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RESUMO: Ao longo de milhares de anos, os materiais naturais
evoluiram, desenvolvendo estruturas —hierdrquicas complexas e
multifuncionais. Um exemplo disso, os cascos bovinos, sdo materiais
queratinosos diferenciados de outros tipos de cascos cuja estrutura e
composi¢ao ainda ndo sao tao conhecidas como a dos cascos equinos.
Dessa forma, o presente trabalho se propés a investigar a influéncia da
dgua absorvida na estrutura e composi¢io de cascos bovinos oriundos
da regido Nordeste do Brasil. Os cascos foram avaliados através de
andlises de difragao de raios X (DRX), espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) e microscopia eletronica de
varredura (MEV). Pode-se observar o efeito da dgua na matriz de
queratina amorfa dos cascos através das andlises de DRX e FTIR, bem
como identificar diferentes zonas e dimensaes dos tiibulos na estrutura
através das imagens de MEV. Os resultados apresentam um ponto de
partida para a correlagdo entre a estrutura e os mecanismos de absor¢ao
de impacto nesses materiais.

PALAVRAS-CHAVE: Queratina. Cascos bovinos. Absor¢ao de dgua.
Composigdo. Estrutura.

1. Introducao

uitos materiais biolégicos desenvol-

veram-se de tal modo a apresentar

estruturas multifuncionais e capacida-
de de absorver consideraveis quantidades de energia
sem fraturar. Podem ser citadas fungées como prote-
¢ao (e.g.: concha de molusco, ossos), defesa e agressao
(e.g.: garras, dentes, presas, chifres e galhadas), su-
porte (e.g.: 0ssos, concha de molusco e cascos) e masti-
gacao (e.g.: dentes) [1]. Esses materiais sio compostos
por diferentes componentes estruturais com caracte-
risticas quimicas e fisicas diferentes [2]. Dentre esses
componentes, destacam-se os constituidos a base de

queratina [3].

ABSTRACT: Over thousands of years natural materials have evolved to
complex and multifunctional hierarchical structures. An example of this,
bovine hooves are keratinous materials differentiated from other types
of hooves whose structure and composition are not yet as well-known as
that of equine hooves. Thus, the present work aimed to investigate the
influence of absorbed water on the structure and composition of bovine
hooves from the Northeast region of Brazl. The hulls were evaluated
using X-ray diffraction analysis (XRD), Fourier transform infrared
spectroscopy (FTIR) and scanning electron microscopy (SEM). The effect
of water on the amorphous keratin matrix of the hooves can be observed
through DRX and FTIR analyses, as well as identifying different zones
and dimensions of the tubules in the structure through SEM images. The
resulls present a starting point for the correlation between structure and
impact absorption mechanisms in these materials.

KEYWORDS: Keratin. Bovine hooves. Water absorption. Composition.
Structure.

A queratina é formada por cadeias de polipeptidios.
Esse componente apresenta variantes que podem ser
encontradas tanto em mamiferos, constituindo cabelo,
unhas, cascos, chifres e camada epidérmica da pele,
quanto em répteis e aves, em suas garras, escamas, pe-
nas e bicos [4]. Inicialmente, alguns desses materiais
atraem maior interesse por apresentarem a capacidade
de absorver uma consideravel quantidade de energia e
resistir ao impacto (e.g., cascos e chifres) [1, 3-5].

As queratinas podem ser classificadas como tipos a
e B. Ambas apresentam uma estrutura do tipo matriz-
-filamentos, observada em cada tipo na forma de: fi-
lamentos intermediarios (FIs) de 7 nm de diAmetro,
no caso da a-queratina, e filamentos de 3 nm de dia-
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metro na B-queratina, ambos embutidos em uma ma-
triz de queratina amorfa. [4]. Nesse sentido, a agua
desempenha um papel de fundamental importancia
nas propriedades mecanicas dos materiais biolégicos
estruturais. Similarmente, as propriedades mecani-
cas da a-queratina e da B-queratina sao influenciadas
pelo contetido de agua.

De modo geral, a presen¢a de agua define as ca-
racteristicas estruturais e as propriedades fisicas das
proteinas e substancias organicas atuando como plas-
tificante nos materiais biolégicos, aumentando sua
ductilidade e diminuindo a tenacidade. Dessa forma,
sem agua, os materiais biolégicos perdem suas pro-
priedades mecanicas originais e tornam-se mais fra-
geis [2]. O mesmo ocorre para a queratina: conforme
se aumenta a umidade, a rigidez e a resisténcia dimi-
nuem, enquanto a tensio de ruptura aumenta [4].

Através da difragdo de raios X e estudos experi-
mentais, trabalhos anteriores revelaram que se pode
considerar as proteinas da matriz sensiveis a agua,
enquanto os FIs sao cristalinos e nao sao afetados
mecanicamente pela umidade [6-10]. De modo geral,
pode-se estender isso aos materiais queratinosos, visto
que os FIs ndo se alteram nas diferentes queratinas
rigidas dos mamiferos [6]. Diferentes modelos foram
propostos para explicar como ocorre a intera¢io en-
tre as moléculas de 4gua e as proteinas da matriz.

Segundo os modelos propostos:

a. A dagua pode agir como um agente de inchamento,
formando uma ligagio cruzada com as cadeias, re-
sultando em uma redugio na interagao entre as ca-
deias e um aumento no espaco intermolecular [10];

b. A dagua pode quebrar/substituir as ligacoes secun-
darias presentes entre as proteinas ricas em glici-
na/tirosina na fase matriz, como as ligagoes de hi-
drogénio, resultando em uma maior mobilidade
das proteinas [7,9];

c. A agua pode formar uma rede tridimensional
de queratina-moléculas de agua que age como
um plastificante, resultando em menor rigidez e
maior mobilidade segmental da estrutura mole-
cular da matriz [6,10].

Os materiais biol6gicos queratinosos, que apre-
sentam diferentes estruturas tendo como compo-
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nente principal a queratina, possuem suas proprie-
dades diretamente ligadas a sensibilidade de tal
componente. Quando desidratados, esses materiais
perdem suas propriedades mecanicas originais e
tornam-se mais frageis. Dessa forma, para se aferir
corretamente as propriedades mecanicas dos mate-
riais biolégicos, ¢ de suma importancia levar em con-
sideracdo o grau de hidratagao [2].

Todavia, antes de conseguir aplicar as estruturas
biolégicas na fabricacdo de materiais bioinspirados, é
necessario um conhecimento aprofundado das rela-
¢oes entre estrutura e propriedades nesses materiais
complexos. Varios estudos tém se dedicado a esse
paradigma, em especial cascos equinos e chifres de
carneiros-selvagens americanos [5, 11,12]. Além des-
tas, alguns materiais de outras espécies tiveram suas
estruturas e propriedades analisadas, como os cascos
bovinos [13-16], porém aplica-se pouco foco na rela-
¢do entre estrutura e comportamento dinamico.

Com base na literatura, a analise dessas caracteris-
ticas em materiais biol6gicos queratinosos demonstra-
-se util no desenvolvimento de sistemas e estruturas
bioinspirados dos quais se espera desempenhos cada
vez melhores com os subsequentes aprimoramentos na
tecnologia de processamento e produgio de materiais.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho ¢é es-
tudar as relagoes entre composigao, estrutura e efeito
da agua em materiais biolégicos queratinosos, como
cascos bovinos, visando possibilitar um ponto de par-
tida para o desenvolvimento de novos materiais bio-
inspirados resistentes ao impacto.

2. Materiais e métodos

Cascos de espécies de bovinos oriundos do Nor-
deste brasileiro foram estudados para analise de sua
composi¢ao e estrutura. Os cascos de diferentes ani-
mais foram obtidos no matadouro municipal da cida-
de de Juazeiro do Norte, no Ceara. Os cascos foram
lavados e, posteriormente, deixados para secagem
a temperatura ambiente, sem controle especifico de
umidade. A Figura 1 apresenta o casco bovino com
suas respectivas regides anatdémicas, consideradas na

preparacao das amostras.




Fig. 1 - Posi¢oes anatomicas dos cascos e regioes de
amostragem. Fonte: Autoria prépria.

2.1 Absorcgao de agua

Com o objetivo de avaliar o tempo necessério até
a hidratagido completa dos cascos apés imersao, foram
realizados testes de absor¢do de agua. Por auséncia de
uma norma especifica para materiais naturais, os tes-
tes foram baseados na norma ASTM D570-98(2018).
Foram preparadas cinco (5) amostras de duas regides
distintas da parede abaxial dos cascos bovinos, carac-
terizando assim dois grupos: abaxial-proximal (AB-P)
e abaxial-distal (AB-D). As amostras foram pesadas e
imersas em 4gua deionizada e novas pesagens foram
realizadas ap6s periodos de imersao de: cinco (5bmin),
dez (10min), vinte (20min) e trinta (30min) minutos,
e uma (1h), duas (2h), trés (3h), quatro (4h), vinte e
quatro (24h), quarenta e oito (48h), setenta e duas
(72h) e noventa e seis (96h) horas. Apds o tempo final
de imersdo, as amostras foram separadas, pesadas, e o
teor de umidade delas foi avaliado, seguindo o descri-
to em trabalhos anteriores [14,16]. As amostras foram
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colocadas em uma estufa a 70°C, durante um periodo
de sete (7) dias. O teor de umidade (TU %) pode ser
determinado através da Equacao 1:

massa umida — massa seca

TU % = x100% (1)

massa umida

2.1 Difracao de raios X (DRX)

As amostras foram preparadas de duas regides dis-
tintas da parede abaxial, nomeadamente abaxial-pro-
ximal (AB-P) e abaxial-distal (AB-D). Uma amostra de
cada grupo foi submetida a cada uma das duas condi-
¢oes distintas de hidrata¢ao: condicionada a tempera-
tura ambiente (SA) e totalmente hidratadas (100). Além
disso, na amostra AB-D foram avaliadas as superficies
da parede: interna (PI) e externa (PE). Dessa forma, as
amostras foram nomeadas de acordo com a Tabela 1.

As analises foram realizadas em um difratdbmetro
de raios X, modelo X’Pert Pro Panalytical, disponivel
no Instituto Militar de Engenharia (IME), utilizando
fonte de radiacio CoKa (1,790307 A). Os parametros
utilizados foram: voltagem de 40 kV, corrente de 40
mA, degrau de 0,04 grau. Os espectros foram obtidos
para valores de 20 de 5 a 509, com base na literatura
encontrada [18,19].

Através do software OriginPro 2019, os dados obti-
dos foram submetidos a remocao de ruido, pelo mé-
todo de Savitzky-Golay, e as curvas foram ajustadas,
com deconvolucao dos halos, a fim de determinar
com maior precisao a posi¢ao dos picos.

Tab. 1 - Nomenclatura das amostras para analise de DRX nas diferentes condigoes estudadas

Externa (PE) AB-D-SA-PE
SA
Abaxial-distal Interna (PI) AB-D-SA-PI
(AB-D) Externa (PE) AB-D-100-PE
100
Interna (PI) AB-D-100-PI
SA Externa AB-P-SA
Abaxial-proximal (AB-P)
100 - AB-P-100

Fonte: Autoria prépria
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2.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

Para melhor compreender o efeito da hidratacao
na estrutura quimica dos componentes dos cascos,
foram realizadas andlises de espectroscopia no infra-
vermelho por transformada de Fourier (FTIR) com
diferentes condigoes das amostras. Estas foram pre-
paradas de duas regides distintas da parede abaxial,
denominadas abaxial-proximal (AB-P) e abaxial-distal
(AB-D). De cada grupo de regiao, foram preparadas
duas condigoes de hidratagio: com secagem a tempe-
ratura ambiente (SA) e totalmente hidratadas (100).

As andlises foram realizadas em um equipamento
PerkinElmer Frontier FT-IR/FIR, no modo de trans-
mitancia com pastilha de KBr, com resolucao de 4
cm’!, utilizando uma faixa de ntumeros de onda de
4.000 a 400 cm™. A escolha do modo de transmitancia
utilizando pastilhas de KBr foi feita para comparar
os espectros obtidos com os reportados para outros
materiais queratinosos e membranas da queratina dos
cascos [18,19].

2.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Visando caracterizar a morfologia da superficie da
parede dos cascos e sua estrutura interna, foram rea-
lizadas analises de microscopia eletronica de varredu-
ra (MEV). Visto que os materiais nao sao condutores
de eletricidade, eles foram submetidos a um recobri-
mento metdlico superficial utilizando o equipamen-
to LEICA, modelo EM ACE600, e as analises foram
realizadas em um equipamento modelo Quanta FEG
250, da FEI, ambos disponiveis no IME.

3. Resultados e discussao

3.1 Absorgao de agua

Sabe-se que o teor de umidade é um dos fatores
que afetam as propriedades mecanicas dos materiais
biol6gicos estruturais, em especial da parede dos
cascos [14]. Sendo assim, visando agilizar o procedi-
mento de preparagao das amostras para os trabalhos
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futuros, foram realizados testes de absor¢ao de agua
nas duas regides distintas da parede abaxial dos cas-
cos bovinos.

A Figura 2 apresenta os aumentos percentuais mé-
dios em peso observados nas amostras apés os inter-
valos de tempo de imersao propostos. Observou-se
uma absorc¢ao acelerada nos primeiros minutos com
subsequente reducgao da taxa de absorcdo, devido a
saturagao de agua na estrutura do material [20]. Com-
portamentos similares foram observados em outros
materiais biol6gicos estruturais [9,21]. Além disso, é
possivel observar uma tendéncia assintética dos pon-
tos a um patamar a partir de trés dias (4.320 min) de
imersdo. No caso dos chifres de 6rix, Kitchener (1987)
relata a hidratagao total do material, representada pelo
patamar, a partir de 3 dias, enquanto, para os cascos
equinos, a hidratagao completa ocorre apés 5 dias [9].

Apesar da aparente tendéncia a uma maior absor-
¢do, em média, por parte da parede abaxial-proximal,
nao foram observadas diferencas significativas entre
as duas regioes. Apds quatro dias de imersao (5.760
min), foram observados valores médios de 23,58 *
2,37% para a regiao abaxial-proximal (AB-P) e 21,28
+ 1,00% para a regido abaxial-distal (AB-D).

Fig. 2 - Absorcao média de agua (%) para cada re-
giao da parede abaxial dos cascos bovinos: proximal
e distal.



Trabalhos anteriores estudaram o efeito da umida-
de relativa atmosférica no teor de umidade de dife-
rentes cascos, especialmente os de tinico digito, como
de cavalos e burros [9,22]. Em ambos os casos, as cur-
vas de teor de umidade versus umidade relativa at-
mosférica demonstram um crescimento exponencial
do nivel de hidratacio dos cascos com o aumento na
umidade relativa ambiente.

Baillie e colaboradores (2000) propuseram que a
melhor forma de simular os niveis de hidratacao pre-
sentes nos cascos in vivo seria através da imersiao em
meio aquoso. Dessa forma, espera-se que, pela pre-
senca dos tibulos na estrutura interna da parede,
ocorra um efeito direto da capilaridade na hidrata-
¢ao obtida. Todavia, nos cascos equinos, observou-se
que nao houve a formagio de gradientes de hidrata-
¢ao (i.e., maior hidratacdo na regido distal) esperados
para esse caso [20]. Ao contrario disso, observou-se
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uma taxa de desidrata¢do maior na regiao distal devi-
do a presenca das aberturas nos tibulos.

Os valores médios e os respectivos desvios-padroes
dos teores de umidade obtidos para as amostras dos
dois grupos estudados sdao apresentados na Tabela 2.
Na literatura, podem ser encontrados valores para os
cascos bovinos que variam de 3,11 a 35,50 %p/p H20,
dependendo das condicées de hidratacao ou desidra-
tagao empregadas [14,16]. Os valores encontrados no
presente trabalho estao bem préximos dos reportados
por Wang e colaboradores (2020), de 28,05 e 27,15%.
Além disso, foi observada uma diferenca significativa
(¢.e., Intervalo de confianca = 95%) nos valores do teor
de umidade das duas regioes estudadas, o que é simi-
lar ao reportado para os cascos equinos [9]. O teor de
umidade dos cascos secos na umidade ambiente (SA)
foi de 10,03 e 11,32% para as regides abaxial-distal
(AB-D) e abaxial-proximal (AB-P), respectivamente.

Tab. 2 - Teor de umidade médio das amostras ap6s hidratacao

AB-P-100

25,05 1,50

AB-D-100

22,52 0,80

3.2. Difragao de raios X (DRX)

A estrutura fisica das queratinas é estudada ha bas-
tante tempo, sendo amplamente reportada na litera-
tura [4,8]. Através da difracao de raios X, é possivel
identificar trés padroes caracteristicos: padrao a, pa-
drdo B e padrao de penas, além do padrao amorfo.
Na maioria dos mamiferos, a queratina encontrada
apresenta o padrao a [4], exibindo dois espagamentos
tipicos: um relacionado a distancia entre as moléculas
que compoem a a-hélice, de 9,80 A, e outro relacio-
nado ao passo entre as duas moléculas da a-hélice, de
5,15 A [23].

Os difratogramas obtidos para as amostras da pa-
rede abaxial do casco bovino, das regides proximal
e distal nas duas condigbes de hidratacao, sio apre-
sentados na Figura 3. Através do ajuste das curvas,

foi possivel observar dois halos caracteristicos nas

diferentes amostras. A presenca de halos ao invés de
picos esta associada tanto ao fato de a parede dos cas-
cos apresentarem uma matriz de queratina amorfa
quanto pelo fato dos filamentos intermediarios (FIs)
apresentarem uma ordem de cristalinidade no nivel
nanomeétrico.

O primeiro halo foi encontrado em angulos de
Bragg (20) que variam entre 10,28 e 10,93°. A partir
desses valores, os espagcamentos interplanares pude-
ram ser identificados, conforme exposto na Tabela
3, resultando em um espacamento médio de 9,60 =
0,24 A. Nio foi identificada uma variagio significativa
entre a estrutura das paredes interna (AB_D_PI_SA)
e externa (AB_D_PE_SA) dos cascos, ou entre as regi-
oes distal e proximal. O segundo halo foi encontrado
em angulos de Bragg (20) de 22,59 a 24,792. Os es-
pagamentos relacionados a esses dngulos sao apresen-
tados na Tabela 3. Pode-se observar um espagamento
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médio de 4,33 + 0,18 A, bem préximo do que é re-
portado para outros materiais queratinosos, confor-
me mostrado na mesma tabela.

Fig. 3 - Difratogramas obtidos para as amostras
das diferentes regides do casco e em diferentes condi-
¢oes de hidratacio.

A fim de se evitar a variabilidade inerente dos ma-
teriais naturais, as mesmas amostras foram avaliadas
nas duas condig¢des de hidratacio, secas ao ambiente
(SA) e imersas (100). Dessa forma, a comparagao das
duas condigbes permitiu o melhor entendimento da
influéncia da hidratacio na estrutura fisica dos cas-
cos. Observou-se uma leve tendéncia a diminuicio
do espagamento relacionado ao primeiro halo: de
9,66 para 9,40 A na regiao distal (AB_D), e de 9,50
para 9,46 A na regiio proximal. De modo oposto,
uma tendéncia ao aumento foi observada no espaga-
mento referente ao segundo halo: de 4,21 para 4,57
A na regiao distal (AB_D), e de 4,17 para 4,48 A na
regido proximal.

Acredita-se que esses halos estao diretamente as-
sociados aos espagamentos reportados para a estru-
tura da a-hélice da queratina [8,19]. Os resultados
encontrados reforcam a teoria de que as moléculas
de dgua podem substituir ligagdes secundarias, como
as de hidrogénio, presentes entre as proteinas ricas
em glicina/tirosina na fase matriz [7,9]. A introdugao
das moléculas de 4gua na estrutura gera um aumen-
to na distancia do passo da a-hélice, resultando em
um aumento nos espagamentos observados em am-
bas as regides no segundo halo, o que sugere a dimi-
nui¢ao do empacotamento da estrutura cristalina da
queratina nos FIs.
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Tab. 3 - Espacamento interplanar das amostras
analisadas no presente trabalho e de materiais quera-
tinosos reportados na literatura

4,21
AB_D_PE_SA
9,66
4,22
AB_D_PI_SA
9,99
4,57
AB D PE 100 Presente trabalho
- - 9,40 (PT)
4,17
AB_P SA
9,50
4,48
AB_P_100
9,46
La 4,35 Wu e colaboradores
Queratina pura 4,46 (2017)
Queratlna' de 4,62
cascos bovinos
. Valkov e
Quceiﬁtell?) 2 de 4,48 colaboradores
(2020)
Queratina de 4,97
unhas
Padrao da 5,15 Fraser, MacRae e
a-queratina 9,80 Rogers (1972)

3.3. Espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR)

A composi¢io da parede dos cascos bovinos e o
efeito da hidratagao neles podem ser avaliados através
do estudo da estrutura das moléculas que compdem
o material pela espectroscopia no infravermelho. Os
espectros obtidos para as amostras extraidas das regi-
oes proximal e distal da parede abaxial dos cascos, nas
duas condig¢oes de hidratagio, secas e hidratadas, sao
apresentados na Figura 4. Pode-se observar a presen-
ca de bandas comuns a todas as amostras, com maior
ou menor intensidade de transmitancia associada.



Destacam-se as bandas encontradas nas frequéncias
entre 3.600 e 3.200 cm™, relacionadas as vibragoes de
estiramento de N-H e O-H; entre 2.958 € 2.852 cm’!,
referentes as vibracoes de estiramento de C-H; e de
1.636 cm’!, associada as vibracoes de estiramento de
C=0 e C-N presentes nas amidas I [19].

Fig. 4 - Espectros de infravermelho das amostras
extraidas das diferentes regides da parede abaxial dos
cascos bovinos, nas diferentes condi¢oes de hidrata-

¢ao estudadas

Além disso, foram observadas bandas em 1.560 e
1.545 cm™ que estdo associadas ao modo de vibragao
de deformacao angular de N-H e de estiramento de
C-N e C-C das amidas II [19,24]. A Tabela 4 apre-
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senta, resumidamente, as frequéncias relacionadas as
principais bandas observadas, os modos de vibragao
associados e os valores reportados na literatura para
outras estruturas queratinosas.

A principal diferenca observada entre as regides
proximal e distal da parede dos cascos esta relacio-
nada a intensidade da banda presente em 1.051 cm™.
Essa banda esta associada as ligagoes S-C presentes na
cisteina que compde a queratina [24]. Dessa forma,
acredita-se que a maior intensidade da banda ob-
servada na regiao distal pode estar associada a uma
maior quantidade desse aminoacido na estrutura.

Em relagdao a condicao de hidratacao, foi possivel
observar um consideravel aumento na intensidade da
banda de O-H em 3.443 cm™, o que estd diretamen-
te relacionado ao nivel de umidade das amostras [19].
Além disso, observando a razao entre as intensidades
das bandas caracteristicas de C=0 e de N-H, pode-se
verificar uma diminuic¢io na intensidade desta em re-
lacao a primeira com o aumento do teor de umidade
das amostras [25]. E possivel observar também uma al-
teracdo na razio de intensidades das bandas de 1.636 e
3.443 cm™, ap6s a hidratagao das amostras. A maior in-
tensidade na banda de 1.636 cm™', observada nas amos-
tras hidratadas, pode estar associada a ocorréncia mais
frequente de ligagoes de hidrogénio [26]. No caso dos
chifres de carneiro selvagem [25], reportou-se também
uma varia¢ao na posi¢ao das bandas que foi associada
ao aumento do teor de umidade, todavia esse fendme-
no nao foi observado no presente estudo.

Tab. 4 - Frequéncias das bandas de absorcao observadas nas amostras estudadas e em outros materiais que-

ratinosos estudados na literatura

Parede de cascos

bovinos

Estiramento de N-H e O-H 3.600-3.200
Estiramento de C-H 2.958-2.852
Estiramento de C=0 e C-N de amidas I 1.636
‘ Deformacao angular de N—H. e 1.560-1.530 Autor
estiramento de C-N e C-C de amidas I1
Deformacao angular de C-H e 1.385

estiramento de -CH,
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Estiramento de C-N e deformacao

Parede c!e angular de C=0 de amidas III 1.260-1.230 Autor
cascos bovinos
Caracteristica de cisteina 1.070-1.040
Estiramento de N-H e O-H 3.650-3.250
Queratma.de Caracteristica de amidas I 1.665-1.610 [27]
cascos caprinos
Caracteristica de amidas I1 1.550-1.520
Estiramento de N.-H de a~m1das Ae O-H 3.355-3.905
de hidratacao
Estiramento de C=0 e C-N de amidas I 1.650
Queratina de . [19]
cascos bovinos Deformacgao angular de N-H e 1,530
estiramento de C-N e C-C de amidas II ’
Estiramento de C-N e deformagao 1.930
angular de C=0 de amidas III ’
Estiramento de N-H e O-H 3.400
Estiramento de C-H 2.960-2.870
Estiramento de CO de amidas I 1.655
Estiramento de CN e deformacao angular
de NH de amidas 11 1.540-1.520
Parede de . [24]
cascos caprinos Deformggao angular de C-H e 1.387
estiramento de -CH,
Estiramento de CN e deformacao angular 1.938
de NH de amidas I11 ’
Caracteristica de -S-C 1.051
Caracteristica de S=0O 1.076

3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

Com o objetivo de melhor entender a estrutura
interna do material, amostras de diferentes regioes
da parede abaxial dos cascos bovinos foram estuda-
das através de microscopia eletronica de varredura
(MEV). As amostras lixadas das regioes distal, inter-
medidria e abaxial dos cascos foram observadas e suas
micrografias sdo apresentadas a seguir.

A Figura b apresenta micrografias obtidas em di-
ferentes aumentos da segdo transversal da regido
proximal da parede dos cascos bovinos. E possivel
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observar a presenga da abertura da estrutura dos
tabulos, alguns selecionados e indicados por setas.
Essa estrutura é bem conhecida e reportada em di-
versos materiais queratinosos, inclusive nos cascos bo-
vinos [4,14,16,28-30]. Um dos fatores importantes a
ser considerado é a quantidade desses componentes
presentes em determinada drea, conhecida por den-
sidade de tibulos (mm™). A importancia desse fator
esta associada principalmente ao teor de umidade do
material, visto que quanto menor a densidade de td-
bulos, maior a quantidade de material intertubular
e, consequentemente, maior o teor de umidade [28].




Ainda na Figura 5, podem-se observar tibulos com
formatos variados, como circulares, ovais e colapsa-
dos, similarmente ao reportado na literatura [29].

Fig. 5 - Micrografia da se¢do transversal da parede
dos cascos na regiao proximal, evidenciando a pre-
senca de tabulos circulares (C), ovais (O), colapsados
(Co) e trincas no material intertubular

Em todas as regioes estudadas, pode-se identificar
quatro zonas distintas: lamelar, na parede interna; in-
terna; intermediaria, dividida em duas outras com for-
matos dos tabulos e orientagdes dos queratindcitos dis-
tintos; e externa, com tibulos colapsados. Essa divisao
é bastante conhecida e reportada na literatura, todavia
ha escassez de informagoes sobre a orientagio dos que-
ratindcitos na matriz intertubular. A Figura 6 apresenta
a parede no total, sendo a zona lamelar destacada pelo
quadrado, com 1,49 um de extensdo na regiao distal.
As setas indicam a orienta¢io do material intertubu-
lar, que pode ser identificada pela dire¢io das trincas,
decorrentes do corte das amostras. No caso dos cascos
equinos, as trincas seguem a orientacao dos contornos

das células de queratina do material intertubular [5].
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Esse fenomeno parece ocorrer também nos cascos bo-
vinos aqui estudados, conforme ilustrado pela dire¢ao
das setas. Dessa forma, pode-se identificar a zona in-
terna, encontrada imediatamente ap0ds a zona lamelar,
e caracterizada pela auséncia de tibulos, seguida de
uma regido intermediaria subdividida pelas diferentes
orientacoes dos FIs [14,30]. A quarta e dltima zona é a
mais préxima da parede externa e parece apresentar
tibulos colapsados em sua maior parte.

Fig. 6 - Micrografia da se¢ao transversal da pare-
de dos cascos na regiao distal, evidenciando as quatro
zonas observadas ao longo da parede e as direc¢oes de
orientagdo dos FIs no material intertubular

A Figura 7 apresenta uma micrografia da seg¢ao
transversal da parede dos cascos na regiao intermedi-
aria, entre as regioes distal e proximal. E possivel ob-
servar dois tdbulos adjacentes de didmetros aparente-
mente distintos, porém de formato eliptico. Em funcao
do formato bastante irregular do tibulo a esquerda,
acredita-se que houve um arrancamento da regiao cen-
tral do tibulo durante a preparacao da amostra. Além
disso, pode-se observar na figura a interface presente
no material intertubular entre o que seriam as duas
células de queratina. A estrutura em camadas proposta
para os tibulos pode ser evidenciada pela delamina-
¢ao observada na regiao magnificada da Figura 7, que
apresenta o diametro do tibulo (i.e., 5,65 um). Pode-se
ver claramente a separagao das camadas adjacentes ao
limen do tibulo, com um pequeno feixe de material
intertubular unindo as camadas.
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Fig. 7 - Micrografia da sec¢ao transversal da pare-
de dos cascos na regiao intermediaria, evidenciando a
regido da interface entre as células de queratina e as
dimensoes de um dos tibulos observados nessa regiao

De modo similar ao reportado em estudos anterio-
res para outros cascos, uma variagao no diametro dos
tabulos foi identificada ao longo da parede dos cas-
cos. A Figura 8 apresenta uma micrografia de um tu-
bulo observado na regiao distal da parede, com 33,52
pum de didmetro. Além da variagio no didmetro, em
comparagao ao tabulo da regido intermediaria, pode-
-se notar uma varia¢gao no formato, sendo este mais
esférico no caso da regiao distal. Esses valores estao
dentro do intervalo de diametros encontrado na li-
teratura, que varia de 10 a 60 um, se considerado o
didmetro da camada externa do tabulo [14,29-31].

A Figura 9 apresenta uma micrografia da regiao
exatamente adjacente aquela mostrada na Figura 8.
Através dessa figura, é possivel observar fibrilas das
camadas de células de queratina internas, separadas
pela propagacao de uma trinca. Acredita-se que a
presencga dessa estrutura em camadas, apresentan-
do uma interface bem definida entre as células, esta
relacionada a uma maior capacidade de transferén-
cia de tensao e absor¢io de energia [14]. Isso ocor-
re em decorréncia dos mecanismos de delaminacao,
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alongamento e ruptura das fibrilas de queratina pre-
sentes no material intertubular [5].

Fig. 8 - Micrografia de um tnico tibulo na se¢ao
transversal da parede na regiao distal, apresentando
o diametro medido

Fi. 9 - Micrografia da secao transversal da pare-
de dos cascos na regiao intermediaria, evidenciando

uma trinca e os FIs nas camadas internas




4. Conclusao

As amostras extraidas da parede abaxial dos cascos
bovinos tiveram sua estrutura e composicao avaliadas
através das técnicas de testes de absor¢ao de agua e
teor de umidade, difragio de raios X (DRX), espec-
troscopia no infravermelho por transformada de Fou-
rier (FTIR) e microscopia eletrénica de varredura
(MEV). Pode-se concluir o seguinte:

* Em ambas as regides estudadas (i.e., distal e proxi-
mal), o percentual em peso de agua absorvida apro-
xima-se de um patamar apés 3 dias de imersao.
Isso pode indicar que um intervalo de imersao de
4 dias ¢ suficiente para garantir a hidratacio total
da parede dos cascos. Além disso, ndo foram obser-
vadas diferencas significativas na absor¢io de dgua
das diferentes regioes estudadas, todavia o teor de
umidade ap6s imersao foi maior para a regiao pro-
ximal, similar ao reportado para os cascos equinos.

* As andlises de difracdo de raios X permitiram
observar a periodicidade associada as moléculas
da a-hélice da queratina dos cascos. A interpre-
tacao dos espagamentos observados mostrou que
nao houve diferenga significativa entre as pare-
des externa e interna na regiao distal, e houve
diferenca entre as regioes distal e proximal, sen-
do este espagcamento menor na regido proximal.
Além disso, em ambas as regioes, com o aumento
do teor de umidade das amostras, houve uma re-
dugio nos espacamentos observados, o que pode
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ser indicativo da interacdo das moléculas de 4gua
com a estrutura da a-hélice da queratina.

* As analises de espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR) permi-
tiram a identificagdo de diversas bandas de ab-
sorcao relacionadas as estruturas quimicas de
amidas A, I, IT e III presentes na composi¢ao
das a-queratinas. Além disso, a variagao do teor
de umidade das amostras nido revelou nenhum
deslocamento nas bandas observadas, tendo sido
apenas observada uma mudanga na intensidade
relativa das bandas.

* A observagio da secao transversal da parede dos
cascos em diferentes regides permitiu observar a
estrutura interna desse material. Tbulos de di-
ferentes formas, de aspecto esférico a oval, e ta-
manhos, de 6 a 33 um, puderam ser identificados
na estrutura. Além disso, quatro zonas distintas
foram identificadas e comparadas ao que foi re-
portado em estudos anteriores. Acredita-se que
essas zonas, com FIs em diferentes orientagoes,
podem contribuir para maior absor¢ao de ener-
gia na parede dos cascos.
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