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RESUMO

A pesquisa no campo da engenharia de tecidos tem se desenvolvido exponencialmente nos
ultimos anos, principalmente no que diz respeito a pesquisa com hidrogéis que visam mimetizar
a matriz extracelular. Neste trabalho, investigou-se a formagdo de hidrogéis reticulados com
riboflavina/UV a partir de biomateriais extraidos de subprodutos da industria avicola, visando
sua aplicacdo como matriz extracelular para reconstrugdo de tecido cartilaginoso. Todos os
materiais de partida (peles, tenddes, 0ssos e penas) foram caracterizados quanto a sua
composicdo quimica (teor de lipideos, proteinas, cinzas e umidade), em seguida foram
submetidos a varias etapas de pré-tratamento visando a obtencdo de produtos com grau de
pureza adequado. Os biomateriais obtidos foram caracterizados por microscopia eletrénica de
varredura (MEV), difracdo de raios-X (DRX), espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FTIR) e analise termogravimétrica (TGA), calorimetria exploratéria
diferencial (DSC), tamanho de particula e potencial Zeta. A nanoqueratina obtida apresentou
tamanho médio de 167 nm e valor de potencial de - 32,4 mV, indicando boa estabilidade em
suspensdo. As bioapatitas obtidas apresentaram-se enquanto pés brancos de teor de carbonato
variando entre 3,5-5%, relacdo Ca/P variando entre 1,5-4,5 e indices de cristalinidade de 85-
95%, valores normalmente tidos como indicativos de bioatividade e biocompatibilidade. O
colageno obtido apresentou baixo teor de cinzas, efetividade nos procedimentos de purificacdo
e absorcdes no espectro de FTIR que indicam a manutencdo da tripla hélice, bem como
temperatura de desnaturacéo de 40,5 °C, condizente com o reportado na literatura para colageno
obtido de peles de frango. Foi possivel a obtencdo de hidrogéis manipuldveis de colageno,
hidroxiapatita e nanoqueratina através de reticulagdo com riboflavina/UV. Os hidrogeéis obtidos
apresentaram distribuicdo aleatéria de poros com tamanhos que variam de 50 a 380 um,
aumento da temperatura inicial de degradacéo resultante da efetiva reticulacéo e da adicdo de
nanoqueratina a matriz de colageno. Baseado nestes resultados é possivel afirmar que os
hidrogéis obtidos possuem potencial aplicabilidade no desenvolvimento de tecido cartilaginoso
para implante.

Palavras-chave: Colageno. Queratina. Hidrogel. Bioapatita.



ABSTRACT

Research in the field of tissue engineering has developed exponentially in the last years, mainly
in what concerns the research with hydrogels that aim to mimic the extracellular matrix. This
work aims to investigate the formation of riboflavin / UV cross-linked hydrogels from
biomaterials extracted from poultry industry byproducts, aiming at their application as a
mimetic extracellular matrix for the reconstruction of cartilaginous tissue. All starting materials
(skin, tendons, bones and feathers) were characterized for their chemical composition, lipid,
protein, ash and moisture contents, along with several pretreatment steps in order to obtain
products with an appropriate degree of purity. The obtained biomaterials were characterized by
scanning electron microscopy (SEM), X-ray diffraction (XRD), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR), thermogravimetric analysis (TGA) and differential scanning calorimetry
(DSC), particle size and Zeta potential. The obtained nanokeratin had an average size of 167
nm and a Zeta potential value of - 32.4 mV, indicating good stability in suspension. As
bioapatites obtained were presented as posterior carbon content varying between 3.5-5%, Ca /
P ratio ranging between 1.5-4.5 and crystal indices of 85-95%, values usually taken as
indicatives of bioactivity and biocompatibility. The obtained collagen presented low ash
content, effectiveness in the absorption and absorption procedures without FTIR spectra that
indicate a triple maintenance, as well as the denaturation temperature of 40.5 ° C, in agreement
with the report in the literature for collagen obtained from chicken skins It was possible to
obtain a preparation of hydrogels manipulating collagen, hydroxyapatite and nanokeratin
through riboflavin / UV crosslinking. The obtained hydrogels presented a random distribution
of pores with packages ranging from 50 to 380 um, increasing the initial degradation
temperature resulting from the effective crosslinking and the addition of nanokeratin to the
collagen matrix. Based on these results it is possible to state that the hydrogels obtained have
potential applicability in the development of cartilage tissue for implantation.

Keywords: Collagen. Keratin. Hydrogel. Bioapatite.
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1. INTRODUCAO

Ao longo dos ultimos anos a producédo anual de carne de frango tem sido crescente,
independente do cenario econdmico mundial o setor avicola nacional continua a crescer, se
consolidando como 2° maior produtor e exportador. Como motor deste processo, tem-se um
cenario onde a qualidade e a sanidade envolvidas na producdo nacional estdo alinhadas a um
grande dinamismo. Frente a um cenario tdo promissor, o setor conta também com as pressoes
da sociedade no sentido de planejar e desenvolver suas atividades de forma sustentavel e
equilibrada, capaz de atender as exigéncias legais e mercadolégicas mundialmente
estabelecidas. Em funcdo disto, se faz necessario o correto manejo dos residuos gerados pelas
atividades do setor avicola, bem como, o desenvolvimento de processos tecnoldgicos capazes
de agregar valor a estes residuos, de forma a fortalecer a cadeia produtiva e gerar novas
possibilidades de emprego e renda (ASSOCIACAO BRASILEIRA DE PROTEINA ANIMAL,
2016)(PADILHA; SILVA; SAMPAIOQ, 2006).

O aproveitamento e agregacdo de valor a residuos com potencial econémico esta
entre as principais praticas que fundamentam o uso racional dos recursos naturais. Como
desafio a este ideal, vale ressaltar a producdo de grande variedade de residuos no processo de
producdo da carne de frango, muitos dos quais sdo fontes de proteinas e minerais
potencialmente utilizaveis como insumos na producdo de biomateriais. Dentre 0s quais
destacam-se os residuos sélidos: penas, visceras, cabecas, pés, carcacas, peles e 0ssos diversos
(EL BOUSHY, A. R.; VAN DER POEL, A. F., 1990). A partir de tais subprodutos € possivel
obter biomoléculas e minerais de enorme valor cientifico, tecnolégico e comercial, uma vez
que sdo detentores de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas adequadas a diversas
aplicacdes, incluindo a area biomédica (CHU; LI1U, 2008).

A partir dos subprodutos supracitados, tem-se desenvolvido inimeras pesquisas
com o intuito de promover o uso racional dos mesmos, neste contexto a area de biomateriais
tem sido responsavel por grande parte das publicacGes. Tal fato pode estar associado ao
crescimento do mercado de biomateriais promovido pelo crescimento na demanda gerado pelo
aumento da expectativa de vida da populacdo, aumento do poder aquisitivo nos paises em
desenvolvimento e melhorias tecnoldgicas na abordagem de doengas anteriormente vistas como
ndo trataveis. Uma vez que, o conjunto destes fatores aumenta enormemente a demanda por
materiais capazes de reparar ou substituir tecidos lesados, resultando em investimentos

crescentes nas areas capazes de contribuir com o seu desenvolvimento (PIRES, 2015).



Como mostram as pesquisas desenvolvidas nos ultimos anos, o colégeno, a
hidroxiapatita e a queratina, tem sido objeto de diversas pesquisas na area de biomateriais,
dentre as quais vale ressaltar a sintese de hidrogéis a base de colageno visando o uso como
suporte para cultura de tecidos (MCCOY et al., 2016; KUO et al., 2015), enxertos 0sseos
produzidos a partir de hidroxiapatita e colageno (SIONKOWSKA; KOZLOWSKA, 2010)
hidrogéis de queratina quimicamente modificada para liberacdo controlada de farmacos e
cultura de tecidos (NAKATA et al., 2015), uso de nanoparticulas de queratina como reforco
em scaffolds de quitosana para reconstrucéo de teciduo 6sseo (SARAVANAN et al., 2013),
entre outros.

Neste contexto, o presente trabalho busca extrair biomateriais a partir de
subprodutos da industria avicola e a partir destes obter um hidrogel com propriedades

adequadas para utilizacdo como suporte para cultura de tecidos.



2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Utilizar nanoqueratina, bioapatita e colageno extraidos a partir de subprodutos da
indUstria avicola como insumos para o desenvolvimento de hidrogéis com caracteristicas

adequadas para cultura de tecidos.

2.2 Objetivos especificos

Extrair colageno, bioapatita e nanoqueratina a partir de subprodutos da industria
avicola;

Caracterizar os biomateriais obtidos através de analises morfoldgica, estrutural,
cristalogréfica e térmica;

Sintetizar hidrogéis de colageno reforcado com nanoparticulas de queratina e
hidroxiapatita em diferentes concentracdes através de reticulacdo com riboflavina/UV;

Avaliar a influéncia da adicdo dos agentes de reforco em diferentes concentracGes

nas caracteristicas estruturais, térmicas e morfologicas dos hidrogéis obtidos.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 IndUstria avicola

O Brasil desponta no cenario internacional como o0 2° maior produtor de carne de
frango, posto alcangado entre o final do ano de 2015 e o inicio de 2016. Segundo dados do
Relatorio Anual, (2016) da Associacgdo Brasileira de Proteina Animal, neste ano o pais atingiu
a marca recorde de 13,146 milhdes de toneladas de carne de frango, das quais 67,7 % se
destinam ao mercado interno e os demais 32,3% a exportacdo. NUmeros que colocam o pais em
posicdo de destaque internacional e que mostram qudo desenvolvida é a capacidade produtiva
do setor.

Entre os residuos sélidos produzidos, podemos destacar os de natureza sélida como
as penas, visceras, cabecas, pés, carcacas, peles, 0ssos e esterco (OVIEDO-RONDON, 2008).
Tais residuos apresentam-se como importantes fontes de proteinas, lipideos e minerais, tendo
em funcdo disto, grande potencial de aproveitamento enquanto insumos para producgédo de
biomateriais com capacidade de promover substrato natural para proliferacédo e diferenciacdo
celular. Uma vez que, grande parte dos subprodutos da industria avicola contém biomoléculas
e biopolimeros de interesse tecnolégico, dentre os quais destacam-se a queratina, colageno,
acido hialurénico, fibrinogénio e bioapatita, amplamente estudados.

3.2 Colageno

O colageno é uma proteina estrutural, muito embora, exerca um papel muito mais
amplo nos sistemas bioldgicos, estando diretamente relacionado com as fungdes exercidas por
varios 0rgaos nos quais se faz presente. A palavra colageno refere-se a capacidade de formar
cola (gelatina) quando determinados tecidos sdo aquecidos em agua. O colageno é a proteina
mais abundante em humanos e mamiferos de uma forma geral, apresentando em sua estrutura
cadeias polipeptidicas dispostas paralelamente em forma de fibras (KUCHARZ, 1993). Até o
presente momento ja sdo conhecidos 29 tipos de colageno. Na Tabela 1 estdo apresentados 0s

principais tipos de colageno e algumas de suas caracteristicas.



Tabela 1 — Tipos e distribuicdo do colageno.

Tipo

Classe

Distribuicéo nos tecidos

Formadores de fibrilas

Formadores de fibrilas

Formadores de fibrilas

Formadores de redes

Formadores de fibrilas

Tipo mais abundante encontrado na pele, 0sso,
ligamento, tenddo, fibrocartilagem e cornea.
Cartilagem hialina e elastica, disco intervertebral e
humor vitreo.

Prevalente nos vasos sanguineos, pele e intestino.
Laminas basais e capsulas do cristalino.

Associado com o colageno tipo | no 0sso, membrana da

placenta e cornea.

Fonte: adaptaco de Fratzl, 2008.

A estrutura do colégeno tipo | é composta por 3 cadeias polipeptidicas a, sendo

duas idénticas (a1) e uma distinta (a2), cada cadeia possui uma sequéncia de aminoéacidos

caracterizada pela repeticdo dos componentes obedecendo a seguinte sequéncia (GLY-X-Y),

sendo GLY=glicina, Y (prolina ou hidroxiprolina) e X um aminoéacido qualquer (FRATZL,

2008). Na Figura 1 estdo apresentadas as férmulas dos principais aminoacidos presentes no

colageno.

Figura 1 - Formula estrutural dos principais aminoacidos presentes no colageno.

HoN—CH—C—OH
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i
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(b) (c)

(a) Glicina; (b) Prolina; (c) 4 — hidroxiprolina.

Dentre todos, o tipo | é o mais amplamente utilizado como biomaterial, o que se

deve principalmente a biocompatibilidade, promovida pela similaridade da sequéncia de

aminoacidos entre as diversas espécies, biodegradabilidade e abundéancia, muito embora

produza geis com resisténcia mecénica reduzida, o que em geral é contornado pela utilizacéo

de agentes reticulantes tais como o glutaraldeido. O coldgeno é abundante na matriz



extracelular, em funcdo disto é capaz de suportar a adesao e proliferacao celular. O colageno
tipo | pode ser extraido dos tecidos onde encontra-se presente e reconstituido. Entre os metodos
de extracdo podemos destacar a via acida, que utiliza geralmente, o acido acético a 4 °C por um
periodo que varia entre 48 e 96 h. Extracdo por via enzimatica, com 0 uso de acido acético
juntamente com uma protease, geralmente pepsina, a 4 °C por periodos que variam de 48 a 96
h (CHENG et al., 2009)

3.3 Queratina

As queratinas sdo proteinas fibrosas de origem animal e juntamente com o colageno
constituem dois dos biopolimeros mais importantes no reino animal. Podem ser consideradas
um dos materiais de origem bioldgica mais resistentes mesmo composta essencialmente de
proteina, sendo em geral, de baixo teor mineral. Os materiais queratinosos sdo formados por
células especializadas denominadas queratindcitos, presentes no tecido epitelial, estes
materiais constituem compadsitos biopoliméricos naturais, 0s quais apresentam uma estrutura
hierarquicamente organizada desde a escala nanométrica, podendo ser encontrados em diversas
espécies animais na forma de 13, penas, unhas, chifres e bicos, portanto, podendo desempenhar
as mais variadas fungdes. Assim sendo, uma compreensdo mais ampla das estruturas e suas
funcbes nos tecidos queratinizados podem conduzir a elaboracdo mais objetiva de novos
materiais (WANG et al., 2016).

As gueratinas costumam ser classificadas em func¢éo do tipo de estrutura secundaria
que suas cadeias assumem, a-hélice ou folhas-p-pregueadas, como a-queratina (a-hélice) ou
B-queratina (folhas-p-pregueadas). Ambas constituidas por cerca de 21 aminoacidos e tendo o
aminoéacido sulfurado cisteina como componente majoritario (LODISH et al., 2000). Outras
classificagdes menos usuais também podem ser encontradas na literatura, sendo estas em
funcdo da forma como ocorre a biossintese (GIROUD; LEBLOND, 1951), da quantidade de
ligacOes cruzadas (CROUNSE, 1963), da sua origem animal (de aves, répteis ou mamiferos)
ou de seu teor de enxofre (hard e soft) (FRASER et al., 1972).



Tabela 2 — Distribuicao de a- e B-queratinas.

a-queratinas L4, pélos, penas, unhas, chifres, cascos e estrato corneo
B-queratinas Penas, bicos e garras de aves, garras de répteis e escamas
o e B-queratinas Epiderme de répteis, escamas de Pangolin

Fonte: Adaptacdo de WANG et al., 2016

Os materiais queratinosos sdo compostos por estruturas secundérias do tipo o ou
B, apresentam-se a nivel nanométrico na forma de uma matriz filamentosa, apenas diferindo
quanto as caracteristicas dos filamentos. No caso dos filamentos de B-queratina, temos
filamentos de 3-4 nm de didmetro, formados por apenas um tipo de proteina com massa
molecular de 10-22 KDa. (SQUIRE et al., 1987). No caso da a-queratina, a matriz filamentosa
é composta por filamentos intermediarios com didmetro que varia entre 7-10 nm, compostos
por mais de um tipo de proteina com massa molecular que varia de 40 a 68 KDa (ALIBARDI
et al., 2006). Tais filamentos sdo formados por cadeias polipeptidicas unidas firmemente umas
as outras em um arranjo cristalino (BEAR; RUGO, 1951).

A estrutura molecular e seus mecanismos de formacao sdo as caracteristicas mais
importantes na diferenciacdo entre o, e B-queratinas. A estrutura dos filamentos de B-queratina
é formada por cadeias polipeptidicas dispostas paralelamente ou anti-paralelamente, ligadas
lateralmente por ligacdes de hidrogénio intermoleculares entre os grupos N-H de uma cadeia e
0s grupos C=0 de outra contribuindo para dar estabilidade a estrutura (LODISH et al., 2000).

A Figura 2 — apresenta a estrutura dos filamentos de beta-queratina.



Figura 2 — Estrutura dos filamentos de B-queratina.
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Fonte: Adaptagdo de FRASER et al., 1972

As cadeias da proteina sdo compostas por sequéncias de aminoacidos que definem
onde ocorrem interacOes intermoleculares e 0 acesso a liga¢des quimicas. Um dos aminoéacidos
mais abundantes na queratina € o aminoacido sulfurado cisteina, que torna possivel o grande
namero de ligacGes dissulfeto intra e intermoleculares que conferem a queratina propriedades
como resisténcia mecanica e pouca solubilidade em um grande nimero de solventes. A cisteina
presente nas queratinas encontra-se na forma de cistina, um aminoécido formado pela ligacéo
entre duas moléculas de cisteina através de uma ligacao dissulfeto. Este aminoacido localiza-se
em grande parte nas regides terminais da proteina. Como boa parte dos biomateriais de origem
natural, a queratina possui biocompatibilidade e atividade bioldgica sendo capaz de formar uma
matriz tridimensional adequada a infiltracdo, adesdo e proliferacdo celular.

3.4 Bioapatita

O termo ““apatita” pode ser aplicado a todos os compostos com formula geral
A10(BO4)sZ2 (0u Ms(XO4)3X), onde A ¢é geralmente um cation metalico divalente (Ca?*, Sr**,
Ba®*, Pb?* ou Cd?*), BO4* um anion trivalente com B geralmente sendo um metal (PO4>", AsO4>
ou MnO4*) e X um &nion monovalente (F", ClI, OH" ou Br’). O nome especifico de cada apatita
depende dos elementos ou radicais A, B e X. Nestes termos, a hidroxiapatita estequiométrica €
caracterizada por apresentar a estrutura cristalina de apatita, onde A é calcio (Ca?"), BO4 tem B



como fésforo (PO+*) e X é o radical hidroxila (OH"). A hidroxiapatita estequiométrica apresenta
relacdo Ca/P molar de 1,67, relacdo massica Ca/P de 2,15 e sua formula quimica,
Caio(PO4)s(OH)2, possui 39,9% em peso de Ca, 18,5 % de P e 3,38 % de OH (APARICIO e
GINEBRA, 2015). No entanto, a hidroxiapatita bioldgica possui diferencas marcantes em
relacdo a estequiomeétrica, desde sua composicdo até sua cristalinidade, e consequentemente nas
propriedades fisicas e mecéanicas. As apatitas bioldgicas, em geral, sdo célcio deficientes tendo
por isto razdo molar Ca/P inferior a 1,67, sendo, portanto, ndo estequiométricas, geralmente
menos cristalinas, carbonatadas e em fungdo disto de maior solubilidade. Ja que a maior
quantidade de carbonato diminui o tamanho do cristal, aumentado a area superficial e assim a
solubilidade. Este conjunto de caracteristicas é responsavel por atribuir as apatitas biolégicas
um maior grau de semelhanca com a fase mineral do 0sso humano (IBUKI, 2014).

A porcdo inorganica do 0sso € constituida de cristais de hidroxiapatita alinhados
paralelamente ao longo do eixo das microfibrilas, sendo resultante do processo de
biomineralizacdo das fibrilas de colageno em dois ambientes de diferentes tamanhos. Um
ambiente de maior tamanho, entre as terminacdes das microfribrilas e um de menor tamanho,
alinhado lateralmente com as microfibrilas (PASTERIS; WOPENKA, 2008). A figura 3

apresenta a estrutura hierarquica da matriz 6ssea.

Figura 3 — Estrutura hierarquica da matriz 6ssea.
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Fonte: Adaptacdo de Sadat-Shojai et al., (2013).

A hidroxiapatita tem sido amplamente estudada nas ultimas décadas em funcéo de
suas propriedades fisico-quimicas adequadas a reparagdo do tecido 0sseo. Sua
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biocompatibilidade, resulta principalmente de sua similaridade quimica com a fase inorgénica
dos tecidos calcificados, o que lhe confere propriedades como osteoconducdo e bioatividade,
ndo produzindo reacdes imunoldgicas ou inflamatdrias. Entre as formas de obtencdo da
hidroxiapatita destacam-se o isolamento, sendo mais comumente extraida de 0ssos animais;
sintese a partir de reacdo com um precursor de Ca e ions fosfato; sintese in situ com o auxilio
de moléculas de origem bioldgica e sintese utilizando biomembranas. O isolamento de
bioapatita a partir de 0sso xendgeno apresenta algumas vantagens em relacdo aos demais, sendo
a similaridade morfologica, estrutural e quimica com o 0sso humano uma das mais citadas,
também deve-se considerar o fato de que 0ssos xendgenos sao uma matéria prima barata e
largamente disponivel (SUPOVA, 2014).

3.5 Hidrogéis

Hidrogéis sdo compostos por cadeias poliméricas tridimensionais capazes de reter
grandes quantidades de agua e fluidos bioldgicos. Esta capacidade se deve a sua hidrofilicidade,
conferida pela presenca de grupamentos ao longo das cadeias poliméricas tais como amino,
amida, carboxila e hidroxila, além de propriedades tais como porosidade e consisténcia suave.
O conjunto de todos estes fatores faz com que sua estrutura alcance um alto grau de semelhanga
com a matriz extracelular, tornando-os capazes de simular tecidos biolégicos e exibindo
excelente biocompatibilidade no que se refere a suportar o crescimento e proliferacdo celular
(HOFFMAN, 2012).

Os hidrogéis podem ser classificados quanto a natureza das forcas que mantém
coesa a estrutura polimérica, ou seja, dependendo da natureza das ligacGes cruzadas
(reticulacdo) que as cadeias poliméricas sdo capazes de realizar os hidrogéis podem ser
classificados em duas classes, quimicos ou fisicos. Os géis do tipo fisico possuem estruturas
resultantes de interacdes do tipo inter ou intramoleculares, ligaces de hidrogénio ou ligagdes
ibnicas e por isso também sdo denominados reversiveis. Ja 0s géis do tipo quimico, sdo
resultantes de ligacfes covalentes e por isto sdo chamados de permanentes, ao contrério dos
fisicos que sdo ditos reversiveis, uma vez que este tipo possui interagdes que podem ser
enfraquecidas quando se alteram condi¢des do meio, tais como temperatura e pH, levando a
transicdo do estado de gel para solugdo. Dependendo da composicdo pretendida, os hidrogéis

também podem ser formados a partir de mais de um tipo de interacdo entre seus constituintes
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(AHMED, 2015). A Figura 4 apresenta de forma esquematica as principais classificacdes
atribuidas aos hidrogéis.

Figura 4 - Diagrama esquematico das classes de hidrogeéis

Classificagao dos Hidrogéis

[]
1 1 1 1 1
Durabilidade ReSPOSta a Carga Estrutura Composigao
estimulos
: Natural t t Inteligente :
-

Origem

= Sintético

Biodegradavel
o Semi-sintético b

Fonte: El-Sherbiny e Yacoub (2013).

Os hidrogéis tém sido amplamente estudados no desenvolvimento de aplicacdes
biomédicas desde engenharia de tecidos a liberacdo controlada de farmacos. As redes
poliméricas dos hidrogéis sdo constituidas de cadeias polares reforcadas por ligaces cruzadas,
0 que torna possivel a contencdo de grandes quantidades de fluidos sem que haja dissolucédo.
Os polimeros capazes de formar hidrogeis podem ser de origem natural ou sintética, dentre os
polimeros naturais destacam-se o colageno, quitosana, alginato, gelatina, acido hialurénico e
albumina. J& entre os de origem sintética estdo o poli(éxido de etileno), poli(acido acrilico),
polihidroxibutirato, alcool polivinilico, entre outros. No caso da engenharia de tecidos, o
hidrogel deve ser capaz de servir como uma matriz extracelular sintética que organize as células
em uma arquitetura tridimensional orientando a formacéo e o crescimento do tecido desejado
(DRURY; MOONEY, 2013). Os ja citados polimeros naturais possuem potencial para tal, em
funcdo de serem componentes ou possuirem propriedades similares a da matriz extracelular, o
que lhes garante biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo toxicidade e ndo indugdo de
resposta imunolégica. O colageno, por exemplo, por ser uma das proteinas mais abundantes
nos tecidos de mamiferos é largamente disponivel, também constituindo majoritariamente a
matriz extracelular natural. As moléculas de colageno sdo capazes de se auto organizar para

formar fibrilas quando submetidas as condigdes fisiologicas, porém estas fibrilas sdo formadas
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através de ligacOes de hidrogénio, interacBes hidrofobicas e interacdes eletrostaticas, as quais
ndo promovem a estabilidade necesséria para a manutencédo das fibrilas e permitindo que elas
facilmente possam ser desfeitas em funcdo de mudanca de pH, forca idnica ou aumento da
temperatura. O resultado dessas interacdes fracas é a capacidade que o colageno possui de
formar géis, no entanto, sdo obtidos géis com baixa resisténcia mecénica, baixa estabilidade
térmica e rapida degradacdo, ou seja, geis com propriedades que ndo atendem as exigéncias
necessarias as aplicacdes in vivo (TIAN et al., 2016). Para contornar este problema diversas
estratégias tem sido desenvolvidas, entre elas, podemos citar a formacéo de ligagcdes cruzadas
por via quimica, térmica, com uso de luz UV e pela mistura com outros agentes poliméricos
(PEPPAS et al., 2006).

3.5.1 Métodos de preparo de hidrogéis

Dentre os métodos de preparo de hidrogéis, o mais comumente utilizado é o
crosslink quimico. Este pode ser aplicado tanto em polimeros naturais quanto sintéticos, desde
que hajam cadeias poliméricas hidrofilicas que possuam grupos funcionais adequados para
reagir com um agente reticulante escolhido. Um exemplo bastante comum deste método € a
utilizacdo de glutaraldeido, um aldeido bifuncional, na reticulacéo de hidrogéis compostos por
proteina. Os seus grupamentos aldeido reagem com o0s grupamentos amino da lisina e
hidroxilisina do colageno, resultando na formacdo de bases de Schiff que ligam uma hélice a
outra (TIAN et al., 2016) (OLDE DAMINK et al., 1995). Na figura 5 é possivel observar um

diagrama esquematico onde se encontram os métodos mais comuns de preparo de hidrogéis.

Figura 5 - Diagrama esquematico dos métodos mais comuns de preparo de hidrogéis
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Fonte: EI-Sherbiny e Yacoub (2013).
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Outras vias de obtencdo de hidrogéis propostas na literatura utilizando interagdes fisicas
sdo por associacdes hidrofdbicas, ligacdes de hidrogénio e complexacdo polieletrolitica. Onde
em geral, sdo utilizadas condi¢bes brandas em relacdo a via quimica. Na complexagédo
polieletrolitica, ou coacervacao, as conexdes entre uma cadeia e outra sao realizadas entre pares
de grupos carregados com cargas opostas ditribuidos ao longo das cadeias poliméricas. Como
exemplo, podemos citar a complexacao polieletrolitica entre os grupos carboxilatos (aniénicos)
do alginato de sodio com o0s grupos amino (catidnicos) presentes ao longo das cadeias de
quitosana. Este tipo de ligagdo cruzada é sensivel a variagdes no pH do meio, uma vez que, a
carga dos grupamentos que participam destas interacdes pode ser alterada em funcdo da
concentracao de ions H3O" e OH", desta forma, resultando em interagdes reversiveis (ANAL;
STEVENS, 2005). As ligacdes de hidrogénio também séo capazes de servir como crosslinking
e promover as caracteristicas necessarias para formacdo de um hidrogel. Os geis obtidos através
deste tipo de interacdo sdo sensiveis a concentra¢do do polimero, razdo molar de cada um dos
componentes do compdsito, tipo de solvente, pH e temperatura da solucdo. Como exemplo de
hidrogéis deste tipo, pode-se citar aqueles preparados a base de gelatina (EL-SHERBINY;
YACOUB 2013). Acido polimetacrilico (PMMA) e polietilenoglicol (PEG) também s&o
exemplos de géis formados através de ligacGes de hidrogénio entre o oxigénio do PEG e o
grupamento carboxila do PMMA, apresentando capacidade de retencdo de agua altamente
dependente do pH do meio, uma vez que as ligacdes de hidrogénio necessarias a formacéo do
hidrogel somente sdo possiveis quando o grupamento carboxila do PMMA se encontra

protonado.

3.5.2 Crosslinking por irradiacéo.

Outro método de preparo de hidrogéis que tem se mostrado bastante promissor é o
crosslinking por irradiagdo com a utilizacdo de uma substancia sensivel a radiagdo que ira dar
inicio a reticulagdo, denominada fotoiniciador. Dependendo do fotoiniciador utilizado, este
método pode ser mais limpo, por ndo gerar subprodutos e pratico, devido a rapidez com a qual
a reacdo ocorre e a quantidade de fatores a serem controlados para a obtencdo do resultado
desejado. Em geral, necessita-se controlar apenas a concentragdo do fotoiniciador e a
quantidade de radiacdo que ird incidir. No caso da utilizagdo de radiacdo UV no preparo de
hidrogéis para fins biomédicos, tem-se uma vantagem a mais, o fato de que a radiagdo UV

tambeém promove a esterelizacdo da solugdo enquanto se realiza o crosslinking.
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A riboflavina (Figura 6), é uma vitamina hidrosoltvel do complexo B.. Devido a sua
fotossensibilidade, ao ser irradiada, possui a capacidade de liberar radicais livres que
possibilitam a realizacdo de ligacdes cruzadas. Esta propriedade, tem lhe conferido ampla
utilizacdo em aplicacdes oftalmoldgicas que visam o aumentando da estabilidade biomecéanica
da cornea humana através a reticulacdo do colageno corneano.(MCCALL et al., 2010).
Diferentemente de outros compostos, como o glutaraldeido, amplamente utilizados como
reticulantes, a riboflavina ndo apresenta citotoxicidade, sendo por isso biocompativel e

adequada ao preparo de biomateriais.

Figura 6- Etapas da reticulacdo com riboflavina/UV.
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Fonte: Heo et al., 2016

Na altima década varios estudos tem sido desenvolvidos com o intuito de desenvolver
hidrogéis a base de colageno reticulado com riboflavina com potencial para serem utilizados
em engenharia de tecidos, dentre eles destacam-se a investigacdo da capacidade dos géis para
serem utilizados na regenragcdo do menisco (HEO et al., 2015), o aperfeicoamento das
condicdes de reticulacdo no intuito de melhorar as propriedades mecanicas dos geis (TIRELLA
etal., 2012). A investigacdo da viabilidade celular de células encapsuladas antes da incidéncia
daradiagdo UV (AHEARNE et al., 2007). O melhoramento das condigdes de preparo, incluindo
0 uso de reticulacdo fisica juntamente com a reticulacéo por irradiacdo visando a melhoria das
propriedades mecanicas e o efeito da concentracdo de riboflavina na microestrutura do hidrogel.
(AHEARNE et al., 2016). No entanto, a influéncia de outros biopolimeros nas propriedades de
hidrogéis obtidos através da utilizacdo de riboflavina/UV ainda precisa ser investigada, uma
vez que os trabalhos utilizando este método de preparo limitam-se a utilizagdo do colageno

isoladamente. Assim sendo, este trabalho busca investigar a capacidade da riboflavina quando
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da adicdo de nanoqueratina e hidroxiapatita de origem bioldgica na reticulacdo através de

irradiagdo ultravioleta.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Matéria-Prima e Reagentes

Os subprodutos (penas e pés de frango) foram fornecidos por uma industria avicola da cidade
de Fortaleza-Ce.
Acido Acético Glacial (CHsCOOH) P.A. Vetec

Acido Cloridrico (HCI) P.A. Sigma-Aldrich

Alcool etilico absoluto (C;HsOH) P.A. - Synth
Glutaraldeido a 25% (v/v) (CsHsOz2) P.A. - Vetec
Hidroxido de sodio Lentilhas (NaOH) P.A. - Vetec
Pepsina da mucosa gastrica de suino Sigma-Aldrich.
riboflavina 5'- monofosfato de sddio - Sigma-Aldrich.

Tampado fosfato-salino 10X (PBS - 10X) a pH = 7,4 - Sigma-Aldrich.
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4.2. Metodologia

4.2.1 Extracao de queratina das penas de frango de corte

As penas foram previamente lavadas com &gua e detergente neutro, secadas por 48
h a 40 °C em estufa com circulagdo de ar, lavadas uma Gltima vez com &lcool 70% (v/v) para a
remocao de 0leos e gorduras, e secas por mais 24 h a temperatura ambiente. Em seguida, foram
trituradas em moinho de facas (Tecnal-TE 058) e armazenadas a temperatura ambiente.
Inicialmente, 100 g de penas limpas, secas e trituradas foram submetidas a extragcdo em solugéo
de NaOH 5% (m/m) na proporgéo de 1:40 (m/v) respectivamente, a 40 °C durante 4 h sob
agitacdo mecanica constante. A solucdo obtida foi filtrada e submetida a dialise em membranas
contra agua destilada por 48 h, com troca de agua apos 24 h. Decorrido este tempo, a queratina
foi precipitada pela adicdo de HCI 2 mol L até a obtencdo de pH 4,2, em seguida, foi
centrifugada a 10.000 rpm, a 25 °C por 10 min e lavada vérias vezes até obtencdo de pH neutro.
A metodologia descrita foi adaptada a partir do procedimento proposto por Saravanan et al.
(2013).

4.2.2 Obtencédo de nanoparticulas de queratina através do método de dessolvatacéo

Inicialmente, 1 g de queratina liofilizada foi solubilizado em 20 mL de agua
deionizada a pH 8. Em seguida, 80 mL de etanol absoluto foram adicionados sob agitacdo
constante a uma taxa de 1 mL/min. 1uL de glutaraldeido 8% (v/v) foi adicionado como agente
reticulante das moléculas de proteina. A solucdo resultante foi agitada durante 24 h. Decorrido
este periodo as nanoparticulas foram centrifugadas durante 15 min a 13 000 rpm, por Varios
ciclos de lavagem, para remover o glutaraldeido residual, sendo submetidas a ultrassonicacao
em banho de ultrassom por 5 min entre cada lavagem. Por fim, as nanoparticulas foram
liofilizadas e caracterizadas. A metodologia descrita foi adaptada a partir do procedimento
proposto por Saravanan et al. (2013).

4.2.3 Caracterizagéo da queratina e nanoqueratina obtidas de penas de frango de corte

Apos a liofilizagdo as amostras foram trituradas em moinho analitico de impacto, e
caracterizadas por MEV, TGA e FTIR. As penas e a queratina foram caracterizadas quanto a
sua composicdo através da determinacao dos teores de lipidios e de proteinas, de acordo com o

procedimento descrito pelas normas do Instituto Adolf Lutz, umidade utilizando uma balanca
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de infravermelho e anélise de cinzas, de acordo com a norma TAPPI T 413. Todas as analises
foram realizadas em triplicata. A anélise de FTIR foi realizada segundo o procedimento descrito
no subitem 4.2.5.1.

A nanoqueratina obtida também foi caracterizada quanto a sua estabilidade em

suspensdo através da medida do potencial Zeta da solucdo e tamanho de particula.

4.2.3.1 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para observar a microestrutura
e morfologia das superficies das penas, queratina e nanoqueratina. A andlise foi realizada em
microscopio eletrénico de varredura (MEV) marca HITACHI, modelo TM3000, magnificacdo
15- 30000x (zoom digital: 2, 4x) tensdo aceleracdo 5kv (modo de observacédo de superficie) e

15kv (modo normal, modo de anélise e alto contraste).

4.2.3.2 Potencial Zeta ({) e Tamanho de particula

As anélises de potencial Zeta e tamanho de particula foram realizadas em triplicata
no laboratorio de Tecnologia da Biomassa, situado na Embrapa Agroindustria Tropical, em
Fortaleza, CE. A suspensdo de nanoqueratina foi preparada em diluicdo de 1:40 em &gua
deionizada a pH 8,2. Foi utilizado um analisador de tamanho de particula com potencial Zeta

modelo Zetasizer Nano-ZS (Malvern Instruments, UK), operando na temperatura de 25°C.

4.2.3.3 Analise termogravimétrica (TGA)

As analises termogravimétricas foram realizadas no Laboratério de Tecnologia da
Biomassa em um equipamento STA 6000/8000, PerkinElmer, em atmosfera de ar sintético sob
um fluxo de 40 mL/min, com taxa de aquecimento de 10 °C/min na faixa de temperatura de 20

a 800°C, utilizando massas de aproximadamente 10 mg.

4.2.4 Extracéo de bioapatita do residuo 6sseo do frango de corte

Os ossos de frango foram obtidos em um abatedouro local e em seguida separados
manualmente dos residuos de carne. Secos em estufa com circulagdo de ar durante 24 h, em

seguida congelados até o0 momento das analises. 200 g de ossos descongelados foram imersos
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em solucdo de NaCl 2% (m/v) na proporcdo de 1:10 de massa de 0ssos para solugédo e
autoclavados durante 30 min a 120 °C, ao final do processo, os 0ssos foram separados da
solucéo por decantacdo e secos em estufa com circulacdo de ar por 16 h. Em seguida, 0S 0ss0s
foram triturados em moinho analitico e imersos em uma mistura de acetona:éter (3:2) na
proporcdo de 1:2 de massa de ossos para volume de solucdo. A mistura foi deixada em repouso
durante 24 h, em seguida filtrada e os 0ssos levados a secagem em estufa com circulacéo de ar
durante 3h. Seguida a etapa de desengorduramento, 0s 0ss0S passaram por uma etapa de
remocao de proteinas, onde foram implementadas 2 condi¢des diferentes com o intuito de
avaliar a eficiéncia do processo e possiveis mudangas na composi¢do quimica e estrutural do
produto em funcdo do tempo e da propor¢éo de 0ssos para solucdo. Os 0ssos desengordurados
foram desagregados em moinho analitico de impacto e desproteinizados em solucdo de NaOH
4% (m/v) nas proporcdes de 1:20 e 1:40 (m/v), ambas propor¢des durante 24h. Ao final do
processo, o material inorganico foi filtrado em papéis de filtro de 28 um e lavado até pH neutro,
seco novamente, e calcinado em mufla a 500 °C durante 18h. Ao final da calcinacao as amostras
foram resfriadas e em seguida lavadas com dgua deionizada até pH neutro com uso de papel de
filtro de 28 um, por fim, secas em estufa a 80°C. A tabela 3 apresenta as 2 condigdes utilizadas
no processo de desproteinizacdo. A metodologia descrita foi adaptada a partir do procedimento

hidrotérmico alcalino utilizado por Supova et al., (2011).

Tabela 3 - Condicdes utilizadas no processo de desproteinizacao.

Amostra Bioapatital Bioapatita 2
Tempo (h) 24 24
Proporcao ossos/solugdo (m/v) 1:20 1:40

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.5 Caracterizagdo da bioapatita obtida do residuo 6sseo de frango de corte

As bioapatitas obtidas foram caracterizadas por FTIR, DRX, Microscopia
eletronica de varredura acoplada a Espectroscopia de energia dispersiva (MEV/EDS) e TGA.
Tais analises tiveram como intuito a determinacdo do tamanho e formato das particulas de
bioapatita, o teor de carbonato presente, pureza, grau de cristalinidade e razdo molar Ca/P,

respectivamente.
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4.2.5.1 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho médio com transformada de
Fourier (FTIR) foram obtidos em um espectrofotémetro FTLA 2000-102, ABB-BOMEM com
25 varreduras na faixa de 4000 cm™ a 500 cm™. As anélises de FTIR foram realizadas no
Departamento de Quimica Organica e Inorgénica da Universidade Federal do Ceara. O teor de
carbonato presente nas amostras de bioapatita foi determinado segundo a equacao dada por
Murugan et al., (2006), que compara a transmitancia de uma banda de carbonato localizada em
aproximadamente 1450 cm™ com uma banda de fosfato localizada em aproximadamente

569cm™, como descrito na equagéo 2:

2— T,
CO5 % = 13,5 * log (F) —-0,2
1

Onde:

COs* — teor de carbonato

T, — Transmitancia no pico maximo da banda de carbonato localizada em aproximadamente
1450 cmt

T, — Transmitancia no pico maximo da banda de fosfato localizada em aproximadamente 569

cm?

4.2.5.2 Difracéo de raios-X (DRX)

A difracdo de raios-X € uma importante técnica para a identificacdo e caracterizacao
estrutural de materiais cristalinos presentes numa amostra. Esta técnica consiste em incidir um
feixe de raios-X de comprimento de onda igual a 1,5418 Angstroms na amostra para o registro
das fases cristalinas presentes. As medidas de difracdo de raios X das amostras de bioapatita
calcinadas a 500°C foram realizadas em um difratdbmetro Xpert modelo MPD, com tubo de
Cobalto (Co) para as bioapatitas 1 e 2 e tubo de Cobre (Cu) para as bioapatitas 3 e 4 em 40kV
e 30mA, de 20° a 60° em angulo 260. As analises de DRX foram realizadas no Laboratorio de
raios X da Universidade Federal do Ceara. O indice de cristalinidade (IC) foi calculado pela
equacéo 1, dada por :

V112
IC%=1-[-3222]x%x100
300
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Onde:
IC — Indice de cristalinidade (%)

V112 /300 — A intensidade do vale entre os picos correspondentes aos planos (112) e (300)

I300 — A intensidade do pico correspondente ao plano (300)

4.2.5.3 Microscopia eletronica de varredura/Espectroscopia de energia dispersiva
(MEV/EDS)

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) permite observar a microestrutura e
morfologia das superficies das amostras. As bioapatitas 1-4 foram metalizadas com ouro
utilizando metalizador Emitech K550. Em seguida, foram analisadas por MEV em um
microscopio ZEISS-DSM 940-A, operando a 15kV. A espectroscopia de energia dispersiva
(EDS) foi realizada em um microscopio eletrénico de bancada da marca HITACHI TM 300
com periférico acoplado do tipo EDS SWIFT ED 3000.

4.2.6 Extracdo de colageno das peles e tenddes de pés de frango

Peles e tenddes foram separadas manualmente dos ossos dos pés de frango. Em
seguida, sanitizados com solucdo de hiploclorito e armazenados a -18 °C até 0 momento da
extracdo. Apos descongelamento, 800 g do material foram imersos em solucdo de NaOH 0,05
mol/L a 8 °C na proporcdo de 1:10 (m/v) e mantidos sob agitacdo durante 24 h. Ao final deste
periodo, o material foi lavado com agua destilada refrigerada a 8 °C, até a obtencdo de pH
neutro, em seguida, imerso em solugéo de etanol 10 % (v/v) a 8 °C na propor¢ao de 1:10 (m/v)
de massa para volume de solucdo, sob agitacdo durante 24h. Em seguida, procedeu-se a
desmineralizacdo, na qual peles e tendbes foram imersos em solucdo de EDTA 0,05 mol/L a
pH 8 na proporcado de 1:10 (m/v) respectivamente, resfriada a 8 °C , sob agitacdo durante 24 h.
Apds o término da desmineralizacdo, as cartilagens foram lavadas com agua destilada a 8 °C,
em seguida, imersas em solucdo de acido acético 0,5 mol/L e 100 ppm de pepsina a 8 °C na
proporcédo de 1:25 (m/v), e mantidas sob agitagdo constante durante 72h. A solugéo obtida foi
filtrada com o intuito de remover a por¢éo ndo solubilizada e em seguida precipitada pela adigéo
de NaCl até a concentragdo de 0,9 mol/L. A solucdo foi mantida em repouso durante 24h para
melhor eficiéncia. Apds precipitacdo, o colageno foi centrifugado a 4 °C durante 5 min a 13000

rpm. Centrifugado, o colageno foi redissolvido em &cido acético 0,5 mol/L e novamente
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precipitado pela adicdo de NaCl. Esta etapa de purificacdo foi repetida mais 2 vezes. Em
seguida, o colageno foi dialisado contra solucio de NaHPO4? 0,02 mol/L a 8 °C por 48 h,
utilizando-se membrana de 12-14 KDa. Decorrido este periodo, procedeu-se a dialise contra
agua destilada até a obtencao de pH neutro. Por fim, o colageno foi liofilizado e estocado até o
momento das andélises. A metodologia descrita foi adaptada a partir do procedimento proposto
por Zeng et al., (2009).

4.2.7. Caracterizacao do colageno obtido de peles e tendGes de frango de corte

Apos purificacdo descrita acima, o colageno liofilizado foi caracterizado por FTIR,
MEV, UV-Vis, temperatura de desnaturacao por viscosimetria segundo seus teores de proteina,
lipideos e cinzas, seguindo os protocolos padrdo propostos pelas Normas Analiticas do Instituto
Adolfo Lutz (1985). A analise de FTIR foi realizada segundo o procedimento descrito no
subitem 4.2.5.1. A andlise de MEV foi realizada segundo o procedimento descrito no subitem
4.2.3.1.

4.2.7.1 Espectroscopia de Absorcdo UV-VIS

O colageno foi dissolvido em solucdo de acido acético 0,5 mol.L™? até uma
concentracdo final de 1 mg/mL. Foi feito uma linha de base com solu¢édo de acido acético 0,5
mol/L. O equipamento utilizado foi um espectrofotometro UV-VIS 2450 (SHIMADZU), no

intervalo de comprimento de onda de 190 — 550 nm.

4.2.7.2 Temperatura de desnaturagao por analise de viscosidade do colageno em

solucéo

Para a realizacdo desta analise foi utilizado um viscosimetro Brookfield
Synchorolectic Viscometer modelo DV |1+, acoplado a banho ultratermostatico Solab SL 152.
O experimento mede a viscosidade da amostra através da determinacdo do torque necessario
para rotacionar um spindle imerso na amostra. As medidas de viscosidade foram feitas em
varredura de 10,7°C a 50,7°C, com a utilizagdo de um splindle S01, a uma velocidade 100 rpm,
com taxa de aquecimento de 2°C/min. O colageno foi solubilizado em acido acético 0,5 mol.

L-1 até uma concentracgdo final de 0,37% (m/v).
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4.2.8. Preparo de hidrogéis de colageno/nanoqueratina/bioapatita através de reticulagéo
com riboflavina

Foram sintetizados hidrogéis em 4 composi¢des distintas com teor de 1,5% de
sélidos dissolvidos. Inicialmente o colageno foi dissolvido em &cido acético 0,05 mol.L™*
durante 24 h, sob agitagdo mecanica a temperatura de 4 °C. Apds a dissolugdo, a solugdo de
colageno foi neutralizada utilizado-se NaOH a 5% (m/m). Em seguida, adicionou-se 1 parte de
tampé&o PBS 10X para 9 partes do volume de solucdo. Apds tamponacao, foram adicionados a
hidroxiapatita e a nanoqueratina nas percentagens descritas abaixo e por altimo a riboflavina
para uma concentracdo final de 0,005%, mantendo-se a mistura em agitacdo para a correta
homogeneizacao dos constituintes. Por fim, a mistura foi disposta em placas de petri, com uma
altura de aproximadamente 4 mm de solugo e exposta a radiagdo com poténcia de 15 mW/cm?
durante 30 min em uma camara de UV da marca Bioforce, modelo UV/Ozone ProCleaner Plus
para reticulacdo quimica entre os aminoacidos das fibrilas de colageno. Ao final do periodo de
exposicao a luz UV as solucdes precursoras dos hidrogéis apresentaram-se mais rigidas e com
forma definida, ou seja, o crosslinking foi realizado possibilitando a transicao de solucédo para
gel. A metodologia descrita foi adaptada a partir do procedimento proposto por Heo et al.
(2015).

Tabela 4 — Composicao percentual dos hidrogéis.

Hidrogel Colageno (%) Nanoqueratina (%) Hidroxiapatita (%)
Cio00 100 - -
CooNQ75HA2 5 90 7,5 2,5
CooNQsHAs 90 5 5
CooNQ25HA75 90 2,5 7,5

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2.9 Caracterizacéo dos hidrogéis de colageno/bioapatita e nanoqueratina

Os hidrogéis obtidos foram liofilizados e submetidos as seguintes caracterizagdes:
FTIR, TGA, DSC e MEV. As quais, foram realizadas com o intuito de avaliar a adequacao das
propriedades fisicas e quimicas dos hidrogéis a sua utilizagdo como scaffold para cultura de
tecidos. A analise de FTIR foi realizada segundo o procedimento descrito no subitem 4.2.5.1. .
A analise de MEV foi realizada segundo o procedimento descrito no subitem 4.2.3.1. A analise

de TGA foi realizada segundo o procedimento descrito no subitem 4.2.3.3.
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4.2.9.2 Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC)

A analise de DSC foi realizada em um equipamento DSC Q20 V24.9 Build 121 e
gas nitrogénio com vazdao de 50 mL/min. O experimento foi realizado a uma taxa de 1°C/min
com uma temperatura de equilibrio de 25°C e uma temperatura final de 90°C, com massa de
amostra inicial de 5,0 mg e utilizando panela de aluminio selada. Os dados obtidos foram

plotados utilizando-se o software Origin Pro 8.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Caracterizacgdo das penas in natura, queratina e nanoqueratina obtidas

As penas e a queratina obtida foram caracterizadas quanto a sua composi¢ao quimica
percentual. A nanoqueratina apresentou-se na forma de uma suspensdo coloidal estavel
conforme pode ser visto na Figura 7, a qual foi submetida a medida de potencial Zeta e
distribuicdo de tamanho de particulas, tendo sido posteriormente liofilizada para a realizacdo
das analises de FTIR, MEV e TGA. As propriedades estudadas foram estabilidade em
suspensdo, tamanho de particulas, morfologia e estabilidade térmica, caracterizagdo dos grupos
funcionais e a adequacdo das mesmas em relagdo ao que se espera da nanoqueratina para o

preparo de um hidrogel para cultura de tecidos.

Figura 7 - Nanoqueratina em suspensao (a), nanoqueratina liofilizada (b).

Bl e

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.1. Composigéo da queratina

A determinacdo dos teores destes constituintes foi realizada antes e apds 0 processo
de extracdo com o intuito de avaliar a eficiéncia das etapas de purificacdo. As penas de frango
apresentam-se como sendo constituidas basicamente de proteinas, lipideos, umidade e cinzas.
A Tabela 4 apresenta os teores obtidos em porcentagem para estes constituintes. Os valores
obtidos para o teor de proteina bruta e cinzas nas penas de frango in natura estdo proximos dos
84% e 2% encontrados por Sinhorini (2013), e ressaltam o alto teor de proteinas presente nas



26

penas, responsavel pelo seu potencial de utilizacdo para o preparo de hidrogéis que mimetizam
a matriz extracelular. Foi possivel constatar um acréscimo de 13,2% no teor de lipideos da
queratina obtida se comparado ao valor das penas. Tal fato esta relacionado a acumulacéo deste
constituinte ao longo do processo de extracdo e purificacdo da queratina, uma vez que 0s
lipideos ndo permeiam a membrana de dialise, bem como, ndo sdo removidos durante as
lavagens de neutralizacdo ou durante a precipitacdo, passando a representar um maior
percentual ao final do processo. O teor de 71% de proteina para a queratina obtida, indica

adequacao do produto para incorporacgédo no preparo dos hidrogéis para cultura de tecidos.

Tabela 5 — Valores médios percentuais de proteinas, lipideos e umidade das amostras.

Amostra Proteinas (%) Lipideos (%) Cinzas (%) Umidade (%)
Penas de Frango 78,0+0,9 2,0+0,0 0,6+0,0 10,0+0,3
Queratina 71,3%£0,3 152+0,1 0,4+0,0 54+0,1

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.1.2. MEV

As micrografias a seguir (Figura 8a e 8b), mostram as mudancas ocorridas na
microestrutura da pena apds o processamento. A queratina obtida apresenta-se como agregados
fibrosos de forma esférica e superficie mais exposta se comparada a estrutura filamentosa
compacta apresentada pela pena, o que pode estar relacionado ao rompimento de pontes
dissulfeto que mantinham a estrutura da pena durante a dissolucdo, levando a quebra dos

filamentos em por¢des menores.

Figura 8 — Micrografia das penas de frango (a) e queratina liofilizada(b).

(a) (b)

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.13.FTIR

A Figura 9 — apresenta o espectro de FTIR para as penas de frango e queratina
obtida, sendo possivel verificar bandas caracteristicas de aminas primarias em 3293 e 3401 cm’
1, As bandas em 1650 e 1653 sdo reportadas como sendo devido ao estiramento C=0 de grupos
amida, também conhecidos como amida I. As bandas em 1538 - 1540 cm™ séo reportados como
resultado de dobramentos N-H resultantes da configuracdo B, tipica de queratina de penas. As
bandas em 1239 e 1243 cm™ correspondem a vibracdes tipicas de proteinas conhecidas como
amida Ill, resultante de estiramento vibracional de ligacdes C-N, tendo apresentado também a
banda conhecida como amida I, resultante de dobramento de ligagdes N-H. As bandas em 630
e 625 cm® sdo reportadas como sendo devido a presenca de ligacbes C-S. Através do espectro
pode ser observado uma diminuigdo na banda relacionada a estiramentos das ligagOes S-S entre
500 e 540 cm™ para a queratina, estando relacionada ao rompimento das pontes dissulfeto
quando da dissolucdo das penas pelo hidréxido de sodio (SARAVANAN et al., 2013).

Figura 9 — Espectro de FTIR das penas de frango e queratina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
5.1.4. Caracterizacdo térmica da queratina.

A partir da analise termogravimétrica da queratina e das penas, foi possivel verificar se

0 processo de extracdo promoveu alteracGes na estabilidade téermica do produto final. A Figura
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10 apresenta o gréfico da analise possibilitando a visualizagdo de eventos de perda de massa
em funcéo da temperatura.

Figura 10 - Gréfico de TGA (Esquerda) e DTG da queratina e das penas de frango.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A queratina apresenta uma curva de perda massica muito similar aquela do material
inicial, evidenciando pouca alteracdo estrutural em funcdo do método de extracdo. Inicialmente
ocorre um evento de perda massica entre 50 e 100 °C nas penas e na queratina, sendo
comumente associado com perda de umidade incorporada na amostra. A magnitude deste
evento em ambas amostras é corroborada pelo maior teor de umidade inicialmente presente nas
penas, em relacdo a queratina liofilizada. As duas amostras apresentaram evento de degradacéo
da estrutura proteica se iniciando em 200 °C e se prolongando até aproximadamente 400 °C,
este evento se relaciona com o rompimento de ligacGes dissulfeto, quebra de ligaces peptidicas
e decomposicdo da estrutura proteica em compostos volateis como H2S, CO2, HCN e HO.
Queratina e penas, ambas apresentaram no grafico de DTG um pico maximo de perda massica
em torno da mesma temperatura, 335 °C, indicando pouca influéncia do método de extracdo na
estabilidade térmica da queratina. A partir de 500 °C a massa residual na amostra de penas se
mostra superior a de gueratina, evidenciando novamente um maior teor de matéria inorgéanica

presente nas penas se comparado a queratina.

5.2. Caracterizacdo da nanoqueratina obtida através do método de dessolvatacéo.

5.2.1 Microscopia eletrdnica de varredura
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Utilizou-se a microscopia eletronica de varredura para visualizar a microestrutura e
a superficie da nanoqueratina liofilizada. A Figura 11 apresenta a micrografia da nanoqueratina
obtida. A nanoqueratina apresentou-se na forma de folhas de diversos tamanhos com superficie
rugosa e espessura de aproximadamente 200 nm. Saravanan et al., (2013), obteve
nanoparticulas de queratina a partir de processo semelhante, que apresentaram morfologia
esférica, o que leva a crer que o aspecto laminar da nanoqueratina obtida pode ser o resultado
de agregacdo das nanoparticulas resultante do processo de liofilizacéo, que levou a obtencéo de

um filme.

Figura 11 - Micrografia da nanoqueratina liofilizada.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.2.2 Tamanho de particula.

Com o uso da andlise de tamanho de particulas foi possivel observar a distribuicdo
de tamanho das particulas de queratina, a qual esta ilustrada através do grafico apresentado pela
Figura 12. O tamanho médio das particulas obtido por média ponderada foi de 167 nm, sendo
que parte significativa se encontra por volta de 100 nm. Este resultado evidencia a efetiva
obtencéo de particulas de queratina na escala nanométrica e comprova a eficiéncia do método

de dessolvatagdo empregado para obtencdo de particulas de proteina na escala nanométrica.
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Figura 12 - Distribuicdo do tamanho das particulas de queratina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
5.2.3 Potencial Zeta

Através da andlise de potencial zeta foi possivel verificar a estabilidade da
suspensdo coloidal. A amostra de nanoqueratina obteve um valor médio de potencial de -32,36
mV, valor este, considerado como indicativo de boa dispersdo das particulas em solucéo, ja que
segundo o reportado por Mirhosseini (2008), valores superiores, a 25 mV, em modulo, indicam
uma suspensédo com estabilidade e sem floculagéo.

5.24 FTIR

A andlise de FTIR da nanoqueratina foi realizada na tentativa de avaliar as
modificagdes estruturais provocadas no processo de dessolvatacdo e reticulacdo da
nanoqueratina. Logo abaixo, na Figura 13 estd apresentado o espectro de FTIR das penas,
queratina e nanoqueratina. Foi observada uma banda em 1538 cm™ conhecida como amida I,
caracteristica de dobramento N-H de proteinas. Ja a banda conhecida como amida I, relativa ao
estiramento vibracional de ligacbes C=0 dos grupos amida. A banda amida | também ¢é
particularmente sensivel a estrutura secundaria das proteinas, aparecendo em 1655 cm™ nas
penas e na queratina, enquanto na amostra de nanoqueratina apresenta leve deslocamento, indo
para 1632 cm, o que segundo a literatura pode ser considerado como o resultado da ampliagio
de zonas com configuracdo B, ja que a queratina também apresenta por¢des minoritarias de
configuracdo a-helice (YU et al., 2004). Outra mudanca bastante perceptivel no espectro da
nanoqueratina esta na diminuicio da banda amida A, presente em 3300 cm™, que segundo
Martinez-Hernandez et al.,(2005), esta relacionada a presenca de regides a-hélice ordenadas e

corresponde  estiramentos simétricos de ligacdes N-H. Tal diminui¢cdo pode também estar
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relacionada a forma pela qual o glutaraldeido realiza as ligagdes cruzadas, que segundo a
literatura, se da principalmente através da formag&o de bases de shiff com os grupos amino das
proteinas, tendo em func&o disto, reduzido a disponibilidade destes grupos. (COSTA JUNIOR
e MANSUR, 2008); (HABEEB e HIRAMOTO, 1968).

Figura 13 — Espectro de FTIR das penas de frango, queratina e nanoqueratina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.25TGA

A partir da analise termogravimétrica da nanoqueratina, foi possivel verificar de
que forma o processo de dessolvatacao e reticulacdo alterou a estabilidade térmica do produto
final. A Figura 14 apresenta o grafico da analise possibilitando a visualizacdo da perda massica

em funcéo da temperatura.
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Figura 14 — Grafico de TGA (esquerda) e DTG (direita) das penas, queratina e

nanoqueratina.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Através dos termogramas das amostras estudadas, € possivel constatar grande
similaridade em termos de estabilidade térmica, portanto, o processo de obtencdo da
nanoqueratina como um todo parece ndo influenciado significativamente na sua estabilidade
térmica. Tem-se um evento de perda de aproximadamente 80% de massa, evento este que se
relaciona, como ja mencionado anteriormente com o rompimento de ligagdes dissulfeto, quebra
de ligac@es peptidicas, e degradacdo da estrutura proteica. Este evento, na amostra de queratina,
acontece em uma temperatura ligeiramente inferior a queratina, o que pode estar relacionado
com o rompimento das ligacGes dissulfeto e ligacdes de hidrogénio que d&o mais estabilidade
a estrutura proteica, ja no caso da nanogueratina, este mesmo evento se inicia em um patamar
de temperatura ligeiramente superior ao das penas, o que pode estar relacionado ao processo de
reticulacdo, promovido pelo glutaraldeido na etapa de preparo da nanoqueratina, ou seja, com
mais ligagOes cruzadas a proteina se torna mais estavel termicamente, necessitando de mais

energia térmica para a desnaturacdo e decomposicao termica da estrutura proteica.

5.3 Caracterizacéo do residuo é¢sseo de frango

Os ossos de frango sd@o compostos majoritariamente por proteinas, lipideos e
bioapatita, possuindo também em menor concentracdo, sulfato de condroitina, sulfato de

queratina e alguns elementos como Na e Mg incorporados na estrutura (Supova, 2014). Em
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funcdo disto, os 0ssos tiveram o teor dos constituintes majoritarios determinados ao longo do
processo de extracdo. Os valores obtidos estdo expressos na Tabela 5. Os 0ssos in natura
apresentaram teor de cinzas de 33,3%, valor dentro da faixa encontrada na literatura também
para frangos de granja de 23-35%. Deve-se levar em consideracdo que o teor de matéria
inorganica nos 0ssos varia em fungdo da idade e da disponibilidade de fésforo e célcio na dieta
do animal (RUNHO et al., 2001). Apos a etapa de desengorduramento, 0s 0Ss0s apresentaram
teor de lipideos de 4,6 £ 0,1 %, ou seja, houve uma reducao de aproximadamente 20% no teor
de lipideos, tal valor pode ser compreendido como um indicativo de boa eficiéncia do processo
de delipidacdo e sugere que a mistura acetona:éter (3:2) possui polaridade adequada a remogéo
dos lipideos presentes nos ossos de frango. A remoc¢do dos constituintes organicos presentes
nos 0ssos contribui para obtencdo de uma bioapatita de maior pureza, reduzindo assim, o risco

de ocorréncia de resposta imunoldgica por parte do organismo receptor do biomaterial.

Tabela 6 — Composicéo percentual média dos 0ssos in natura.
Amostra Cinzas (%)  Proteinas (%0) Lipideos (%0)
Ossos in natura 33,3+0,3 36,7+ 2,0 249+13

Fonte: Elaborada pelo autor.

As etapas de remocdo dos constituintes organicos também tornam a utilizacdo de
temperaturas elevadas dispensavel na etapa de calcinacdo, o que pode significar a preservacédo
do teor de carbonato da bioapatita, bem como, a manutencdo de sua estrutura e composicao,
evitando degradacdo e a formacdo de fases secundéarias indesejaveis. Ap0s 0 processo de
desproteinizacdo, o teor de proteina remanescente nas duas bioapatitas foi determinado, a fim
de avaliar qual condicdo teria apresentado maior eficiéncia. Os valores estdo expressos em
percentagem na tabela 7. A partir dos valores obtidos é possivel concluir que a proporcao de
massa de 0ssos: volume de solucdo nédo teve influéncia significativa sobre a eficiéncia do
processo de remocdo de proteinas. Podendo as duas condi¢Ges serem consideradas como

potencialmente aplicaveis ao processo de extracdo da bioapatita.

Tabela 7 - Teor de proteinas nas amostras de 0ssos desproteinizados (O.D.).
Amostra 0.D.1 (%) 0.D. 2 (%)
Teor de proteians 0,8+0,0 1,0+£0,1

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.4 Caracterizacdo das Bioapatitas obtidas pelo método hidrotérmico alcalino

Ao final do processo de extracdo, obteve-se as bioapatitas 1 e 2 como resultado da
calcinacdo das amostras de ossos desproteinizados, O.D. 1 e O.D. 2. As bioapatitas obtidas
estdo apresentadas na Figura 15 (a e b). Todas as amostras apresentaram-se macroscopicamente
enquanto pos brancos de granulometria fina, o que pode ser considerado como evidéncia da

remocdo dos constituintes organicos presentes anteriormente no 0sso.

Figura 15 - Bioapatitas 1-2.

(a) Bioapatita 1 (b) Bioapatita 2

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4.1. Microscopia eletronica de transmisséo das bioapatitas (MET) das bioapatitas obtidas
pelo método hidrotérmico alcalino

Através da microscopia eletronica foi possivel verificar a existéncia de possiveis
diferengas estruturais e superficiais promovidas pelo tratamento com NaOH. Na figura 16 sdo
mostradas as micrografias das Bioapatias 1-2.

Figura 16 — Micrografia das bioapatitas 1 e 2.
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SEM HV: 30.0 kV WD: 4.06 mm VEGAS TESCAN SEM HV: 30.0 kV WD: 4.10 mm VEGA3 TESCAN|
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SEM MAG: 54.4 kx  Date(m/dly): 04/27/16 Embrapa Agroindustria Tropical SEM MAG: 46.6 kx Date(m/dly): 04/27/16 Embrapa Agroindustria Tropical

Bioapatita Ex.1 Bioapatita Ex.2

Fonte: Elaborada pelo autor.

As particulas obtidas de bioapatita apresentaram-se em formato granular, sendo em
sua maioria de escala submicrométricas, € uma minoria em escala nanométrica (menores que
100nm). Supova et al. (2011), obtiveram, através de processo semelhante, particulas de
bioapatita menores que 100 nm em forma de agulha. A literatura atribui o tamanho dos cristais
obtidos ao tempo e temperatura na etapa de calcinagdo, sendo um maior tempo ou temperatura
os fatores responsaveis pela aglomeracéo de cristais levando a obtencéo de particulas de maior
tamanho. No entanto, a dependéncia do formato dos cristais com a metodologia do processo de

obtencao ainda n&o esta claramente estabelecida na literatura (SUPOVA et al., 2014).

5.4.2 FTIR das bioapatitas obtidas pelo método hidrotérmico alcalino

Através da analise de FTIR foram obtidos os espectros apresentados na Figura 17,
de onde foi possivel verificar a existéncia de possiveis mudancas estruturais nas bioapatitas em
funcdo do procedimento de desproteinizacdo utilizado. Todas as amostras apresentaram-se
livres de matéria organica, ndo sendo possivel a observacdo de bandas referentes aos demais
constituintes do 0sso, 0 que corrobora com os resultados apresentados por Armstrong e Singer
(1965), em que se constata a completa remocao dos constituintes organicos presentes no 0sso
apos calcinagio de 18h a uma temperatura de 700 °C. A banda em 870 cm referente a presenca
de carbonato como substituicio do tipo B (quando parte dos grupos PO4* sdo substituidos por

CO3? na estrutura cristalina), logo ao lado, em 878 cm™, ha uma banda um pouco menor
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referente a substituicdo de carbonato do tipo A (quando grupos OH" sdo substituidos por
carbonato), no entanto, a literatura reporta que na apatita bioldgica as substitui¢cdes do tipo B,
em geral, sdo predominantes (ELLIOTT, 2002). A presenca de substituices de carbonato na
apatita esta diretamente relacionada ao aumento na solubilidade, sendo, portanto, mais
facilmente absorvivel pelas células vivas em comparacdo com HA estequiométrica, o que pode
potencializar sua bioatividade, sendo por isso, comumente denominadas bioapatitas. (MERY et
al., 1998). Pasteris et al., (2004).

Figura 17 — Espectro de FTIR das bioapatitas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Os teores de carbonato apresentados na Tabela 8 foram calculados a partir do
espectro de FTIR segundo a férmula dada na secdo 4.2.13. Diferentemente da hidroxiapatita
estequiométrica, as apatitas bioldgicas apresentam uma série de substituintes que Ihe conferem
melhores propriedades frente as aplicacBes biomédicas, um dos principais substituintes
presentes nas mesmas € o carbonato, estando presente na fase mineral do 0sso humano em uma
concentracdo de cerca de 5-8% (MERY et al.,1998). As bioapatitas extraidas do residuo 6sseo
de frango apresentaram teor de carbonato de 5,02%, sendo que valores superiores a 3,11%,
reportado na literatura para bioapatita extraida a partir de ossos de fémur de frango (SUPOVA
etal., 2011), e a 4,4% obtido para bioapatita extraida a partir de tibia bovina, ambos com o uso

do método hidrotérmico alcalino (MURUGAN et al., 2003). Este resultado mostra que as
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bioapatitas obtidas apresentam caracteristicas adequadas a utilizacdo para aplicagdes
biomédicas.

Tabela 8 - Teores de carbonato das bioapatitas.
Amostra Bioapatita 1 Bioapatita 3

Teor de carbonato (%) 502+0,5 502%0,5

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 9 — Principais bandas observadas no espectro de infravermelho das bioapatitas.

Comprimento de onda (cm™) Grupamento Referéncia

Deformagdo angular do

557 e 600 Figueiredo et al. (2012)
grupo (POs*)
Estiramento vibracional )
630 e 3570 Pasteris et al. (2004)
de grupos OH"
Estiramento vibracional .
870, 1410 e 1450 Figueiredo et al. (2012)
de COaZ'
Estiramento vibracional o
960 e 1012 Figueiredo et al. (2012)
do grupo (PO4*)
Estiramento vibracional .
1039 Figueiredo et al. (2012)
do grupo (PO4*)

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4.3 TGA das bioapatitas obtidas pelo método hidrotérmico alcalino

Empregou-se a analise termogravimétrica para verificar a presenca de impurezas
organicas remanescentes que possam estar associadas a estrutura das bioapatitas. Através da
curva de TGA apresentada na Figura 18 foi possivel acompanhar a porcentagem de perda de
massa das amostras (Bioapatitas 1 e 2) em funcdo do aumento da temperatura. Até os 310 °C
ocorre perda de massa progressivamente, equivalendo a 0,5% de massa de ambas as amostras.
Este valor pode ser considerado um indicativo da presenca de matéria organica remanescente
agregada na estrutura das bioapatitas. A partir dos 310 °C, as amostras comegam a apresentar
percentagens de perda de massa diferentes, até atingirem, ao final da corrida, o equivalente a
2,1% para a bioapatita 2 e 2,5% de perda massica para a bioapatita 1. Segundo Joschek et al.
(2000), a decomposicdo do carbonato presente na estrutura das apatitas se inicia por volta de

360 °C em atmosfera oxidativa. Estes valores levam a crer que as perdas massicas que se
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acentuam a partir desta temperatura em ambas as amostras estdo relacionadas a decomposigéo

de parte do carbonato evidenciado pelo espectro de FTIR presente na estrutura das bioapatitas.

Figura 18 — Gréfico de analise termogravimétrica das Bioapatitas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.4.4 DRX das bioapatitas obtidas pelo método hidrotérmico alcalino

A Figura 19 apresenta os difratogramas obtidos para as bioapatitas 1 e 2. Os
espectros apresentaram picos estreito e bem definidos, forma caracteristica de um alto indice
de cristalinidade. Os picos apresentaram alto grau de correlagdo com os picos caracteristicos de
hidroxiapatita encontrados na base de dados PDF-2 do Internacional Center for Diffraction Data
(ICDD), tendo como padréo a ficha 01-082-1943.
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Figura 19 - Difratograma das bioapatitas 1 e 2.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir dos difratogramas foi possivel obter o valor dos indices de cristalinidade

das amostras de bioapatita. A tabela 10, apresenta os valores obtidos.

Tabela 10 — Indices de cristalinidade das amostras de bioapatita 1 e 2.

Amostra Bioapatital Bioapatita 2

Indice de cristalinidade (%) 95 85
Fonte: Elaborada pelo autor.

As duas amostras apresentaram altos indices de cristalinidade, resultado este, que
indica eficiéncia na remoc¢do de componentes organicos, uma vez gue 0S mesmos, quando
presentes, contribuem com regibes amorfas. A bioapatita 1 a qual foi desproteinizada
utilizando-se a proporg¢éo de 1:20 de massa de 0sso para solucdo de NaOH, apresentou maior
indice de cristalinidade se comparada a bioapatitas 2, desproteinizada utilizando-se proporcao
de 1:40. Vale ressaltar, que a relacdo entre as condi¢des de desproteinizacéo e as caracteristicas
das bioapatitas obtidas, ndo estdo claramente estabelecidas na literatura. Giraldo-Betancur et
al. (2013), obtéem bioapatita a partir de 0sso bovino por calcinagéo direta a 900 °C com indice
de cristalinidade de 88,3%, e por tratamento alcalino seguido de calcinagcdo com 80,2%. Valores

gue se assemelham ao obtido através do método hidrotérmico alcalino.

5.4.5 EDS das bioapatitas obtidas pelo método hidrotérmico alcalino
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A andlise de EDS foi realizada com o intuito de avaliar qualitativamente a razéo
molar Ca/P das bioapatitas obtidas a partir das 2 condi¢Ges estudadas, os valores obtidos estdo

apresentados na Tabela 11.

Tabela 11 — Relacdo molar Ca/P das bioapatitas 1 e 2.
Amostra Bioapatita 1 Bioapatita 2

Relagdo Ca/P 1,54 + 0,06 1,70 £ 0,06
Fonte: Elaborada pelo autor.

A bioapatita 1 apresentou razdo molar Ca/P inferior ao esperado para hidroxiapatita
estequiométrica, de 1,67, a reducdo esta relacionada a existéncia de substitui¢des do célcio por
cations metalicos na estrutura cristalina da apatita, caracteristica pela qual recebe a
denominacdo de apatita calcio deficiente. Em geral, as apatitas de origem bioldgica apresentam
este tipo de substituicao resultando em um valor inferior a 1,67. SUPOVA et al., (2011), obteve
bioapatita de 0ssos de frango a partir do método hidrotérmico alcalino com razdo Ca/P de 1,64.
A existéncia de algumas substitui¢cdes na estrutura cristalina da bioapatita € tida como vantajosa
em relacdo a HA pura, ou estequiométrica, uma vez que no 0sso humano tais substituicdes,
ainda que da ordem de tracos, sdao de fundamental importancia nas reacfes bioquimicas
associadas com o metabolismo do osso (SUPOVA et al., 2011). J4 a bioapatita 2 apresentou
valor maior que 1,67, indicando composicao estrutural rica em calcio. Os espectros de EDS
mostrados nas Figuras 20 e 21 apresentaram uma composicdo tipica de apatitas bioldgicas,
sendo majoritariamente constituidas de Ca e P, com a presenca de elementos minoritarios,
normalmente aceita como sendo resultante das substituicdes que 0s mesmos ocupam nha

estrutura cristalina.
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Figura 20 - a) Micrografia e (b) espectro de EDS da bioapatita 1.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Figura 21 - a) Micrografia e (b) espectro de EDS da bioapatita 2.
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5.5 Caracterizacéo do colageno

O colageno obtido foi submetido as caracterizagdes de MEV, FTIR, UV-Vis
temperatura de desnaturacdo por viscosimetria com o intuito de caracterizar suas propriedades
quimicas, fisicas e a adequacdo das mesmas aos requisitos para aplicacdes biomédicas. As
propriedades estudadas foram temperatura de desnaturacdo, pureza e preservacdo da estrutura

quaternaria do colageno.

5.5.1 Caracterizagao fisico-quimica do material colagenoso

A caracterizacdo do material in natura e apds os tratamentos visa acompanhar a
eficiéncia dos processos de purificagdo. A Figura 22 apresenta as peles e tendfes antes e apos
0s pré-tratamentos e o coldgeno obtido. Os materiais apresentados na imagem abaixo
encontram-se na forma como foram utilizados nos experimentos de caracterizacao.

Figura 22 — (a) Peles e tendGes de frango in natura/Peles e tenddes tratados, (b) colageno
obtido.

(b)

Fonte: Elaborada pelo autor.

A partir da imagem acima € possivel observar uma mudanga drastica na coloragdo

das peles e tendBes ap0s a sequéncia de tratamento visando a remocéo de lipideos, proteinas
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n&do colagenosas e minerais, 0 que pode ser considerado qualitativamente como um indicativo
da eficiéncia dos processos utilizados. A Tabela 12 apresenta os resultados obtidos referentes a
composicado quimica de peles e tenddes in natura e apds os pré-tratamentos. Os valores estdo
condizentes com o reportado na literatura por Alves e Prudéncio-Ferreira, (2012), para peles e
tendbes de pés frango. Os autores obtiveram teores de cinzas, lipideos e proteinas
respectivamente de 0,6%, 39,8% e 64,1%. Vale lembrar que pequenas varia¢des em relacdo aos
valores obtidos neste trabalho podem estar relacionadas a idade e alimentacdo dos animais
utilizados. O alto valor de proteinas e o baixo teor de cinzas apresentados pelo material in natura
sugerem que o mesmo tem forte potencial para ser utilizado como fonte de coldgeno. No
entanto, os teores de lipideos obtidos para o colageno isolado e peles e tendGes tratados, indicam
pouca eficiéncia dos pré-tratamentos na remoc¢édo destes constituintes. Em relacdo ao teor de
cinzas, os procedimentos de purificacdo adotados apds a extracdo parecem ter sido mais
eficientes na remocéo destes constituintes, se comparado aos pré-tratamentos, uma vez que 0
material tratado e in natura, apresentaram valores de cinzas quase iguais, tendo reduzido apenas

no produto final, o colageno.

Tabela 12 — Composicdo quimica do material colagenoso.

Amostra Cinzas Lipideos Proteinas
Peles e tenddes de pés de frango 1,1+0,1 36,7+2,6 71,1+17
Peles e tenddes tratados 09+0,1 236+09 90,2+5,1
Colageno 00+0,0 226+09 840+14

Fonte: Elaborada pelo autor.

5.5.2. MEV

A anélise de microscopia eletronica foi realizada com o intuito de observar a
microestrutura e superficie do colageno obtido. A Figura 23 mostra a micrografia do colageno

de peles e tenddes de pés de frango.
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Figura 23 — Micrografia do colageno obtido de peles e tenddes de frango.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A microestrutura apresentou aspecto filamentoso irregular, sendo estas
caracteristicas comuns a amostras de colageno do tipo I, tais caracteristicas sdo comumente
reportadas como indicativos de alto potencial de absor¢do de dgua (TAMILMOZHI et al.,
2013). A superficie também apresentou aspecto limpo, evidenciando a remocao de proteinas
ndo colagenosas inicialmente presentes na amostra, o que confirma qualitativamente a

eficiéncia dos processos de remogéo destes constituintes.

553 FTIR

A analise de FTIR foi realizada com o intuito de caracterizar 0s principais grupos
funcionais presentes na amostra de colageno e verificar a existéncia de alteragdes estruturais
decorrentes do processo de extracdo. A Figura 24 apresenta o espectro do colageno obtido de

peles e tenddes de frango.
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Figura 24- Espectro de FTIR do colageno extraido de peles e tenddes.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O espectro apresentou bandas comuns a proteinas, tais como a banda Amida A, em
3300 cm?, associada a estiramentos vibracionais de ligagdes N-H, apresentando deslocamento
de 3400 para 3300 cm™, relacionado com a existéncia de ligagGes de hidrogénio entre as cadeias
polipeptidicas. Amida 1, em 1628 cm™, referente a estiramentos vibracionais de grupos
carbonilicos. Amida I1, em 1550 cm™, relacionada a deformacdo angular da ligagdo N-H.
Segundo Ahmad e Benjakul, (2010), é possivel verificar a integridade da tripla hélice do
colageno através da razéo entre as absorbancias da banda em 1238 cm™, denominada Amida
111, associada ao estiramento vibracional de ligagdes C-N e da banda em 1452 cm, associada
a deformacao de grupos C-H do anel pirrolidinico da prolina e da hidroxiprolina (VEERURAJ
et al., 2013). O valor de A1238/A1452> 1, indica integridade da tripa hélice no caso de colageno
extraido em solucdo &cida. Para a amostra de colageno obtida o valor encontrado foi de 1,0,

sendo um bom indicativo de manutencédo da integridade tripla hélice.
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5.5.4 UV-Vis

A andlise de Espectroscopia de Absor¢do UV-VIS foi realizada com o intuito de
verificar se houve a efetiva remogdo de proteinas ndo colagenosas pelos processos de pré-
tratamento aplicados, através do pico de absor¢do em 280 nm, que segundo a literatura esta
relacionado a presenca de aminoacidos aromaticos como o triptofano, fenilalanina e a tirosina,
presentes em varios tipos de proteinas ndo colagenosas (HUANG et al., 2011). Estando ausentes
ou em pequena quantidade, a banda em 280 nm fica ausente e sugere-se eficacia na etapa que
visa a remocdo dos demais tipos de proteinas. A Figura 25 apresenta o espectro de absor¢édo
UV-Vis para a amostra de colageno. O mesmo autor, obteve colageno de pele de lula com pico
maximo de absorcdo em 230 nm, caracteristico do colageno tipo | e auséncia do pico de
absorcdo em 280 nm. (VEERURAJ et al., 2015).

Figura 25- Espectro de absor¢ao UV-VIS do colageno de peles e tendbes de frango.
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Fonte: Elaborada pelo autor.



47

5.5.5 Temperatura de desnaturacéo por viscosimetria

A determinacdo da temperatura de desnaturacdo por viscosimetria se baseia na
progressiva diminui¢do da viscosidade do coldgeno em solucdo, resultante do aumento no grau
de agitacdo das moléculas. A temperatura na qual o colageno inicia sua desnaturacdo (Td)
representa a transformacéo da estrutura de tripla hélice, a qual o coldgeno se encontra na forma
nativa, em estruturas espirais aleatorias e depende do numero de ligacbes de hidrogénio e
ligacOes cruzadas presentes na estrutura do colageno (PIETRUCHA, 2005). A temperatura de
inicio de desnaturacdo do colageno € aceita como sendo a temperatura na qual a viscosidade cai
para 50% do valor inicial. O valor de Td de 40,5 °C obtido para o colageno extraido por via
enzimatica de peles e tenddes de frango estd condizente com o valor de 41 °C reportado por
Burjanadze (1982), para pele de frango. Os valores de temperatura de desnaturacao reportados
na literatura variam segundo a espécie da qual o coladgeno foi extraido. (SENARATNE et al.,
2006). A espécie da qual o colageno é proveniente se relaciona mais especificamente com o
conteudo de prolina e hidroxiprolina presente no tecido de origem. Em geral, colagenos com
maiores teores destes dois aminoacidos possuem estabilidade térmica mais acentuada do que
aqueles de menor teor (XU et al., 2002). Isto se deve ao papel desempenhado pelas ligagdes de
hidrogénio na manutencdo da tripla hélice do colageno, uma vez que, tais ligacbes sdo
realizadas principalmente pelos grupamentos hidroxila e amino da hidroxiprolina (BABU;
GANESH, 2001).

Figura 26 - Gréfico de temperatura de desnaturacdo para o coldgeno obtido pele e
tenddes de peés de frango.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.6 Caracterizacgdo dos hidrogéis de colageno/bioapatita e nanoqueratina reticulados
com UV/riboflavina

Os hidrogéis obtidos apresentaram consisténcia firme e capacidade de sofrer
manipulacdo. Os mesmos foram submetidos a liofilizagdo e em seguida as caracterizacdes de
MEV, FTIR, TG e DSC com o intuito de caracterizar suas propriedades quimicas e fisicas e a
adequacao das mesmas em relacdo ao que se espera de um hidrogel para cultura de tecidos. As
propriedades estudadas foram tamanho dos poros, interconexdo de poros, homogeneidade dos

constituintes, estabilidade térmica e preservacao da estrutura quaternaria do colageno.

5.6.1 MEV

Através da analise de microscopia eletronica foi possivel observar a microestrutura
dos hidrogeis em suas diferentes formulacfes, bem como, a influéncia da composi¢do na
porosidade e interconexdo dos poros na rede polimérica. A Figura 27 apresenta as micrografias
dos 4 hidrogéis apos liofilizacdo. Todos os hidrogéis obtidos apresentaram estrutura com
elevada porosidade e interconexao entre 0s poros, caracteristicas vitais para o desenvolvimento
e proliferacdo celular, bem como, indicadoras da reticulagdo entre as fibrilas de colageno. Como
é possivel observar nas micrografias, os hidrogéis apresentaram poros dispostos de formas
variadas e tamanhos aleatorios, que variam de 50 um até 379 um sem padréo de distribuic&o.
Em todos os casos em que houve a adi¢cdo de nanoqueratina e hidroxiapatita os hidrogéis
apresentaram-se mais densos e de menor porosidade, tal fato sugere que a adicdo destes
componentes atribui caracteristicas atrativas as fibrilas de colageno, provocando a reduc¢do no
espacamento da estrutura interna das esponjas. No entanto, a composi¢ao em que os teores
de nanoqueratina e hidroxiapatita ndo ultrapassam 5% parece ter atingido um equilibrio entre
as forcas atrativas e repulsivas na superficie da estrutura, controlado o adensamento provocado
pela adi¢do dos reforcos e conseguido manter uma melhor interconectividade entre os poros, se

comparado aos demais hidrogeis onde foram adicionados reforgos.
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Figura 27 — Micrografia dos hidrogéis liofilizados
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.6.2FTIR

A andlise de FTIR foi realizada com o intuito de observar as mudancas que
ocorreram na estrutura quimica dos constituintes apos a reticulagdo com riboflavina/UV. A
seguir, a Figura 28 onde é possivel observar o espectro de FTIR dos hidrogéis obtidos. Os
espectros exibem perfis caracteristicos de proteinas. Bandas como as ja citadas Amida A (~
3300 cm™), Amida B (~ 3080 cm™), Amida | (~ 1630-1660 cm™), Amida Il (~ 1550 cm™) , E
Amida 11l (~ 1280 cm™) aparecem em todos os espectro, no entanto, ndo foi observado



50

deslocamento significativo entre as mesmas em relacdo as diferentes composicdes (IAFISCO,
2012). A banda Amida A é reportada como possuidora de elevada sensibilidade em relagéo a
forca das ligacGes de hidrogénio, esta sofreu deslocamento em relacdo ao colageno onde foi
observada em 3330 cm, enquanto nos hidrogéis seu pico maximo de absorcéo ficou situado
em 3300 cm™. Valor este caracteristico da fibra de colageno na forma nativa. Este deslocamento
na banda Amida A indica um maior grau de ordenacgdo da estrutura do coldgeno presente nos
hidrogéis. Este fato sugere a efetividade da reticulacdo entre triplas hélices realizado pela
riboflavina (HABERMEHL et al., 2005; KRIM; BANDEKAR, 1986). Este maior ordenamento
também é resultado da contribuicdo dada pela neutralizagdo da solucéo de colageno antes da
reticulacdo (SKOPINSKA-WISNIEWSKA et al., 2014). Como j& mencionado anteriormente a
razdo entre as absorbancias das bandas Ai23s/A1452 € um parametro qualitativo utilizado para
avaliar a manutencéo da tripla hélice do colageno. Os valores calculados da razéo entre estas
duas bandas para os hidrogéis obtidos foi de 1,02, 1,00, 1,03 e 1,01 para Cio, CooNQ7,5HA2 5,
CooNQsHAs, CooNQ25HA7 5 respectivamente, sendo portanto, mais uma evidéncia qualitativa

da manutencéo da integridade da tripla hélice.

Figura 28 — Gréficos de FTIR dos hidrogéis obtidos por reticulacdo com riboflavina/UV.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
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5.6.3TGA

A anélise de TGA dos hidrogéis liofilizados foi realizada com o intuito de observar
possiveis mudangas na estabilidade térmica em funcéo da variagdo na composi¢do dos mesmos.
A figura 29 apresenta os termogramas dos hidrogeéis obtidos. Todas as curvas de degradacédo
térmica dos hidrogéis apresentaram comportamento semelhante, divergindo apenas no

percentual de perda de massa relacionado a cada evento.

Figura 29 — Gréficos de TGA dos hidrogéis obtidos por reticulacdo com riboflavina/UV.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

5.6.4 DSC

Na figura 30 constam as curvas de DSC para os hidrogeis obtidos. Através da
analise de DSC foi possivel observar a mudanca na temperatura inicial de desnaturacéo (Td),
do coladgeno em funcéo da reticulagdo com riboflavina e da adigdo dos componentes de reforco.
A Td foi determinada antes da reticulagdo como sendo de 40 °C, no entanto, apés a reticulagéo,
o hidrogel composto unicamente por colageno, apresenta temperatura inicial de desnaturacédo
por volta dos 50 °C, tal resultado pode ser considerado um forte indicio da efetividade na
reticulagéo pretendida pela riboflavina, uma vez que, o aumento das ligagdes cruzadas entre as

fibrilas de colageno faz com que seja necessario um maior grau de agitacdo das moléculas para
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que as triplas hélices sejam desfeitas e haja desnaturacdo, corroborando também com 0s
resultados obtidos da anélise de FTIR. A adi¢do de nanoqueratina apresenta-se como sendo um
fator determinante na determinacdo da temperatura inicial de degradacdo. O maior teor de
nanoqueratina incorporado na composicao do hidrogel provocou a maior temperatura inicial de
desnaturacdo, que ficou por volta dos 80 °C, com a reducdo do teor de nanoqueratina
incorporado, houve a diminuigdo da temperatura de desnaturacao. Isto se deve, principalmente
a estabilidade térmica acentuada da nanoqueratina, resultado da presenca de ligacdes dissulfeto
em sua estrutura, uma vez que a nanoqueratina foi incorporada na matriz polimérica de

colageno, produzindo uma melhoria das propriedades térmicas do material.

Figura 30 — Curvas de DSC dos hidrogéis obtidos por reticulacdo com riboflavina/UV.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

O aumento no valor da temperatura inicial de desnaturacéo é reportado como sendo
indicativo de diminuicdo da taxa de degradacdo in vivo, 0 que pode ser uma caracteristica
interessante para aplicacdes em que o biomaterial deve permanecer por mais tempo no sistema
bioldgico. A taxa de degradacéo ideal é considerada como sendo a mesma taxa com a qual o
tecido se regenera, ou seja, ao final da regeneracdo tecidual o hidrogel deve estar
completamente degradado, por isso, este parametro é bastante variavel e depende, entre outros

fatores, da capacidade regenerativa do tecido no material utilizado (LANCELOTTI, 2014).
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Logo abaixo encontra-se a tabela 13, onde estdo expostos os valores de temperatura inicial de

desnaturacdo para os hidrogéis estudados.

Tabela 13 - Temperatura de desnaturacdo dos hidrogéis

Hidrogel Temperatura de desnaturagéo (°C)
Cioo 50,5
CooNQ75HAP25 77,3
CooNQsHAPs 70,7
CooNQ25HAP75 55,7

Fonte: Elaborada pelo autor.
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6 CONCLUSAO

Foi possivel obter uma suspenséo estavel de nanoparticulas de queratina a partir das
penas de frango por meio de metodologia simples e passivel de ser utilizada. Foi possivel obter
coldgeno a partir das peles e tenddes de pés de frango com pureza, estrutura e morfologia
adequadas a utilizacdo no preparo de hidrogéis, utilizando-se metodologia viavel de ser
aplicada.

Foi possivel obter bioapatita pura a partir do residuo 6sseo de frangos, com
caracteristicas similares a apatita biolégica que compde o 0sso humano, podendo-se destacar,
o teor similar de carbonato presente, relacdo Ca/P caracteristica de apatitas calcio deficientes,
e pureza, que garante a inexisténcia de constituintes organicos capazes de gerar resposta
imunoldégica indesejavel. Tendo sido obtida através de metodologia simples e passivel de ser
aplicada em maior escala, desta forma, suscitando uma nova rota tecnoldgica para agregacao
de valor aos subprodutos da industria avicola. Todos os biomateriais obtidos apresentaram
propriedades adequadas a formulacao de biocompositos para cultura de tecidos.

Foi possivel obter hidrogéis compésitos a partir dos biomateriais extraidos de
subprodutos da indudstria avicola através da reticulacdo em todas as composi¢des propostas,
assim como avaliar a influéncia da variacdo de porcentagem dos constituintes na porosidade e
estabilidade térmica dos compositos. Ambos 0s componentes adicionados para melhoria nas
propriedades do hidrogel promoveram diminuicdo progressiva de porosidade com o aumento
de suas concentracdes. A adicdo de nanoqueratina promoveu melhoria significativa na
resisténcia térmica dos compositos, tornando a temperatura inicial de degradacdo de todos os
hidrogéis adequada as aplicacdes biomédicas e tendo alcancado o valor maximo com a

composicdo em que ha o maior percentual de nanoqueratina.
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