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Avaliagcao do potencial bioativo de glicosaminoglicanos de
barbelas de peru

Evaluation of the bioactive potential of
glycosaminoglycans in turkey dewlap

RESUMO

O estudo teve como objetivo extrair glicosaminoglicanos (GAGs) totais de barbelas de peru
e avaliar o seu potencial bioativo. As barbelas foram cedidas por uma empresa situada no
oeste do estado do Parana, armazenadas até o momento de sua andlise e caracterizadas
quanto a sua composicao proximal. Foi realizada a extragdo de GAGs totais com a enzima
papaina e feita a determinag¢do do seu potencial na inibicdo da enzima tirosinase. As
barbelas de peru apresentaram 79,22 % de umidade, 17,84 % de proteina, 2,18 % de
lipideos, cinzas 0,30 % e 0,46 % de carboidratos. O processo de extracdo dos GAGs,
apresentou um alto rendimento quando comparado a outras fontes. Os GAGs totais
extraidos da barbela de peru, apresentaram potencial de inibi¢cdo da atividade de tirosinase,
principalmente em concentra¢des mais elevadas (70 e 90 pg/mL).

PALAVRAS-CHAVE: Industria avicola - Subprodutos. Alimentos — Composic¢do. Inibigao.
ABSTRACT

The study aimed to extract total glycosaminoglycans (GAGs) from turkey dewlap and
evaluate their bioactive potential. The dewlap were provided by a company located in the
west of the state of Paranad, stored until the moment of their analysis and characterized
concerning to their proximal composition. Total GAGs were extracted with the enzyme
papain and their potential for inhibiting the tyrosinase enzyme was determined. The turkey
dewlap shows 79.22% moisture, 17.84% protein, 2.18% lipids, 0.30% ash and 0.46%
carbohydrates. The process of extracting the GAGs, showed a high yield when compared to
other sources. The total GAGs extracted from the turkey dewlap, present potential of
inhibition of tyrosinase activity, mainly at higher concentrations (70 and 90 pg/mL).
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INTRODUCAO

Mundialmente o Brasil é o terceiro maior produtor de peru (Meleagris
gallopavo), produzindo anualmente, 181 mil toneladas de peru. A regido sul do
Brasil é responsavel por 90% desta industrializacdo (ABPA, 2018).

A industria de processamento de peru durante a producdo gera uma grande
quantidade de residuos e entre eles estdo os subprodutos que sdo partes nao
comestiveis, que ndo podem ser embaladas e comercializadas, tais como: barbela,
papo, traqueia, eso6fago, baco e pulmdes. O destino destes subprodutos é para fins
pouco nobres (farinha para racdo animal, sabdo, éleo entre outros), de baixo
retorno economico (LIMA, 2020).

Estudos explorando subprodutos da industrializacdo de peru (Meleagris
gallopavo) para fins mais nobres, ainda sdo escassos. Sendo o Brasil um dos
principais produtores mundiais de peru e gerador de elevadas sobras de seu
processamento (ABPA, 2018).

As barbelas estdo localizadas abaixo do pesco¢co do peru macho, possui
coloracdo avermelhada é uma tuberosidade carnosa composta de tecido
conjuntivo. Os glicosaminoglicanos (GAGs) estdo presentes na matriz extracelular,
composta de proteoglicanos, glicosaminoglicanos e elementos celulares (NELSON;
COX, 2014). Presentes em todas as células animais com diferengas estruturais
dependendo do tecido ou do organismo de origem (ALBERTS et al., 2010).

Os GAGs sdo cadeias polissacaridicas ndo-ramificadas, composta de unidades
repetidas de dissacarideos. Sdo chamados GAGs porque um dos dois acucares do
dissacarideo repetido sempre é um aglcar aminado (N-acetilglicosamina ou N-
acetilgalactosamina) e normalmente sulfatado. O segundo agucar, normalmente é
um acido urdnico (glicurénico ou idurdnico) (BOAS, 1949).

GAGs sao carregados negativamente e estdo divididos em seis grupos
principais de acordo com a molécula de agucar e o tipo de ligacdo sdo eles: sulfato
de condroitina, sulfato de queratana, sulfato de dermatana, sulfato de heparina,
sulfato de heparana e acido hialurénico que é o Unico nao sulfatado (BOAS,
1949)(RANI; BARUAH; GOYAL, 2017).

A tirosinase é uma enzima que estd envolvida no estdagio inicial de uma série
de reacbes e é vital no caminho biossintético da melanina no corpo humano
(LIMTRAKUL et al., 2016). Quando envolvida na quimioterapia, auxilia no controle
da producdo de melanina, impedindo a hiperpigmentacdo, como sardas, por
exemplo, que é causada pelo melandcito ativado na epiderme (LEE et al., 2017).

O aumento da irradiacdo ultravioleta pode induzir anormalidades no tecido da
pele, envelhecimento e até mesmo cancer (KIM et al., 2018). Dessa forma, a
inibicdo da atividade da tirosinase tende a induzir o clareamento do drgdo
(PAPAKONSTANTINOU; ROTH; KARAKIULAKIS, 2012).

Atualmente, a industria farmacoldgica vem explorando as atividades
bioldgicas dos GAGs, que sdo conhecidos por suas a¢des anticoagulantes, anti-
inflamatdrias, neuroprotetoras e antiproliferativas (GRACA et al., 2020)(POMIN,
2015).
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Dessa forma, este estudo teve como objetivo extrair glicosaminoglicanos
totais das barbelas de peru e avaliar o seu potencial bioativo para inibicdo de
tirosinase.

MATERIAIS E METODOS

Foram utilizadas barbelas de perus machos (Meleagris gallopavo). O material
foi cedido por uma empresa de abate de perus, localizada no oeste do Parana e
coletado em julho de 2018 e mantidas congeladas (-18 °C) até o momento de uso.
A extracdo dos glicosaminoglicanos foi realizada com a enzima papaina e os
reagentes utilizados foram todos de grau analitico.

Para o preparo da matéria-prima as amostras foram descongeladas sob
refrigeracdo 4 °C por 6 h, apds foram cortadas na dimensao de 4 x 4 cm e utilizadas
para posteriores analises.

Foram feitas as determinacGes da composicdo proximal das barbelas de peru.
A umidade foi determinada pelo método gravimétrico, a proteina pelo método de
Kjeldahl, para o teor lipidico foi utilizado o método de Soxhlet e o residuo mineral
fixo (cinzas) foi determinado submetendo as amostras a 550 °C conforme
procedimento da Association of Official Analytical Chemists (AOAC, 2012). Os
carboidratos foram determinados pela diferenca dos valores encontrados para
umidade, lipideos, proteinas, cinzas (AOAC, 2012).

A extracdo dos GAGs foi realizada seguindo a metodologia de Cardoso e
colaboradores (1992) com modificagbes. O processo esta ilustrado na Figura 1. As
barbelas foram cortadas e a retirada do material lipidico (deslipidagdo) ocorreu
com imersdao em 50 mL de acetona por 24 h a 4 °C. Apds foram submetidas a 2
substituicdes de 24 horas cada em 40 mL de solugdo de cloroférmio/metanol (2:1,
v/v) por 24 horas a 25 °C. O solvente foi decantado e as amostras secas em estufa
com circulagdo a 50 °C durante a noite. Os tecidos secos foram hidratados em
tampdo de digestdo (acetato de sddio 100 mM pH = 5,0, cisteina 5,0 mM e EDTA
dissddico 5,0 mM) na proporc¢do de 2,0 mL de tampao para 100 mg de tecido seco.

Ap0s hidratacdo por 24 h a 4 °C, os tecidos receberam solucdo de papaina (20
mg/L), preparada na solucdo tampdo de digestdo descrita anteriormente, numa
proporc¢do de 0,5 mL para 100 mg de tecido seco. Os tecidos foram incubados por
24 horas a 60 °C e centrifugados a 3200 rpm por 30 min e apds o sobrenadante foi
retirado.

O precipitado foi submetido a uma nova incubacdo com papaina, sob as
mesmas condi¢des descritas anteriormente e em seguida, foi adicionado ao
sobrenadante cloreto de cetilpiridinio (CPC) 10%, numa propor¢do de 0,2 mL para
100 mg de tecido seco e deixado em repouso por 72 horas a 8 °C. A amostra seguiu
para centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o pellet foi lavado com 3,0 mL
de solugdo de NaCl 2,0 M e etanol absoluto (100:15, v/v). O sobrenadante
resultante foi precipitado novamente utilizando-se cloreto de cetilpiridinio (CPC)
5%, numa proporgao de 0,2 mL para 100 mg de tecido seco e deixado em repouso
por 72 horas a 8 °C. Na amostra resultante foram adicionados dois volumes de
etanol absoluto, depois foi deixada em repouso por 24 horas a -16 °C. A amostra
seguiu para a centrifugacao, posteriormente o sobrenadante foi descartado e o
pellet lavado uma vez com 10 mL de etanol 80% e centrifugado novamente, apds
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o sobrenadante foi descartado e o pellet resultante do processo, congelado a -18
°C e liofilizado, obtendo assim o teor de GAGs totais.

Figura 1 — Fluxograma do processo de extracdo de GAGs da barbela de peru

Barbela cortada Centrifugagio | Sobrenadante
(4xdem) ﬂ descartado
e Pellet lavado com etanol [ — Pellet
Teslipidacho absoluto & Nacl ] armazenado
Secagem 50°C Sobrenadante 5% CPC |4  Pellet lavado com
U 72h/8°C etanol absoluto ¢ Nacl
Hidratagdo da amostra JVL
seca com tampdo 24h/4°C Pellet lavado com etanol
U 24h/-16°C e —
Digestdo com Sobrenadante
papaina 24h/60"C descartado
Sobrenadante Centrifugagéo
armazensio RIC Peliet etanol 60%
Precipitado, nova digestio Centrifugagdo
com papaina 24h/60"C H
Scbrenadante 10% CPC 72h/8°C Secagem do pellet | GAGs totais
I 24h125°C

Fonte: Cardoso e colaboradores (1992).

O rendimento da extracdo dos glicosaminoglicanos foram calculados de
acordo com a Eq. 1.

. de GAG s totai
Rendimento (%)= peso seco de s totais (g) (1)
peso da barbela (g)

A atividade inibitéria contra a enzima tirosinase foi determinada pelo método
de Hearing e Jimenez (1987) com modificagGes, utilizando a L-tirosina como
substrato. Amostras de 50 pL nas concentracdes de 10, 30, 50, 70 e 90 pL foram
misturadas com 30 pL de tirosinase (330 U/ mL em tamp3o fosfato, pH 6,82) e
incubadas por 5 min. Em seguida, 120 pL de substrato (L-tirosina, 4 mM em
tampado) foram adicionados ao meio reacional. Na sequéncia foram incubadas por
10 min a 37 °C. Apds, monitorou-se a cinética de reacdo fazendo-se o uso do
espectrofotometro (Bel-photonics —UV- M-51) medindo-se a absorbancia no
comprimento de onda de 475 nm, durante 10 minutos de 30 em 30 s.

A percentual de inibicdo foi calculada conforme Eq. (2)

Inibicdo da tirosinase (%)=100- Absorbancia da amostra 100 (2)

Absorbancia do padrdo

RESULTADOS E DISCUSSOES

S3do escassos estudos investigando os subprodutos de peru e ndo foram
encontrados estudos que relatem a extracao de glicosaminoglicanos em barbelas
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de peru. A composicao proximal das barbelas de peru esta apresentada na tabela
1.

As barbelas de peru apresentaram (79,22 %) de umidade, (17,84 %) de
proteina, (2,18 %) de lipideos, cinzas (0,30 %) e (0,46 %) de carboidratos. Estes
valores encontrados, sdo similares ao da crista de galo relatados por Swann,
(1967).

Apesar das barbelas de peru por serem um subproduto da industrializacao,
subutilizado com baixo o teor de hidratos de carbono, ha indicios da presenca de
GAGs. A extracdo destes GAGs conhecidos por suas propriedades farmacoldégicas,
poder ser uma alternativa para a valoracdo destes subprodutos.

Tabela 1 — Composi¢do proximal das barbelas de peru antes da escaldagem

Fragdo Média g (%) (Base umida) Média g (%) (Base seca)

Umidade 79,22 £ 0,05 -

Proteina 17,84+ 0,04 85,85
Cinzas 0,30+0,01 1,44
Lipideos 2,18 +0,09 10,49
Carboidratos 0,46 + 0,03 2,22

Fonte: Autoria propria (2020).

EXTRAGAO DE GLICOSAMINOGLICANOS

A extracdo de glicosaminoglicanos é um processo de alto custo, laborioso e de
baixo rendimento (RANI; BARUAH; GOYAL, 2017), com um tempo médio de
extracao de 9 dias. No entanto, neste trabalho foram de 13 dias, devido a etapa de
precipitacdo ter sido mais longa. O tempo de precipitacdo com cloreto de
cetilpiridinio (CPC) comumente é 24 h, no entanto, devido ao pouco material
precipitado neste periodo, esta etapa foi prolongada para 72 h.

O CPC é um detergente catidnico hidrofilico que possui alta capacidade para
se ligar se 8 GAGs (MACCARI; FERRARINI; VOLPI, 2010). O acido hialurénico sendo
uma molécula carregada negativamente pode ser mais facilmente precipitada com
o CPC, por formar um sal e auxiliar na eliminacdo de varios contaminantes, que
podem interferir no rendimento, na massa molar e consequentemente na
qualidade do glicosaminoglicano produzido (PANAGOS et al., 2014).

Posterior ao processo de extracao foi produzido os glicosaminoglicanos totais
da barbela do peru (GTB). No presente estudo o rendimento obtido foi de 2,7% de
material seco. Esse rendimento foi superior ao relatado por Liu et al. (2018), que
obteve 1% em caramujo (Achantina fulica) e Silva et al. (2018) que alcangou 1,22%
em enguia europeia (Anguilla anguilla).

O elevado rendimento obtido neste estudo, pode estar relacionado com a
etapa de precipitacao prolongada.

ATIVIDADE DE INIBITORIA DA TIROSINASE
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O efeito da atividade de inibi¢cdo da tirosinase foi realizado na amostra de GTB
e os resultados estdo apresentados na Figura 2. Os dados mostram que todas as
concentracgdes (10 a 90 ug/mL) apresentaram inibi¢do da atividade de tirosinase
em comparagdo controle. Observa-se que com o aumento da concentragdo o
percentual inibitério é elevado. As amostras de GTB apresentaram atividade de
inibicdo mais elevada nas concentracdes (70 e 90 pg/mL).

No estudo de Lee et al., (2017), os GAGs da casca de ovos (Lipis tessellatus)
inibiu 11,8% de tirosinase na concentragdo de 50 pg/mL.

De acordo com os resultados apresentados, os glicosaminoglicanos totais
extraidos da barbela do peru, demonstrou potencial para inibir a atividade da
tirosinase.

Figura 2 - Percentual de inibi¢do da tirosinase nas amostras de GTB, nas concentragbes de
10,3050, 70 e 90 pg/mL

65 6.5 534
2 33 493 30.3
g ;
= 43
g
° 33
N 4.1
B/ 235
= s
s

3 0,051

-3 1y 30 30 T0 a0

Concentracio wug/mL
mComtrole mGTE
Fonte: Gustavo Santana (2020)
CONCLUSOES

As barbelas de peru apresentaram umidade (79,22 %), proteina (17,84 %),
lipideos (2,18 %), cinzas (0,30%) e carboidratos (0,46 %). O processo apresentou
um elevado rendimento (2,7%) para extracdo de GAGs.

Os glicosaminoglicanos totais extraidos da barbela do peru, demonstraram
potencial para inibir a atividade da tirosinase. As barbelas de peru podem ser fonte
para extracdo de glicosaminoglicanos.
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