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1 INTRODUCAO

O colageno € o componente estrutural mais abundante da matriz extracelular dos
tecidos, sendo relatados até o momento pelo menos 28 tipos numerados em
algarismos romanos que sdo sintetizados pelas células residentes e fibroblastos
(GILLIES et al., 2011; GORDON; HAHN, 2010; ICARDO; COLVEE, 1995).
Estruturalmente, as moléculas de colageno sao formadas por pelo menos quarenta e
seis cadeias polipeptidicas denominadas alfa organizadas em formato de tripla
hélice, as quais podem constituir a maior parte de sua estrutura, com cerca de 96%
para o colageno tipo | e ao menos 10% para o colageno tipo Xl (KULAR; BASU;
SHARMA, 2014; RICARD-BLUM, 2011). Em sua estrutura micromolecular, 0s
aminoacidos frequentemente encontrados sao glicina, 4-hidroxiprolina e prolina
(SHOULDERS; RAINES, 2010).

Sugere-se que a partir da terceira década de vida, o corpo tende a produzir menos
coldgeno, diante a incapacidade de renovacdo dos fibroblastos, principais
responsaveis pela sintese a partir dos aminoacidos formadores. Por consequéncia,
ha um desequilibrio na producdo de colageno, o que contribui com o aspecto
envelhecido da pele (SILVA; PENNA, 2012).

Os suplementos a base de colageno, derivados de produtos carneos, vem se
apresentando como uma das alternativas a reparacdo dos efeitos do avanco da
idade sobre a pele, movimentando o mercado da salude estética. Atualmente é
possivel encontrar indmeras marcas e composi¢des variadas, suplementados com
vitaminas, eletrolitos e dentre outros (PRESTES et. al., 2013). Ressalta-se ainda que
além dos produtos consumiveis, ha ainda o mercado de servigos assistidos onde
além de compdésitos a base de colageno, é possivel evidenciarem a aplicabilidade de
bioestimuladores, que na esséncia, estimulam a producdo de colageno quando

injetadas em determinadas camadas do tecido epitelial (FRIEDMANN, 2014).

Atualmente existe um vasto portfolio de produtos a base de colageno hidrolisado,

entretanto, poucos sdo o0s estudos que buscam caracteriza-lo quanto a sua



composicdo, estando a sua eficacia atrelada ao que € evidenciado principalmente
em seus roétulos. Neste contexto, o presente estudo se apresenta como uma
ferramenta capaz de avalia-los no que tange a sua composicao de hidroxiprolina,
mensurando deste modo indiretamente o colageno e, compara-lo a outros produtos
carneos e derivados, a fim de estabelecer a real necessidade de consumo, bem
como investigar se o colageno hidrolisado se apresenta superestimado quando

comparado a tais produtos.



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o teor do amino&cido hidroxiprolina em capsulas de colageno hidrolisado,

produtos carneos e gelatina desidratada comercialmente disponiveis.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o teor de hidroxiprolina em valores diarios a partir de padrbes pré-
estabelecidos de consumo e assim mensurar indiretamente o consumo de

colageno;
e Adequar técnica espectrofotométrica para investigacdo de hidroxiprolina;

e Investigar junto a literatura o teor do aminoacido hidroxiprolina em produtos

similares analisados.
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RESUMO

Introducdo O colageno é o principal componente da MEC (matriz extra celular) e
desempenha papel fundamental na biomecéanica, reduzindo consideravelmente o
impacto do estiramento tecidual sob as células. Suplementos a base de colageno,
derivados de produtos carneos se apresentam como uma das alternativas a
reparacao dos efeitos do avanco da idade sobre a pele, movimentando o mercado
da saude estética. Existe vasto portfolio de produtos a base de colageno hidrolisado,
entretanto, poucos sdo estudos que buscam caracteriza-lo quanto a sua
composicdo, estando a sua eficacia atrelada ao que € evidenciado principalmente
em seus roétulos. O presente estudo se apresenta como ferramenta capaz de avalia-
los no que tange a composicdo de hidroxiprolina, mensurando indiretamente o
colageno e, compara-lo a outros produtos carneos e derivados, a fim de estabelecer
a real necessidade de consumo, bem como investigar se o colageno hidrolisado se
apresenta superestimado. Objetivo Investigar o teor do aminoacido hidroxiprolina
em capsulas de colageno hidrolisado, produtos carneos e gelatina desidratada
comercialmente disponiveis. Metodologia A pesquisa foi realizada utilizando trés
produtos distintos: capsula de colageno hidrolisado, carne bovina e gelatina
desidratada. A determinacéo de hidroxiprolina foi realizada utilizando adaptacdo de
protocolo espectrofotométrico cujo principio é a oxidagdo e revelacdo do
aminoacido. Resultado Estabelecemos as doses diarias de carne bovina (100 g),

capsula de colageno (1 capsula) e gelatina (25 g) para investigarmos sob a 6tica real



de ingesta e pudemos constatar que o consumo de uma porgéo de carne bovina de
100 gramas € equivalente a ingesta de 97,78 capsulas de colageno e a ingesta de
aproximadamente 13 embalagens de gelatina desidratada. Conclusdo Ao investigar
o teor de colageno indiretamente através da hidroxiprolina em produtos
comercialmente disponiveis sugerimos que o consumo das capsulas de coldgeno
hidrolisado pode se apresentar superestimado, quando a dose diéria recomendada

pode ser suprida a partir do consumo de produtos carneos.
Palavras-chaves: Colageno hidrolisado, hidroxiprolina, carne, gelatina, capsula.
ABSTRACT

Introduction Collagen is the main component of the ECM and plays a fundamental
role in biomechanics, considerably reducing the impact of tissue stretching under the
cells. Collagen-based supplements, derived from meat products, are presented as
one of the alternatives to repair the effects of aging on the skin, moving the aesthetic
health market. There is a vast portfolio of products based on hydrolyzed collagen,
however, there are few studies that seek to characterize it in terms of its composition,
and its effectiveness is linked to what is evidenced mainly on its labels. The present
study presents itself as a tool capable of evaluating them regarding the composition
of hydroxyproline, indirectly measuring collagen and comparing it to other meat
products and derivatives, in order to establish the real need for consumption, as well
as to investigate whether hydrolyzed collagen is overestimated. Objective To
investigate the content of the amino acid hydroxyproline in commercially available
hydrolyzed collagen capsules, meat products and dehydrated gelatin. Methodology
The research was carried out using three different products: hydrolyzed collagen
capsule, beef and dehydrated gelatin. The determination of hydroxyproline was
performed using an adaptation of a spectrophotometric protocol whose principle is
the oxidation and revelation of the amino acid. Result We established the daily doses
of beef (100 g), collagen capsule (1 capsule) and gelatin (25 g) to investigate from
the real point of view of intake and we were able to verify that the consumption of a
100-gram portion of beef is equivalent to the intake of 97.78 collagen capsules and

the intake of approximately 13 packages of dehydrated gelatin. Conclusion When



investigating the collagen content indirectly through hydroxyproline in commercially
available products, we suggest that the consumption of hydrolyzed collagen capsules
may be overestimated, when the recommended daily dose can be supplied from the

consumption of meat products.

Keywords: Hydrolyzed collagen, hydroxyproline, meat, gelatin, capsule.

Introducao

O colageno é o principal componente da MEC (Matriz extra celular) e desempenha
um papel fundamental na biomecénica, reduzindo consideravelmente o impacto do
estiramento tecidual sob as células (WALKER; MOJARES; DEL RIO HERNANDEZ,
2018). Estruturalmente, as moléculas de colageno sao formadas por pelo menos
guarenta e seis cadeias polipeptidicas denominadas alfa organizadas em formato de
tripla hélice (GILLIES et al., 2011; GORDON; HAHN, 2010; ICARDO; COLVEE,
1995). Em sua estrutura micromolecular, os aminoacidos frequentemente
encontrados sao glicina, prolina e 4-hidroxiprolina, sendo a ultima responsavel por
14% da molécula e encontrada de forma exclusiva no coldgeno (SHOULDERS;
RAINES, 2010).

Os suplementos a base de colageno, derivados de produtos cérneos, vem se
apresentando como uma das alternativas a reparacdo dos efeitos do avanco da
idade sobre a pele, movimentando o mercado da salude estética. Atualmente é
possivel encontrar indmeras marcas e composi¢cdes variadas, suplementados com
vitaminas, eletrolitos e dentre outros (PRESTES et. al., 2013). Ressalta-se ainda que
além dos produtos consumiveis, ha ainda o mercado de servigos assistidos onde
além de compdésitos a base de colageno, € possivel evidenciarem a aplicabilidade de
bioestimuladores, que na esséncia, estimulam a produgdo de colageno quando

injetadas em determinadas camadas do tecido epitelial (FRIEDMANN, 2014).

Atualmente existe um vasto portfolio de produtos a base de colageno hidrolisado,

entretanto, poucos sdo o0s estudos que buscam caracterizad-lo quanto a sua



composicdo, estando a sua eficacia atrelada ao que € evidenciado principalmente
em seus roétulos. Neste contexto, o presente estudo se apresenta como uma
ferramenta capaz de avalia-los no que tange a sua composicdo de hidroxiprolina,
mensurando deste modo indiretamente o colageno e, compara-lo a outros produtos
carneos e derivados, a fim de estabelecer a real necessidade de consumo, bem
como investigar se o colageno hidrolisado se apresenta superestimado quando

comparado a tais produtos.

Metodologia
Universo e Amostra

O estudo consiste em uma pesquisa experimental cujo intuito € avaliar o teor de
aminoacidos formadores de coldgeno, principalmente hidroxiprolina. A pesquisa foi
realizada utilizando trés produtos distintos: capsula de coldgeno hidrolisado
(Ultrafarma 750 mg/ 500 mg de colageno e 250 mg de compositos suplementares) ,
carne bovina (Patinho Bovino 100 g) e gelatina desidratada (Dr Oetker 25 g). Os
procedimentos analiticos foram realizados no laboratério de pesquisa Louis Pasteur
da Escola Superior S8o Francisco de Assis, localizado no municipio de Santa
Teresa — ES, e no Nucleo de Bioengenharia Tecidual da Universidade Federal do

Espirito Santo, localizado no municipio de Vitéria — ES.

Andlise Espectrofotométrica de Hidroxiprolina

A determinacdo de hidroxiprolina foi realizada utilizando adaptacdo de protocolo
espectrofotométrico descrito inicialmente na literatura (TORRE; LICHTIG;
BERAQUET, 2004). Para a determinacdo do aminoacido hidroxiprolina
confeccionamos uma curva padrdo de nove pontos, partindo de uma solucéo
contendo 625 pg/ml de hidroxiprolina (Sigma Aldrich®). As diluicdes foram
realizadas em microtubos de 2ml utilizando agua destilada, onde o volume final foi
de 100 pL. Os pontos da curva possuem concentracdes entre 625 a 2,44 ug de
hidroxiprolina. De cada tubo, foram transferidos 50 puL do diluido para novos
microtubos. Como branco foi utilizado 50 pL de agua destilada. Em seguida, foram

adicionados 450 pyL de solucdo de Cloramina T 0,025M cuja funcédo é oxidar as



moléculas de hidroxiprolina da solu¢cdo. As amostras descansaram por 30 minutos e
posteriormente foram adicionados 500 pL de reagente de Erlich 0,5M (de 4-
dimetilaminobenzaldeido em uma solucdo de 2-propanol/acido perclérico [2:1]). As

amostras foram levadas ao banho maria a 60°C durante 15 minutos.

Amostras de carne bovina, coldgeno hidrolisado e gelatina, em triplicata, foram
acondicionadas em tubos de 15 mL contendo 50 pL de NaOH 7N para hidrolise
alcalina. Como branco, foi utilizado 50 uL de NaOH 7N que foi submetido a todas as
etapas do processamento. Os tubos foram autoclavados a 120°C (p=98,1kPa) por
40 minutos. Posteriormente, foram adicionados aos tubos, 50 ul de H2SO4 3,5M para
acidificar o hidrolisado. Neste momento, as amostras se apresentaram em volume
final de 100 pL. Deste volume, foram transferidos 50 pL para um microtubo. Foram
adicionados a estes tubos e ao tubo branco 450 pL de Cloramina T 0,0025M. A
solucédo reagiu por 25 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente foram
adicionados aos tubos amostrais e branco, volume de 500 pL de reagente de Erlich
0,5M. A solucéo foi acondicionada em banho maria a 60°C por 15 minutos. As
amostras alvo e a curva padrdo e seus respectivos brancos foram aliquotadas e

lidas em triplicata a absorbancia de 560 nm em Espectrofotébmetro.

Anélise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism Versao 7.0.1
(GraphPad software, Inc, USA, Versao Trial). Os dados foram analisados quanto a
normalidade utilizando o teste Shapiro-Wilk. Para os dados que se apresentarem
dentro de uma distribuicdo Gaussiana (comparado ao teste de normalidade com
a=0,05), foi aplicado o teste estatistico One-way ANOVA, indicado para comparacéo
entre trés ou mais grupos independentes. As amostras entre 0s grupos foram

consideradas significativas quando p<0,05.
Resultados e Discusséo

A partir de curva padréo confeccionada com concentracdes de hidroxiprolina entre
2,44 e 625 pg ou 0,000244 a 0,625 mg (Figura 1), foram mensurados



quantitativamente a concentracdo do aminoécido presente em amostras de capsula

de colageno, carne bovina e gelatina (Figura 2).

Figura 1 - Curva padrdo de hidroxiprolina confeccionada a partir de 9 pontos de
diluicéo.
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Figura 2 - Hidroxiprolina mensurada por miligrama de peso em trés produtos
distintos: gelatina, capsula e colageno e carne bovina. Teste One way ANOVA, **p
valor<0,0011.
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Analisados em triplicata e com respectivos pesos se apresentando dentro da
distribuicAo normal, constatamos a concentracdo meédia de hidroxiprolina por

miligrama de peso das amostras investigadas (Tabela 1).



Tabela 1 — Concentracdo média de hidroxiprolina por miligrama de peso das
amostras investigadas.

Amostra Peso da Amostra (mg)  Hidroxiprolina (mg/mg)
Cépsula de Colageno 26,7 + 1,45* 0,01644 + 0,002270
Carne Bovina 13,0 + 1,58* 0,008039 + 0,0003823
Gelatina 14,0 + 1,52* 0,02452 + 0,001622

*valor de p>0,50.

Ao investigarmos a concentracdo de hidroxiprolina em peso absoluto, ou seja,
corrigidos para os pesos totais dos produtos analisados neste estudo, foi possivel
mensurar de forma indireta o consumo de colageno sob espectro do dia a dia. Em
outras palavras pudemos observar em numeros reais a ingesta de colageno através

da hidroxiprolina em padrdes diarios.

De acordo com Torre e colegas (2004), o aminoacido hidroxiprolina esta presente
em poucas proteinas, a saber, no colageno, representando aproximadamente 14%
do mesmo. Por essa caracteristica em particular, a quantificacdo de colageno em

pela mensuracédo da hidroxiprolina se apresenta como alternativa viavel e confiavel.

Em carne bovina, apesar da média de hidroxiprolina (0,008039 = 0,0003823 mg)
encontrada por miligrama ser relativamente inferior se comparada aos demais
grupos, ao normalizamos para valores proximos ao de uma refeicdo normal, em
por¢cdes de carne bovina entre 100 e 400 miligramas, é evidenciado teor elevado do

aminodcido, variando entre 803,9 e 3.215,6 mg (Tabela 2).

Ressalta-se que os valores em por¢des carneas de 100 a 400 miligramas foram
utilizados como indicadores atraveés da confec¢cao de curva padrdo. No entanto sob
mensdo dos valores de consumo segundo a Organizacdo Mundial de Saude OMS
esteja entre 300 a 500 gramas semanais, 0 que equivale a 70 gramas de consumo

em uma refeigdo diaria.



Tabela 2 - Concentragdo em mg de hidroxiprolina em porc¢éo diaria de carne.

Amostra mg hidroxiprolina/mg mg/por peso
803,9/100g
Carne Bovina 0,008039 + 0,0003823 1607,8/200g

3215,6/400g

A investigacdo espectrofotométrica em carne bovina evidenciou que em uma porgao
de 100 gramas, h& aproximadamente 0,8% de aminoacido hidroxiprolina,
corroborando com Oliveira e Oliveira (2011), que encontraram valores entre 0,43% e

1,5% ao investigarem diferentes cortes de carnes bovinas, suinas e de aves.

Em relacéo a capsula de colageno, encontramos valor médio de 0,01644 + 0,002270
mg de hidroxiprolina por miligrama de peso. Ao normalizamos para valores
aproximados a doses diarias de uma a trés capsulas, pudemos observar a
concentracdo que a concentracdo do aminoacido varia entre 8,221 e 24,663 mg
(Tabela 3).

Tabela 3 - Concentracdo em mg de hidroxiprolina em doses diarias de capsulas de
colageno.

Amostra mg hidroxiprolina/mg mg/por unidade

8,221/1 capsula
Céapsula de Colageno 0,01644 + 0,002270 16,442/2 capsulas
24,663/3 capsulas

Encontramos em nosso estudo aproximadamente 8,2 miligramas de aminoéacido
hidroxiprolina em uma capsula com peso total de 500 miligramas. Ndo ha estudos
cientificos que elucidem a dose diaria eficaz que apresente efeitos positivos em
tecido epitelial, estando os consumidores influenciados exclusivamente pelas

informacgdes contidas em rétulos e aquelas divulgadas através de propagandas em



televisdo e/ou redes sociais. Entretanto, estudos sugerem que a ingestéo diéria de
produtos suplementados com coldgeno apresenta efeito significativo sobre a pele,
melhorando a elasticidade e reduzindo as marcas do envelhecimento (BILEK, et al.,
2015; CZAJKA, et al., 2018).

Em relacdo a concentracdo de hidroxiprolina em gelatina, observamos valor médio
de 0,02452 + 0,001622 mg por miligrama de peso. Apds a normalizacdo para doses
de gelatina ndo hidratada com peso entre 25 e 100g, constatamos que a

concentracdo do aminoacido apresenta variacao entre 61,25 a 245,2 mg (Tabela 4).

Tabela 4 - Concentracdo em mg de hidroxiprolina em porcdes diarias de gelatina.

Amostra mg hidroxiprolina/mg mg/por peso
61,3/25¢g
Gelatina 0,02452 + 0,001622 122,6/509
245,2/100g

De acordo com Bhagwat e Dandge (2018), o colageno na integra e a gelatina sao
configuragBes distintas da mesma macromolécula. A gelatina é obtida a partir da
hidrolise parcial do colageno em um meio acido ou alcalino, desta forma o colageno
transformado, resulta na formacdo de um gel rigido ap6s o seu resfriamento
(BOBBIO, et al., 1992). Neste contexto, é sugestivel que consumir gelatina é o

mesmo que consumir colageno puro.

Estabelecemos as doses por refeicdo de carne bovina (100 g), capsula de colageno
(1 capsula) e gelatina (25 g) para investigarmos sob a Otica real de ingesta e
pudemos constatar que o consumo de uma por¢ao de carne bovina de 100 gramas é
equivalente a ingesta de 97,78 capsulas de coldgeno e a ingesta de

aproximadamente 13 embalagens de gelatina desidratada (Figura 3).



Figura 3 - Hidroxiprolina mensurada por miligrama de peso em trés produtos
distintos: gelatina, capsula e colageno e carne bovina. Teste one way ANOVA, ***p
valor<0,0001.
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E valido ressaltar que o colageno hidrolisado existente nas capsulas, bem como a
gelatina, sdo produtos obtidos diretamente da hidrolise da molécula de colageno
extraida de produtos carneos bovinos, suinos e pescados (WOLF; SOBRAL; TELIS,
2009; SILVA; PENNA, 2012). Portanto, a ingestédo diaria dos referidos produtos se
apresenta como saida de menor impacto econémico, tendo em vista o0 preco médio

de suplementos farmacéuticos como as capsulas.

7

Cabe ressaltar que além da ingesta, € necessario consumir a concentracdo de
colageno hidrolisado e/ou aminoacidos formadores necesséaria para torna-los
biodisponiveis ao plasma sanguineo, que por sua vez a distribuird aos tecidos.
Segundo Shigemura e colegas (2014), a ingestdo de 153,8 miligramas de
hidroxiprolina ou valores superiores por dia, € capaz de impulsionar um acréscimo
dos niveis do aminoacido no plasma. Em nosso estudo, evidenciamos que a carne
bovina foi o Unico produto analisado que apresentou teor superior a 153,8
miligramas, totalizando 803,9 miligramas de aminoacido hidroxiprolina em uma

porcao de carne de aproximadamente 100 gramas.

Conclusao



Ao investigar o teor de colageno indiretamente através do aminoacido hidroxiprolina
em produtos comercialmente disponiveis, sugerimos que o consumo das cpsulas
de colageno hidrolisado pode se apresentar superestimado, quando que a dose
diaria recomendada pode ser suprida a partir do consumo de produtos carneos, bem
como através do consumo de por¢cdes de gelatina. Neste contexto, a alimentacao se
apresenta como a verdadeira fonte da juventude, no que tange ao consumo do

colageno e seus componentes.
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4 PERSPECTIVAS FUTURAS

Para investigacdo mais aprofundada, principalmente no que tange a qualidade dos

compaositos a base de colageno disponiveis comercialmente, sugere-se:

» Realizar o protocolo experimental em distintas formulacfes a base de colageno e

seus aminoacidos;
» Investigar os aminoacidos além da hidroxiprolina;

» Investigar o perfil quimico desses compoésitos de modo a elucidar quais

compostos além dos aminoacidos podem ser encontrados.
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