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INTRODUCAO

0 aumento da producéo e do consumo de pescado esta
diretamente relacionado a necessidade de se viabilizar tecnologias
para o reaproveitamento dos residuos gerados pela industria aqui
cola. De acordo com o Ministério das Pescas e Aquicultura (MPA)
(MPA 2011), o Brasil tem uma producao anual de peixes de cerca
de 1,4 milhdo de toneladas, sendo 9.304.400 toneladas
correspondentes ao peacock bass Cichla ocellaris). Essa espécie é
rica por possui os seus residuos ricos em colageno.

O colageno é uma proteina fibrosa sendo a principal
componente de tecidos conjuntivos em mamiferos e peixes,
representando 30% do conteldo de proteina total e 6% em peso do
corpo humano, desempenhando diferentes funcdes, especialmente
estruturais, uma vez que sao o principal componente estrutural de
ossos, cartilagens, pele, tenddes, ligamentos, musculo liso, vasos
sanguineos, dentes, cdrneas, lamina basal e outros orgaos de
vertebrados (Chung e Uitto 2010). Ela possui propriedades
biomateriais relevantes como ponto de fusdao baixo,
biocompatibilidade, alta porosidade, facilidade de combinacao
com outros materiais, abundancia e baixo custo, tornam o colageno
desejado para engenharia de tecidos, ao mesmo tempo em que seu
processamento simples, baixa antigenicidade e alta absorcao pelo
corpo o tornam adequado para aplicagées médicas (Subhan et al.,
2015; Ferraro et al., 2016).

A geracdo de peptideos bioativos é feita através da hidro
lise do colageno de peixe, esses peptideos possuem diversas
aplicacdes médicas e bioldgicas, por isso € necessaria a busca de
novas fontes de coladgeno, uma vez que eles participam de
processos como a adeséo celular em tecidos vasculares e cutaneos,
moléculas/acoplamentos de compostos bioativos e micro e
nanoencapsulacao (Ferraro et al., 2016). Assim, o presente estudo
tem como objetivo determinar as propriedades fisico-quimicas do
colageno da pele do peito alto (C. ocellaris).

MATERIAIS E METODOS

0 colageno foi obtido da extracdo das amostras de pele
de espécimes adultos de peacock bass C. ocellaris com
comprimento total de 70,5 + 1,5 cm e pesando 4,3 + 0,5 kg de uma
aldeia de pescadores na cidade de Petrolandia, Pernambuco,
Brasil. A extracdo de colageno solivel em pepsina (PSC) foi
preparado com base nos métodos de Nagai e Suzuki (2000), com
algumas modificacdes. Os espectros de absorcao de UV do colageno
foram realizados de acordo com Nalinanon et al. (2011), utilizando

um espectrofotometro GeneQuant 1300, em comprimentos de onda
na faixa de 200-280 nm. Para isso, as amostras de colageno foram
dissolvidas em solucdo de acido acético 0,5 M numa proporcao de
1: 1000 (p/v) e depois colocadas em uma cubeta de quartzo.

A espectroscopia de infravermelho de transformacao de
Fourier (iS 10, Thermo-Nicolet Co., EUA) foi utilizada para analisar
a estrutura molecular do colageno isolado. Para isso, misturou-se 1
mg de amostra de colageno liofilizado numa proporcdo de
aproximadamente 1: 100 com brometo de potassio seco (KBr)
(espectro puro) e prensado em granulos sob condicdes secas. Os
espectros infravermelhos foram registrados na faixa de 4000-650
cm” na resolucdo de 1 cm™ para cada varredura (n = 8). Os
espectros resultantes foram analisados usando o software Origem
8.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, EUA) (Sun et al.,
2017). A SDS-PAGE foi realizada seguindo o método de Laemmli
(1970).

A analise de densitometria Optica de bandas individuais
em cada pista (n = 3) do gel de eletroforese SDS-PAGE foi realizada
pelo software Image J (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
EUA). Na analise, as bandas formaram picos que foram
quantificados como area sob os picos - AUP e como densidade
integrada de pixels - ID, que representa a soma dos valores de
intensidade de pixel (nos graficos de Intensidade de Pixel versus
Distancia ao longo da Pista) de acordo com Oliveira et al. (2017a).
Esta quantificacdo de bandas permitiu comparar o PSC de C.
ocellaris com outras espécies (através da analise de estudos pré
vios na literatura) utilizando as seguintes proporcoes de
subunidades: cadeias a1/cadeia a2 (a1/a2), cadeias de monémero
dimero/ total B/(a1 + a2), cadeias trimer y/mondmero total y/(a
1+a2) e cadeias reticuladas /cadeias monomeéricas totais HMC/(a
1+a2) e VMC/(al + a2); onde a HMC refere-se a componentes
reticulados de alto peso molecular de colageno e VMC a
componentes reticulados de colageno de muito alto peso
molecular.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As proteinas tém geralmente uma absorcao UV maxima a
280 nm (Huang et al., 2011), enquanto que o colageno do peacock
bass C. ocellaris apresentou maior taxa de atividade a 211 nm,
provavelmente devido a presenca do dominio do telopeptideo
intacto. A nao deteccao de absorbancia na amplitude de 240 a 280
nm sugere que o colageno por si s6 ndo contém aminoacidos aroma
ticos, como a tirosina e a fenilalanina. Assim, a proteina em questa
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0 é o colageno do tipo I. Os resultados sdo semelhantes aos
relatados para peixes de tambor vermelho Sciaenops ocellatus
(Chen et al., 2016). Estudos anteriores, usando colageno tipo | da
pele de espécies de peixes pelo método PSC, relataram absorcoes
maiores que 220, como por exemplo, para colageno de
Rachycentron canadum, 221 nm (Zeng et al., 2012), Diodon
holocanthus, 230 nm (Huang et al., 2011) e nddulos ornamentais de
Nemipterus hexodon, 230 nm (Nalinanon et al., 2011).

A espectroscopia FT-IR tem sido usada para investigar
modificacdes na estrutura secundaria de colageno, tais como
desnaturacao, reticulacao, auto-montagem (Liu et al., 2012;
Nalinanon et al., 2011; Di et al., 2014; Veeruraj et al., 2015; Chen
et al. 2016). O espectro FT-IR do colageno mostrou os cinco picos
caracteristicos das ligacdes amida que sdo os marcadores mais
comuns da conformacéo do esqueleto do polipeptidico. Estes picos
correspondem aos aminoacidos (prolina e hidroxiprolina) das molé
culas intactas de colageno conhecidas como amida A, amida B,
amida |, amida Il e amida Ill. De acordo com Muyonga et al. (2004b)
e Veeruraj et al. (2013), a banda Amide A esta relacionada ao
alongamento N-H acoplado a ligacdo de hidrogénio. As vibracdes do
alongamento N-H livre ocorrem entre 3400 e 3440 cm™ e quando o
numero da onda é deslocado para uma menor freqiiéncia (~
3300cm’") significa que um grupo N-H na molécula de colageno esta
participando de uma ligacdo de hidrogénio e ajudando a manter a
estrutura tripla helicoidal (Muyonga et al., 2004b, Veeruraj et al.,
2013). O nimero de onda observado para esta banda na amostra de
C. de peacock C. ocellaris foi de 3276 cm™, indicando uma mudanc
a consideravel para uma freqiiéncia mais baixa e evidenciando a
ligacdo de hidrogénio restante no peacock bass C. ocellaris PSC da
pele.

A manutencdo da tripla hélice também é confirmada
pela presenca de componentes de colageno reticulado de alto peso
molecular (HMC), o trimer y e o dimero B nas analises SDS-PAGE e
densitometria Optica. Para PSC, a banda amida B esta relacionada
ao estiramento assimétrico CH, ~ 3079 cm "1 e ~ 2924 cm" 1
(Veeruraj et al., 2013; Muyonga et al., 2004a; 2004b) e flexao
associada ao alongamento simétrico CH, em ~ 2854 cm™ (Zeng et
al., 2012). Embora as mudancas na estrutura secundaria de cola
geno nao sejam confirmadas para atribuir mudancas na faixa
espectral da banda de amida B (Muyonga et al., 2004b), a frequé
ncia de alongamento CH foi proposta como outro marcador
conformacional por Bykov et al. (2008). No peacock bass C.
ocellaris PSC, o nimero de onda de 2930 cm™ foi encontrado para o
pico da amida B, sugerindo alongamento CH, assimétrico e sem
flexao. A banda Amida | apresenta absorcéo tipica (aqui, transmita
ncia no eixo Y) na faixa de nimeros de onda de 1600 a 1700cm™,
que é apontada como a regido de absorcdo/ transmitancia da
vibracdo de estiramento de ligacdo C=0 no esqueleto do polipepti
dio de proteinas confirmado para ser parte da estrutura secundaria
quando em combinagdo com ligacdo de hidrogénio. Neste trabalho,
a absorcdo/ transmitancia de lone | de C. ocellaris PSC apresentou
um downshift (1637 cm™) em relacdo a esse intervalo caracteri
stico, resultando em um pico de banda de amida | mais préxima ao
componente encontrado em torno de 1630 cm™ que pode indicar
uma diminuicdo na ordem molecular e um grau de desnaturacao
(Muyonga et al. 2004a; 2004b). No entanto, o valor no presente
estudo para a banda de amida Il (1547 cm™) corrobora os achados
da amida A sobre a manutencao da estrutura tripla helicoidal, uma
vez que constitui uma mudanca para menor freqiiéncia em relacao
a vibracao caracteristica da banda de amida Il que ocorre na faixa
espectral de 1550 a 1600 cm-1. Esta faixa esta associada a flexao
de N-H acoplada ao alongamento de C-N e tal downshift evidencia
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a formacao de ligacdo de hidrogénio mantendo as subunidades a
ligadas em uma parte significativa do material extraido.

A presenca da banda amida Ill de colageno representa o
alongamento do CN combinado com a flexao de NH para formar
motivos de folhas B (Veeruraj et al., 2013) e foi encontrado no
presente trabalho a uma freqiiéncia de 1240 cm " 1. De acordo com
Muyonga et al. (2004b), uma relacao de absorcao/transmissao de
aproximadamente 1,0 entre os valores da amida Ill e o pico em
torno de 1449 cm™ corrobora que a hélice tripla foi mantida
extensivamente. Aqui, esta relacao foi encontrada em 0.931
confirmando os resultados da amida A e da amida II.

O perfil SDS-PAGE mostrou que os produtos alvo (a1 e a2)
foram obtidos (Fig. 1A). No entanto, bandas de dimero de colageno
e trimero (cadeias B e y) e componentes reticulados de fibrilas de
colageno (HMC) podem ser observadas no gel e no densitograma
(Fig. 1B). Em geral, em comparacdo com o colageno solubilizado
com acido (ASC), o PSC apresenta bandas de degradacao
reticuladas de alto MW, principalmente VMC (Ahmad e Benjakul
2010; Kittiphattanabawon et al. 2010a; 2010b). Estes reticulados
representam a clivagem de fibrilas de colageno em pontos
diferentes da regido do tetrapeptideo, que é comum na extracao
acidental de colageno. A Pepsina tem a capacidade de separar as
ligagbes cruzadas intermoleculares para produzir cadeias monomé
ricas.

HMC 220.0 KDa —— = ——— 220 KDa |

195.2KDa ——=
192.3KDa

Hmc p [ a2
170KDa \ A /1]
@1142.0 kD2 ——

a2128.6KDa ———
116 kDa

Pixel intensity

——— 53KDa

Distance along the lane

Figura 1. Padrao de proteina A-SDS-PAGE de colageno tipo | pepsina soluvel extraido de
Cichla ocellaris mostrando as cadeias de mondémeros (a1 e a2), cadeia de dimero (B),
cadeia de trier (y) e componentes reticulados de alto peso molecular de colageno (HMC);
B - Representacao esquematica da amostragem de densidade integrada (ID) e area sob os
picos (AUP) para bandas SDS-PAGE individuais de colageno de pele tipo | de C. ocellaris.
Identificando cada pico como a1, a2, B, y e HMC. Valores médios + SD para cada razao de
cadeias a1 para cadeias a2 (a1 / a2), dimero B para cadeias mondmeras totais B / (a1 + a
2), trimero y para cadeias mondmeras totais y / (a1 + a2) e cruzadas As cadeias ligadas as
cadeias monoméricas totais HMC / (a1 + a2) e VMC / (a1 + a2) sao mostradas na Tabela
1. HMC - componentes reticulados de alto peso de colageno; VMC - componentes de cola
geno reticulados de alta poténcia.

Algumas relacdes entre a quantidade de cadeias de
subunidades e ligacdes cruzadas podem ser Uteis quando se avalia a
qualidade (e a eficiéncia, se o tempo de hidrélise for levado em
consideracao) da hidrélise. Essas relacdes sao: relacoes de cadeia a
1 para cadeia a2 (a1/a2), dimero B para cadeias mondomeras totais
B/(a1l + a2), trimero y para cadeias monomeras totais y/ (a1 + a2)
e reticuladas cadeias para as cadeias monoméricas totais HMC/ (a1
+ a2) e VMC/(a1 + a2) (Nalinanon et al., 2011). Foi realizada uma
comparacao de tais proporcoes de géis de perfil de PSC de varios
estudos e cujos valores foram calculados a partir dos
densitogramas da Figura 2.
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Figura 2. Densitogramas SDS-PAGE de colageno de tipo | solubilizado com pepsina extraido
da pele de: A - Aluterus monocerous submetido a pepsina porcina; B - Aluterus
monocerous submetido a ATP (Thunnus alalunga pepsin); C - Aluterus monocerous
submetido a ATP (Thunnus albacares pepsin); D - Chiloscyllium punctatum; E -
Rachycentron canadum; F - Ictalurus punctatus; G - Oreochromis niloticus; H - Os valores
ID e AUP presentes foram estimados a partir desses densitogramas.

De acordo com a comparacao, a fonte de pepsina nao foi
tdo determinante para a qualidade de o produto de hidrélise, uma
vez que a pepsina de peixe (trés espécies de Scombridae) produziu
mais subunidades al em relacdo a a2 comparando a pepsina
porcina no estudo de Nalinanon et al. (2011) em 24h, enquanto
ocorreu o contrario no trabalho de Ahmad e Benjakul (2010) em
48h. Talvez a enzima de peixes (espécies carnivoras) possa alcang
ar uma maior taxa de producdo de al no inicio do processo e a
enzima s6 poderia alcanca-la em um tempo de reacdo mais longo.
Além disso, pode-se ver os valores da relagao pepsina B/(a1 + a2)
variando de 0,10 a 1,22, enquanto que a mesma proporcao para
pepsina de peixe variou de 0,88 a 1,21. A fonte de pepsina também
nao pareceu importante para as outras razdes: y/(al + a2),
HMC/(a1 + a2) e VMC/(al + a2).

Por outro lado, o tempo de hidrélise exerceu um efeito
significativo e aparentemente tendeu a reduzir a proporcao de
ligacoes HMC e principalmente VMC no PSC final. Os trabalhos que
apresentaram ligagdes cruzadas do MVC foram aqueles que conclui
ram a hidrélise em menos tempo (Nalinanon et al., 2011). A
concentracao de pepsina nao afetou sozinhas as proporcdes. No
entanto, em combinacdo com o tempo de hidrdlise, maior
concentragdao de pepsina (0,5 U/mg) no colageno de pele de
Nemipterus hexodon evidenciou maior conversao de VMC em HMC
em relacdo a menor concentracdo desta enzima (0,05 U / mg)
utilizada na hidrolise de Ictalurus punctatus e Oreochromis
niloticus pele colageno. Isto é confirmado no presente trabalho em
que o VMC foi completamente convertido devido a alta concentrag
do de pepsina e maior tempo de hidrélise (Ahmad e Benjaku, 2010
;Nalinanon et al., 2011; Kittiphattanabawon et al. 2010a; 2010b).

CONCLUSOES

Com base nas analises de SDS-PAGE e densitometria otica
das subunidades monoméricas e reticéncias e as estruturas
cellopeptidicas e helicoidais detectadas nos espectros de absorcao
UV e na espectroscopia FTIR; o material extraido pode ser
caracterizado como colageno tipo I, o que destaca sua importancia
para aplicacdes comerciais, sendo, portanto, potencialmente util
na producao de peptideos de colagenos biologicamente ativos para
setores alimentares, biomédicos e farmacéuticos.
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