior
concentragéo proteica total na solugdo diluente de meio aquoso, com valor de 0,097 ug
uL™ e registou valores iguais de 0,093 pg pL™ para todos os outros diluentes. Pode-se
considerar que independentemente das solugdes diluentes, os valores proteicos
apresentaram pequena variacdo e proximidade quando observado maior valor deste

extrato. Tendo sua média calculada em 0,094 pg pL™.

Subsequentemente, o sexto extrato com maior concentragéo proteica foi
0 A 5 da amostras de raspa de hidréxido de sédio a 1 mol, com cerca de 0,102 pg uL™*
solubilizado em tampdo acetato, seguindo para 0,095 pg pL™ na solucdo de &cido
acético 0,5 mol, para a solucdo meio aquoso de 0,092 pg puL™ e 0,083 pg pL™* em
solugdo tampéo de acetato com DMSO 0,1 mol. No entanto, quando calculado o indice
de variagéo da quantidade proteica visando a solucédo de diluicdo, constatamos variagdo
em torno de 19 pg pL?, quando expressado tal valor em porcentagem remete dezenove
porcento (19%) de variacdo. A média de proteina calculada para este extrato ficou em
torno de 0,093 pg pL™.

O extrato da amostra A 6 hidréxido de sddio foi o que apresentou menor
concentracdo proteica de todos os extratos testados, onde o maior valor quando
observado a solucdo de diluicdo foi de 0,091 pg pL™ em écido acético a 0,5 mol,
seguindo para 0,088 pg pL™ em tampdo acetato com DMSO a 0,1 mol, em tampao
acetato de 0,084 pg pL™ e por Gltimo 0,073 18 pL™ em meio aquoso. Notamos que a
diferenca do indice proteico variou conforme solugdo de dissolucéo utilizada em todo de
18 pL™, que representa em porcentagem valor aproximado de 20 % do valor total obtido

no primeiro meio. A média calculada da quantidade proteica foi de 0,084 18 pL™ .

A presenca de proteina foi registrada em todas as amostras submetidas a
este teste, apresentando certa variacdo dos valores proteicos, que pode manter relacdo
com o processo de dissolucdo e solubilizacdo dos extratos aos componentes diluentes,
tendo em vista que a amostra padrdo apresentou o mesmo valor de concentracdo

independente da solugéo diluente.
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Todos os extratos submetidos a este teste apresentaram uma taxa proteica independentemente de ter maior ou menor quantidade
quando comparados entre os mesmo. Tal afirmacdo € comprovada por teste de quantificacdo de proteina. Durante o processo de manuseio e
pipetagem dos reagentes, que por sua vez, quando em contato com proteinas, vai acometer uma mudanca na coloracdo de amarelo/castanha para
tons de azul, conforme indice de concentracdo proteica que mantem sensibilidade a parti de 1 pg pL™, sendo a intensidade da coloragdo

inversamente proporcional a quantidade proteica ocorrendo este fato em todas as amostras (Cheng, Y., H; et al, 2016).

Tabela 14 - Determinacdo de proteinas totais via espectrofotometria pg/pL- de ambos os extratos e solu¢des diluentes.

TABELA: Determinacédo de proteinas totais via espectrofotometria pug pL-1

AMOSTRAS Extratos /Amostras:
Al wvalor A2 valor A3 wvalor A4 valor A5 valor A6 valor A7 valor
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
DILUENTES Osso Osso estufa Ac nitrico  Ac. acético Rasp hidro de hidro de colageno
liofilizado liofilizado liofilizado sodio 1mol sodio padrao
T Acetato 0,166 81% 0,179 87% 0,093 45% 0,137 67% 0,102 50% 0,084 41% 0,206 100%
T. Acetato+ 0,172 83% 0,191 93% 0,092 45% 0,122 59% 0,083 40% 0,088 43% 0,206 100%
DMSO1%
H20 0,179 87% 0,178 86% 0,097 47% 0,076 37% 0,092 45% 0,073 35% 0,206 100%
0.5M AA 0,153 74% 0,178 86% 0,092 45% 0,14 68% 0,095 46% 0,091 44% 0,206 100%

Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa laboratotio de famacgnosia da UFC.
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Com analise da quantidicacdo de proteina observamos que no extrato de
colageno padrédo (A7), independente da solugéo utilizada para dissolucdo do extrato, ndo
constatamos variagdo dos valores totais de proteina sendo registrado em 0,206 pg/pL. ja
as amostras extraidas por meio da temperatura e pressao sendo Al e A2, notamos
valores da quantificacdo proteica desta aproximado, tendo uma pequena variagdo
conforme agente utilizado para dissolu¢do. Porém o maior valor registrado na amostra
(Al) foi 0,179 pg/pL e menor 0,153 pg/pL. Na amostra (A2) o maior valor foi 0,191
pg/uL e menor 0,178 pg/pL. Constatamos que o processo de dissolucdo destas amostras
podem ter influenciado na quantificacdo proteica, mas que mesmo com valores estdo

proximos do valor registrado do colageno padré&o.

Apresentando certa viabilidade quando comparada com o colageno padrédo
hidrolisado, por ndo necessitar de emprego de agentes quimicos, utilizacdo de
equipamentos, demanda de tempo, e sendo comprovado por este método a existéncia de
proteina nos extratos de forma significativa, onde contém sua média em torno de 0,175
Hg/uL, em porcentagem remete a 85 % do tota proteina contida em 1ug/uLdos extratos
(Ale A2).

7.6 Cromatografia de Permeacédo em Gel (GPC)

Com o auxilio do GPC é possivel identificar se determinada matéria
constitui um polimero devido sua longa cadeia e alta massa molecular superior a 10.000
(MM). Ja valores abaixo deste e ndo menores que 1.000 sdo denominados de
oligdbmeros, sendo definido de polimeros de baixo peso molecular, e elementos que
disponha massa molar acima de 1 milh&o considerados polimeros de massa molar ultra-
alta (MARTINI, 2010).

Mediante o conhecimento da curva padrdo da massa molar e desenho do
grafico cromatografico obtido das amostras, é possivel efetuar o célculo para descobrir a
polidispersividade das diversas massas molares, caracterizando assim o tipo de
polimero, tendo em vista que 0 modelo do equipamento utilizado nesta analise dispde
de um software para exposicdo do grafico, massa molar meédia e valor da

polidispersividade.
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Na figura 38 apontamos as amostras Al extrato de pés com osso liofilizado,
A2 Extrato de pés com o0sso em estufa, A3 Extrato de Acido Acético a 1 mol, A4
extrato somente pés em liofilizado, A5 extrato de Raspa de Hidréxido de Sédio a 1 mol,
e na Figura 38 determinamos a amostra A6 do colageno padrdo hidrolisado.
Posteriormente, foram tratados ambos os graficos e plotados no origin 8 conforme

imagem abaixo.

Figura 38 - Grafico das amostras/extratos submetidas a cromatografia
permeavel em gel - GPC
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

Figura 39- Gréafico do colageno padrdo submetidas a cromatografia permeavel em gel —
GPC.
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Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.
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Conforme os gréaficos registrados pelo GPC de ambos as extratos,
identificamos certa semelhanca em todos os perfis das amostras, dispondo de apenas um
Unico pico de distribuicdo de massa molecular durante toda a corrida, assim como
suponhamos que todos os matériais dispde de uma cadeia grande, ou seja, Sd0 macro
molécula poliméricas, tendo em vista que moléculas de tamanho pequeno nao

obteriamos tais picos.

O valores Mw sdo os valores da massa molar media que ambos o0s extratos
apresentaram, sendo este o pico mais alto das amostras, sendo encontrado este dado em
Log Mw elevado a 103 no eixo X, e o0 eixo Y referindo-se a porcentagem de

distribuicdo da massa, sendo apresentando assim para melhor ilustracdo dos dados.

E conhecido que o colageno é um tipo de polimero natural, sendo este
utilizado nos diferentes campos de atuacdo industrial devido ao grande interesse da
populacdo em seus componentes. Essas proteinas dispde-se nos tecidos e organismo
humano, assim como, na engenharia de tecidos, liberacdo de farmacos e producdo de
biomateriais (KHAN; KHAN, 2013).

O colageno é uma das principais proteinas estruturantes encontradas na
matriz extracelular, sendo este um polimero que apesenta baixa citotoxicidade e
antigenicidade proxima de zero, e boa biocompatibilidade no corpo humano, dispondo
resisténcia, forca mecanica e rigidez devido ao tamanho de sua estrutura e atuacdo na
formacdo de tecidos (NAIR et al., 2010). Mediante analise dos extratos, teve-se
conhecimento da massa molecular média dos extratos, que se configuram o ponto mais
alto registrado na curva do gréfico, e com auxilio do software, foi possivel obter-se o
valor da polidispersividade das amostras como visualizado na Figura 40.
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Figura 40- Massa molecular e polidispersividade das amostras extrainadas e colageno

padréo.

Dados do GPC
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Fonte: Elaborada pelo autor da pesquisa.

O extrato com maior massa molecular média registrado por este método foi
extrato A5 raspa de hidréxido de s6dio a um mol, tendo valor de sua massa 3935 g/mol
de Mw, seguindo pelo A6 referente ao colageno padrdo hidrolisado com valor da massa
molecular de 1976 g/mol impresso por Mw. O terceiro com maior valor de massa média
foi o extrato A2 pés de frango com osso submetido a estufa, em que encontramos o
valor de 1615 g/mol de Mw, ja amostra do A4 provindo meio aquoso somente pés
liofilizados obtivemos o valor do Mw de 1470 g/mol. O Al de extrato de pés com 0sso
liofilizado registrou valor, quando comparado ao mesmo extrato submetido ao processo
de liofilizacdo, de massa molecular Mw de 1106 g/mol, e o extrato com menor peso
molecular foi da Amostra A3 provindo de solugdo acido acético a um mol liofilizada

com valor de 1050 g/mol para Mw.

Portanto, com a distribuicdo e registro das massas de uma amostra,
deteremos a formacdo de uma curva de distribuicdo de massa molar, podendo esta variar
seu valor devido a retencdo e a oscilagdo dos eletrodos da coluna cromatografica, em
que certa variacdo que se encontrasse com uma pequena diferenca relativa de

aproximadamente 2.0000 Mw é tida como relativa ou similar do padréo.

Sabemos que o aumento da massa molecular de um extrato vai ocasionar

uma variacdo do tamanho da cadeia do polimero, podendo refletir na polidispersividade
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e maior distanciamento das pontas do grafico. Em nossos graficos, apesar de encontrar-
se uma variacdo do peso molecular, existe uma proximidade dos picos e sua massa,
similaridade do registro de distribuicdo de massa mediante tempo de corrido, e anatomia

do grafico, conforme ilustrado nos graficos.

No estudo desenvolvido por Rodrigues (2009) sobre colageno
hidrolisado, super hidrolisado e gelatina quando submetidas a teste de GPS, demostrou-
se um perfil molecular abaixo a 10 kDa, contendo a massa molecular media do colageno
super hidrolisado de 1454 g/mol com polidispersividade 1.415. J& em relacdo ao
colageno hidrolisado, o valor de sua massa média registrada é 1633 g/mol com
polidispersividade 1.535 e, quando apresentando em forma de gelatina, massa molecular
média 104442 g/mol e polidispersividade 9.522.

Dados do GPC realizados por Rodrigues (2009) apresentam valores
similares quando comparados com os resultados obtidos dos extratos desta pesquisa,
bem como o perfil dos gréaficos encontrar apenas um Unico pico em todo o processo de

corrida.

No que trata o processo de sintese celular e biossintese de colageno, séo
obtidos em melhor propor¢do quando o valor da massa molecular € menor, tendo em
vista esta afirmacéo devido um estudo realizado por Nishimoto et al. (2002), em que 0s
peptideos de coldgeno de 10000 a 5000 kDa com menor massa molecular induziram
com maior relevancia o processo de sintese de colageno na pele de ratos do que as
amostras de maior massa molecular, supondo que o tamanho desta massa molecular

influenciara na sintese de colageno e producédo de tecidos.

E vista certa indefinicdo / variacdo do peso molecular do colageno, porém,
pesquisadores acreditam na existéncia de um limite maximo de absor¢do desta proteina,
que seria menor que 3.000 unidades de peso molecular para absorcéo do organismo. Por
ser uma macromolécula, precisa ser degradada em moleculas de tamanhos menores,
facilitando no processo de absor¢do e acdo ao organismo humano, e tendo melhor
aplicacdo nas areas medicas, farmacologicas e estética quando observado este ponto
(DENIS et al., 2008).

As propriedades do material colagenoso mantém uma relacgéo direta com

a distribuicdo de massa molecular de suas fibras, podendo esta variar conforme método
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de extracdo, matéria-prima e condicGes do tipo pH, temperatura e elementos quimicos
utilizado, influenciando em possiveis alteracdes estrutural ou molecular e densidade de
carga da proteina colagenosa no produto final. Em resumo, o processo de extracdo de
matéria-prima e condi¢Ges impostas para extracdo de possivel material colagenoso
podera influenciar no tamanho molecular e estrutura final e polidispersdo do produto
obtido (ACHILLI; MANTOVANI, 2010).

Com base nos resultados obtidos dos extratos desta pesquisa, é visto que
apresentaram uma baixa massa molecular média quando visualizados e comparados
com outros polimeros de sua natureza, bem como os resultados obtidos por
pesquisadores a respeito do peso molecular do colageno. Visto que quanto menor o
tamanho molecular, maior acdo deste nos componentes celulares e organismo humano
podendo ser mais bem absorvido pelo organismo. Porém, no que refere de polidispersdo
dos nossos extratos, apresentaram um valor maior do que os registrados em algumas
pesquisas, podendo ser reflexo do método de extracdo, grau de pureza e matéria-prima,

dentre outros.
7.7 Eletroforese

A técnica de eletroforese visa descobrir a massa molecular dos extratos e
coldgeno padréo utilizados nesta pesquisa. Por tal técnica, distingue-se através da
separagdo de fragmentos de espécies eletricamente carregadas, quando expostas a uma
corrente elétrica em gel de poliacrilamida na concentracdo de 7,5% e 4%, onde um

encontrava-se exposto sobre o outro.

As amostras submetidas a este teste foram: amostra Al extrato com 0sso
liofilizado, A2 extrato com 0sso submetido & estufa, A3 extrato de acido acético
liofilizado, A4 extrato acido nitrico liofilizado, A5 extrato da raspa do hidroxido de
sodio a 1mol, A6 extrato de hidréxido de sédio, e A7 colageno padrdo. CPA é o
marcador de peso molecular, o qual foi pesado e diluido 1 mg (um miligrama) para 1

ml (um) em agua ultrapura Milli.

Apos realizacdo de todas as fases da eletroforese, obtivemos algumas
bandas de peso molecular reveladas no gel de poliacrilamida, sendo vistas na Figura 41

conforme demostrado em duas imagens digitais abaixo.


https://bancadapronta.wordpress.com/2012/11/08/agua-ultrapura-milli-q-parametros-de-qualidade-e-principais-aplicacoes/
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Figura 41 - Eletroforese e registro de bandas de peso molecular reveladas no gel de
poliacrilamida.

Eletroforese e revelaci de peso molecular em gel de poliacrilamida dos extratos obtidos

Fonte: elaborada pelo autor da pesquisa.

Conforme evidenciado pelo teste de eletroforese, identificamos que as
amostras apresentaram certa similaridade de peso molecular, tendo seu registro de
massa molecular entre 140 e 100 kDa na coluna de eletroforese das amostras e Al, A2,
A3, A4, A6. Ao observar a amostra padrdo de colageno A7 e A5, comprovamos que
neste teste de eletroforese em gel, ndo se registrou em nenhum momento 0 Seu peso

molecular conforme as duas eletroforeses realizadas.

Ja na amostra A4 existe indice proteico com diferente peso molecular sendo
dispersada em boa parte da coluna de eletroforese, porém, ndo foi possivel registrar com
melhor defini¢cdo seu tamanho em kDa, visto que este fato pode manter relagdo como

densidade e pocos de corrida do gel.

Sabemos que nas fibras de colagenos, encontramos a presenca de duas
bandas bem proximas uma da outra em torno de 100 kda correspondendo aos
componentes alfa 1 e alfa 2 no colageno, sendo seguido por uma banda mas acima que é
a cadeia beta da proteina colagenosa (PRESTES, 2011).

Eletroforese desenvolvida com coldgeno de origem bovina mostra a
presenca de duas bandas bem definidas com valor préximo de 123 kDa, sendo alfa 1 e
alfa 2 de mondmeros de colageno do tipo 1. Com auxilio da espectrometria, estes
valores de alfa 1, alfa 2 e alfa 3 foi fixado tais peso com 133, 129 e 138 kDa em estudo

desenvolvido por Alexandretti (2016).
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O colageno extraido do osso de ovinos apresenta uma semelhanca das
bandas eletroforéticas que indica a presenca de um dimero e trimero, correspondendo a
componentes de alto peso molecular, das cadeias alfa 1 de 126 kDa, e alfa 2 de 110
kDa, quando comparados com os resultados de pesquisas a respeito da eletroforese do
colageno tipo 1, aponta semelhanca dos valor com perfil eletroforético parecido com

outras fontes de colageno ja conhecidas (GAO et al., 2018).

Estudos realizados com pele e escama do peixe lagarto, com auxilio da
eletroforese, foi possivel identificar a existéncia de duas subunidades para alfa al e alfa
a2. Além disso, a posicao eletroforética desta unidade alfa 1 de 132 kDa e alfa 2 121
kDa sendo definido como colageno do tipo 1, sendo extraido da pele e escamas dos
peixes (CHEN et al., 2016).

Foi visto que os diferentes tipos de amostras trabalhadas nessa pesquisa
demostraram perfil semelhante aos resultados obtidos por outros pesquisadores no que
trata de eletroforese, bem como a proximidade das bandas, peso molecular em kDa.
Porém, sabemos que a diferenciacdo da matéria-prima, bem como o processo de
extracdo e falta de determinado componente, podem influenciar no resultado final de

uma pesquisa.

E visto que a utilizagdo de pepsina no processo de extragdo do colageno é
encontrada como certa frequéncia por auxiliar na clivagem da estrutura colagenosa,
tornando mais viavel o processo de extracdo. No entanto, sabe-se que, quando utilizada
essa pepsina, tem-se um aumento do rendimento da extracdo do coldgeno quase gque 0
dobro (LIN et al., 2013).

No que refere ao processo de extracdo de colageno, é vista a utilizacdo de
componentes quimicos e meios fisicos para obtencdo de tais resultados. No
desenvolvimento dessa pesquisa foi possivel realizar extracdo do colageno apenas com
meio fisico, detendo bom rendimento do material extraido que configurasse mediante
resultados e estudo ja realizado em coldgeno do tipo 1. Foi possivel, também,
desenvolver extracdo do mesmo com utilizacdo de componentes quimicos mesmo na

falta e limitac@o de alguns produtos importantes, como, por exemplo, a pepsina.
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7.8 Ensaio de toxicidade do extrato com a Artemia salina.

O experimento de ecotoxicidade com Artemia salina foi desenvolvido com
intuito de avaliar a existéncia de toxicidade preliminar dos extratos/amostras de material
a base de colageno em um sistema biolégico do reino animal, em diferentes

diluigbes/concentracdes.

As amostras submetidas para este teste foram: Al extrato mediante
aquecimento e pressdo com 0sso liofilizado, A2 extrato mediante agquecimento e pressao
com 0sso em estufa, A3 extrato acido acético liofilizado a 1 mol, A4 extrato mediante
aquecimento e pressdo liofilizado, A5 extrato mediante raspa de hidroxido de sodio a 1
mol, A6 extrato acido nitrico, e A7 colageno padrdo. A analise foi realizada em

triplicata.

A diluicdo das amostras foi junto a solucéo salina, estando em contato com
as larvas. Observamos que ambos 0s extratos testados ndo expressaram mortalidade das
Artemia salina, estando estas, apds as 48 horas de eclosdo em seu estagio de D3, bem
ativas, movimento-se e deslocando-se na dire¢cdo da luz, sendo notado o0 seu

crescimento/desenvolvimento de forma progressiva desde seu estagio de nauplios.

O resultado obtidos das concentragfes testadas 1; 500; 250; 125; 0,062;
0,031 mg/mL dos testes em triplica em ambas as amostras indicaram previamente que
os extratos testados ndo dispde de uma provavel bioatividade citotdxica, conforme
ensaio pré-clinico agudo de dose fixa, pelos critérios e metodologia estabelecida por
Meyer et al. (1982).

A verificagdo da toxicidade por meio Artemia salina se configura em ser um
experimento rapido, eficiente, de baixo custo, que carece de pequena quantidade de
amostras, cerca de (1- 20 mg), ndo precisando de técnicas assepticas, bem como
equipamento sofisticados de média e alta complexidade para sua realizacdo, dispondo
praticidade para ser realizado em qualquer laboratério quando abordado técnica correta
(MILANI; ZIOLLI, 2007).

Segundo McLaughlin (1998) dissertar que esse método de analise para
atividade citotoxica é bastante viavel, sendo indicado a sua realizagdo como uma

primeira analise do potencial de citotoxicidade para novos compostos, a exemplo da
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descoberta de novas classes de agentes antitumorais “Annonaceous acetogenins” que

fez uso deste.

Assim, estes ensaios/testes em in vitro Sdo essenciais no processo de
compreensdo e entendimento dos compostos e suas agdes quando em contato no
organismo vivo, sendo relevante para aprofundamento de novos estudos no campo da
toxicologia (GIULIANO et al., 2009).

Sabe-se que o0 colageno e biomateriais que constituem essa proteina, nas
formas de hidrogel, p6, esponja, curativos, eventos hemostaticos, dentre outros, na
maioria das vezes, ndo se apodera de caracteristicas citotoxicas e antigenicidade, sendo
estes biocompativel, biodegradavel e essenciais ao organismo humano (SADER et al.,
2013).

O colageno € um dos constituintes bases para formacao, desenvolvimento e
crescimento celular, estando presente em grande proporcdo no organismo humano.
Sendo um dos componentes da matriz extracelular, ndo é pra apresentar resposta
citotoxica (BOCCAFOSCHI et al., 2005; CHAJRA et al., 2008). Assim, 0 mesmo é
utilizado para diversas finalidades e aplicacbes no campo cientifico, biomédico,
farmacoldgico, cosméticos e género alimenticio em virtude de alta resisténcia,
biocompatibilidade, baixa antigenicidade, ndo citotoxicidade e caracteristicas nédo
inflamatorias (NETO, 2011).

Um estudo desenvolvido com colageno hidrolisado, super hidrolisado e
gelatina de origem bovina, para verificar o processo de citotoxicidade em células in
vitro, concluiu que ambas as células tratadas em todas as concentracGes testadas neste
ndo abancaram acdo toxica, sendo estas consideradas intdxicas para 0S organismos
testados (RODRIGUES, 2009).

Os resultados obtidos das amostras submetidas a teste de citotoxicidade
apresentam certa familiaridade aos resultados expostos e descritos por pesquisadores, no
que se refere a ndo existéncia de acdo citotoxica do colageno no organismo, bem como
por conhecer as propriedades que dispGe ao organismo. Com a realizagdo desse teste,
vimos certa semelhanca com resultados de pesquisa que descrevem processo de

citotoxicidade do colageno, assim como ao colageno padrao testado.
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8.0 Conclusao

Mediante realizagdo deste trabalho foi possivel obter extrato de amostras
provindas de pés de gallus gallus domesticus que apresenta certa familiaridade e
caracteristicas semelhantes quando comparados com coldgeno hidrolisado
comercializado, tendo em vista os resultados obtidos nos testes descritos e
desenvolvidos desta pesquisa.

Com base no método proposto por Liu (2010) com algumas adaptaces, foi
possivel realizar extracdo de material colagenoso, assim como, obtivemos boa
quantidade de amotra extraida. No que trata o segundo método de extracdo utilizado
nesta pesquisa, 0 mesmo resultou em maior quantidade de extrato quando comparado
com o primeiro método. Porém ambos os métodos se fez & utilizacdo de agentes
quimicos em diferentes concentracdes e equipamentos especificos, tendo em vista que
ndo se conhece um protocolo ou método especifico com finalidade de extracdo de

material colagenoso provido de pés gallus gallus domesticus.

Ja o terceiro método de extracdo aplicado nesta pesquisa foi o0 método que
apresentou melhor viabilidade de extragdo do material colagenoso, tendo em vista que
ndo utilizamos emprego de agente quimico, muito menos a necessidade de
equipamentos especificos, como visualizado do primeiro e segundo metodo de extracdo
desta pesquisa. Sendo rapido e acessivel o processo de extracdo para obtencdo de
extrato/amostas em quantidade de significativa e superior ao valor obtido pelo método
de Liu (2010).

No que trata do processo de caracterizacdo de ambas as amostras
providas dos métodos utilizados, foi possivel realizar sua caracterizacdo por meio da
espectroscopia de infravermelho, no qual identificamos os grupos funcionais que
constitui a proteina de colageno, estando presente tais grupos em todas as amostras. No
entanto as amostras do terceiro método de extragdo tiveram desenho do gréfico similar
ao colageno padrdo, apresentando uma maior quantidade dos grupos funcionas que sdo
reconhecidos para o coldgeno quando comparado com dados impressos pelo colageno

padréo.

Por meio da espectroscopia de proteina uv vis e infravermelho foi
possivel identificar e caracterizar as amostras mediante resultados encontrados nas

analise e conteudo descrito em pesquisas, leva acreditar que obtivemos extracdo de
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material colageno do tipo | por trés métodos distintos. Tendo em vista que os graficos
das amostras foram similares para todos os testes aplicados com viés de caracterizar e
identificar & proteina de colageno, assim como, a quantidade de proteina nas amostras

estavam presente em algumas amostras em boa COI’]CGI’]II’&Q&O em outras nao.

Em relacdo a quantidade de proteina encontrada nas amostras obtitdas
pelo terceiro método de extracao, apresentaram valor proteico aproximado ao valor total
do colageno padrdo. Pois certa variagdo pode manter relacdo com o processo de
dissolugcdo do extrato com os reagentes utilizados, tendo em vista que o valor de
polidispersividade destas amostras foi superior ao padrdo, mais que o tamanho da sua
massa molecular foi inferior. Conforme estudos realizados com colageno e aplicacdo no
organismo, 0S mesmos constam que quanto menor o valor da massa molecular do

coladgeno, melhor absorcédo e aplicabilidade do mesmo no organismo.

Ressaltamos que os resultado a base dos extratos provindos de pés de
gallus gallus domesticus em especifico do terceiro método de extracdo podem dispor
sistemas farmacéuticos em forma de gel, gelatina, placa, em po, diluicdo liquida e
coberturas protetoras, necessitado de certo delineamento e desenvolvimento de novas
pesquisas que vise aprimorar e aprofundar tais sistemas focando sua aplicabilidade e
teste mais complexos, em expecifico no tratamento, prevencédo, protecdo e recuperagdo

de lesdes que atinge o tecido cutaneo e tecidos.

Conclui-se que o terceiro método de extracdo foi mais viavel para
obtencdo de material colagenoso do tipo | provindo dos pés de gallus gallus
domesticus quando comparado com o método de extracdo proposto por Liu (2010).
Assim como obtivemos valores proteicos satifatorio nas amostras, massa molecular
menor que o colageno padrdo, resultados positivamente em possiveis aplicacdes ao
organismo. No que trata & toxicidade ndo foi apresentada junto ao organismo testado

de Artemia salina, sendo atingidos todos os objetivos propostos por esta pesquisa.
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