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RESUMO

A utilizacdo de proteinas colagenosas cresce a medida que se descobre seus
potenciais usos na medicina, ciéncias de materiais e nutricdo. A producdo do colageno
de origem marinha tém trazido novas opcOes de obtencdo deste material, bem como
demonstrado atividades bioldgicas relevantes para a industria. Neste trabalho, é
apresentado um panorama geral sobre as capturas acessérias e alguns exemplos do
aproveitamento dos organismos capturados de forma ndo intencional, como fonte de
colageno, bem como a extracao e producdo de hidrolisados de colageno de aguas-vivas
e 0s estudos envolvendo suas atividades biologicas. Além disso, a fim de investigar as
potencialidades do coldgeno de &guas-vivas, neste trabalho foi desenvolvido um
protocolo de producdo de hidrolisado proteico da medusa Rhacostoma atlanticum sob
alta temperatura e pressdo, e a extracdo do colageno solivel em &cido (ASC) a partir de
trés procedimentos de precipitagdo, com NaCl 0,9 M, 2M e etanol. Estes precipitados
foram, em separado, submetidos a hidrélise com pepsina, gerando a respectiva fragao
soltvel em pepsina (PSC). O efeito de alta pressdo e temperatura sobre o perfil de
distribuicdo de pesos moleculares dos hidrolisados, por SDS-PAGE, foi considerado de
uma hidrolise parcial. J& nos colagenos sollveis em pepsina, foi possivel observar a
presenca de bandas representativas das cadeias a2 do colageno tipo I, bem como 0s
pesos moleculares dos peptideos. Foi determinada atividade de captura do radical ABTS
no hidrolisado apenas em tempos maiores de reacdo (36 minutos). A presenca de
compostos fenolicos, provavelmente gerados durante o processo de hidrolise, sugerem o
potencial antioxidante do hidrolisado, que precisa ser confirmado por outras
metodologias e por ensaios in vivo, a fim de avaliar a atuacdo destes antioxidantes em

sistemas biolégicos.

Palavras-chave: bycatch, peptideos, medusas, antioxidantes

ABSTRACT

Use of collagenous proteins grows as their potential uses in medicine, materials science
and nutrition are discovered. The production of marine-derived collagen has brought
new options for obtaining this material, as well as demonstrated biological activities
relevant to the industry. In this work, an overview is presented on the by catch and

utilization of these organisms as source of collagen, the extraction and production of
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hydrolysates of collagen from jellyfish and the studies involving their biological
activities. In addition, in order to investigate the potentialities of jelly collagen, a
protocol was developed for the production of protein hydrolysate from Rhacostoma
atlanticum jellyfish under high temperature and pressure, extraction of collagen in acid
(ASC) and precipitation with NaCl 0.9 M, 2M and ethanol. These precipitates were
separately submitted to hydrolysis with pepsin, generating the respective pepsin soluble
fraction (PSC). The effect of hydrolysis at high pressure and temperature on the
production of the hydrolysate, determined by the molecular weight distribution, through
SDS-PAGE, was considered a partial hydrolysis. In the pepsin-soluble collagens, it was
possible to observe presence of representative bands of type | collagen o2 chains. It was
determined the ABTS radical capture activity in the hydrolysate only at higher reaction
times (36 minutes). The presence of phenolic compounds, probably generated during
the hydrolysis process, reinforces antioxidant potential of the hydrolysate, which must
be confirmed by other methodologies and by in vivo assay, in order to evaluate the
performance of these antioxidants in biological systems.

Key words: collagen, peptides, jellyfish, antioxidants



INTRODUCAO GERAL

O uso de colageno e seus derivados cresce nos Ultimos anos em virtude da sua
importancia benéfica ao organismo. Como proteina estrutural, o colageno tem diversas
funcBes no corpo humano, como manter as celulas dos tecidos unidas e fortalecé-las;
também € responsavel pela cicatrizacdo ou regeneragdo em caso de corte ou cirurgia,
além de auxiliar na hidratagdo da pele e no retardamento do processo de envelhecimento
humano (GONCALVES et al., 2015). O coladgeno é amplamente utilizado na industria
de alimentos, na producdo de gelatinas e emulsificantes, bem como na éarea
farmacéutica. No entanto, questBes religiosas e de salde tém colocado entraves na
producdo e comercializacdo do colageno provindo de suinos e bovinos. A utilizacdo de
proteinas e biomoléculas provindas de residuos de pescado e organismos capturados de
forma ndo intencional tém aumentado, em decorréncia dos impactos negativos gerados
pela sobrepesca e pelo excesso de residuos gerados pelas industrias (BHAGWAT &
DANDGE, 2018).

A pesca ndo intencional abrange organismos com baixo ou nenhum valor
comercial e sdo capturados em artes de pesca néo seletivas, sendo classificados como by
catch. Estes organismos apds a captura ndo sobrevivem ou estdo feridos o suficiente
para ndo sobreviver, sendo descartados no mar; dentre eles encontram-se as aguas-

vivas, reconhecidas pelos impactos na pesca e no turismo (HALL, 2000).

Este trabalho se propds a discutir a utilizacdo e potencialidades dos colagenos
extraidos a partir de aguas-vivas. Este trabalho esta dividido em dois capitulos. O
primeiro apresenta o estado-da-arte sobre colageno de medusas e atividades bioldgicas
derivadas, que podem gerar interesse para a saude e para a inddstria de alimentos. Ja o
segundo capitulo esta voltado para a obtengdo e producdo de um hidrolisado proteico de
medusas da espécie Rhacostoma atlanticum, de ocorréncia no litoral de Santa Catarina,
bem como a extragdo do coldgeno em sua forma nativa, avaliando as caracteristicas

fisico-quimicas de ambos e prospectando o potencial antioxidante do hidrolisado.

Além de novas fontes de proteinas, a demanda por antioxidantes de fontes
naturais tambem cresce (CAROCHO et al., 2018), a fim de substituir os antioxidantes
produzidos de forma sintética, largamente utilizados pelo mercado A proposta foi gerar
conhecimento que possibilitasse prospectar potencialidades desta espécie e vislumbrar



sua utilizacdo como matéria prima para a obtencdo de colageno, bem como explorar a

potencial atividade antioxidante que essas proteinas pudessem apresentar.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Desenvolver método de extracdo de colageno e de producdo de um hidrolisado

proteico da medusa Rhacostoma atlanticum, advindas no bycatch da pesca, e avaliar a

atividade antioxidante do mesmao.

Objetivos especificos

Desenvolver um protocolo de produgdo de hidrolisado proteico da
medusa R. atlanticum;

Obter 0 colageno de forma integra previamente
a hidrolise;

Caracterizar bioquimicamente o hidrolisado, através da mensuracdo de
proteinas sollveis, SDS-PAGE e FTIR;

Verificar a atividade antioxidante do hidrolisado.



CAPITULO |

COLAGENO DE AGUAS-VIVAS: DOBYCATCH A ATIVIDADE
ANTIOXIDANTE
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RESUMO

O coléageno € um grupo de proteinas amplamente estudado e de vasta aplicacgéo,
incluindo industrias farmacéuticas, biomédicas, cosméticas, de couro e filmes, devido as
suas caracteristicas como biocompatibilidade, bioatividade e fraca antigenicidade.
Embora as fontes de coldgeno sejam abundantes, principalmente quando se utiliza os
residuos da agroindustria, o surto de doencas entre animais terrestres e questfes
religiosas e de higiene tém ameacado a sua utilizagdo em nosso cotidiano. O
aproveitamento de matérias primas descartadas ou dos residuos da industria
agropecuaria (bovinos e suinos) surge como alternativa para amenizar o problema. Na
busca por fontes alternativas, as de origem marinha ainda inexploradas, como aguas-
vivas e invertebrados marinhos provenientes da pesca nao intencional se tornaram
potenciais fontes de proteinas colagenosas. O presente artigo traz um breve panorama
da pesca, principalmente a captura de organismos de forma nao intencional, a descri¢édo
das estruturas do coladgeno e suas classificagdes, o processo de extracdo realizado
industrialmente e os estudos sobre a utilizacdo do coldgeno de &guas-vivas e seus
hidrolisados nas areas da medicina e da nutricio humana. A partir deste panorama, é
possivel observar a grande lacuna que é encontrada hoje no aproveitamento de
organismos capturados ndo intencionalmente na industria de pesca e como essas

alternativas podem alterar este cenario.

Palavras-chave: proteinas, aguas-vivas, hidrolise, atividades bioldgicas.

ABSTRACT

Collagen is a widely studied and widely applied group of proteins, including
pharmaceutical, biomedical, cosmetic, leather and film industries, due to their
characteristics such as biocompatibility, bioactivity and poor antigenicity. Although
sources of collagen are plentiful, especially when using waste from the agroindustry, the
outbreak of diseases among land animals and religious and hygiene issues have
threatened its use in our daily lives. The use of discarded raw materials or residues from
the agricultural industry (cattle and pigs) is an alternative to mitigate the problem. In the
search for alternative sources, marine sources still unexplored, such as jellyfish and
marine invertebrates from unintentional fishing have become potential sources of

collagenous proteins. This article provides a brief overview of fisheries, particularly the
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unintentional capture of organisms, the description of collagen structures and their
classifications, the industrialized extraction process and studies on the use of jellyfish
collagen and its hydrolysates in the areas of medicine and human nutrition. From this
panorama, it is possible to observe the great gap that is found today in the use of
organisms captured unintentionally in the fishing industry and how these alternatives

can change this scenario.

Key words: proteins, jellyfish, hydrolysis, biology activities.
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1. INTRODUCAO

O colageno € um grupo de proteinas encontrada nos tecidos animais, com
diferentes caracteristicas estruturais, as quais fazem com que desempenhem diversas
fungdes no organismo, como manter as células dos tecidos unidas e fortalecé-las,
responsavel também pela cicatrizacdo ou regeneracdo em caso de corte ou cirurgia;
auxiliar na hidratagéo e na repressao de processo do envelhecimento (GONCALVES et
al., 2015; SCHIMIDT et al., 2016, GHAZANFARI et al., 2016).

Essas caracteristicas conferem a esta proteina, ampla utilizacdo na industria,
principalmente alimenticia, onde é utilizada como emulsificante e na producdo de

gelatinas (SILVA 2010). Na area médica, estudos vém demonstrando a potencial



utilizacdo na producdo de gazes cirurgicas (CHEN et al., 2016) e como biomateriais
para a sustentacéo de tecidos (HOYER et al., 2013, KRISHNAN & PERUMAL, 2013).
No entanto, grande parte do colageno utilizado atualmente é proveniente de tecidos
bovinos ou suinos (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). A utilizacdo dessa fonte de
matéria prima tem sido questionada, tanto por questfes religiosas, como no caso do
islamismo, que proibe o consumo de carne suina, quanto por causa de doencas que
podem ser transmitidas por mamiferos, como a encefalopatia espongiforme bovina
(EEB), encefalopatia espongiforme transmissivel (EET) e febre aftosa
(KITTIPHATTANABAWON et al., 2010; SCHIMIDT et al., 2016; ZHANG et al.,
2016).

Mais recentemente, o estudo e a utilizacdo de hidrolisados de colageno cresceu,
uma vez que propriedades bioativas foram observadas, atuando contra a fadiga,
hipertensdo, radicais livres e melhorando atividade imunoestimulatoria (DING et al.,
2011; Ll et al., 2014; SUGARARA et al., 2014; PUTRA, 2015; ZHANG et al., 2016).
Além disso, o processo de hidrélise do colageno contribui para que os aminoacidos que
os compdem sejam absorvidos rapidamente pelo organismo, facilitando a adicdo destes
hidrolisados em alimentos do dia-a-dia, agregando valor aos mesmos (SCHIMIDT et
al., 2016).

Neste contexto, a busca por novas op¢des de fontes de coladgeno torna-se
necessaria e a prospeccao destas biomoléculas em organismos marinhos vém mostrando
resultados pertinentes na utilizacdo para fins farmacologicos (FELICIAN et al., 2018).
A utilizacdo de organismos pertencentes ao bycatch da pesca extrativista surge como
uma possibilidade, como forma de minimizar os impactos negativos destas capturas
para o0 ecossistema aquatico (HALL et al., 2000; BHAGWAT & DANDGE, 2018). As
aguas-vivas, capturadas de forma ndo intencional e sem valor comercial, fazem parte do
bycatch e ttm chamado a atencdo pelo aumento dos registros dos seus blooms em
diversos paises (MILLS, 2001; PURCELL et al., 2007; CONDON et al., 2012).

1.1 Pesca e bycatch
Em 2014 a produgdo mundial de pescado chegou a 93,4 milhdes de toneladas,
dos quais 81,5 milhGes de toneladas oriundas de &guas marinhas e 11,9 milhdes de
toneladas de &guas continentais (FAO, 2016). Ainda segundo a mesma fonte, a fragdo

da produgdo mundial de peixe utilizada para consumo humano direto aumentou
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consideravelmente nas ultimas décadas: de 67% nos anos 60 para 87% (mais de 146
milhdes de toneladas) em 2014. A atividade pesqueira movimenta cerca de US$ 600
bilhdes todos o0s anos, o que torna os negdcios com pescado sete vezes maior que os de
carne bovina e nove vezes maior que os de carne de frango em nivel mundial (MAPA,
2015).

O aumento do consumo de pescado tem sido estimulado pela crescente
demanda por alimentos mais saudaveis, pelo aumento de renda e pela intensificagdo da
urbanizacdo (CLARK et al., 2018). O consumo mundial de pescado per capita
aumentou, de 1 kg de pescado em 1800, para 19,7 kg de pescado em 2013, mostrando
como esses produtos conquistaram mais apreciadores (FAO, 2016). Apesar do
crescimento observado, no entanto, ha ainda uma grande diferenga entre o consumo per
capita nos paises emergentes em comparagdo aos mais industrializadas (ASCHE et al.,
2015; BELTON et al., 2018). Segundo a FAO (2016), o consumo anual per capita de
peixe aumentou nas regides em desenvolvimento (de 5,2 kg em 1961 para 18,8 kg em
2013), enquanto em paises de baixa renda e com deéficit alimentar (PBRDA) o aumento
foi menor (de 3,5 kg para 7,6 kg). J& em regides mais desenvolvidas o consumo chegou
a 26,8 kg.

Por outro lado, diversos estudos demonstram impactos negativos no setor
pesqueiro, como a sobre-explotacdo de espécies de valor comercial (HALL et al., 2000;
LOPES et al., 2018), o ecossistema marinho e seus estoques populacionais afetados por
mudancas climaticas (GRAFTON, 2010; SUMAILA et al., 2011; DING et al. 2017) e 0
aumento de residuos gerados pelas industrias, nem sempre aproveitados (AMORIM et
al., 2016; CISNEROS-MONTEMAYOR et al., 2018). Outro agravante da pesca
extrativista, tanto no mundo como no Brasil, é a gestdo do descarte da fauna
acompanhante (PERES & WAHRLICH, 2005; CASTELLO, 2008; MEDEIROS, 2017).
A pesca ndo seletiva leva a captura de diversas espécies que nao tem valor econdmico.
Estima-se que, no mundo, cerca de 7,3 milhdes de toneladas de pescado sejam
descartados anualmente (FAO, 2014). Esta fauna é composta por organismos de baixo
ou nenhum valor comercial e espécies-alvo em fase juvenil ou fora dos padrdes de
tamanho exigidos pelo mercado (POTT & WIEDENFELD, 2017; CISNEROS-
MONTEMAYOR et al., 2018).

McCaughran (1992) definiu as capturas acessorias, como a por¢éo das capturas

devolvidas ao mar, resultado de consideracdes econémicas ou legais, além das capturas
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de espécies ndo-alvo. Esta definicdo ndo diferencia, dentre os organismos ndo alvo,
quais eram devolvidos ao mar ja& mortos ou feridos. Por isso, Hall e colaboradores
(2000) propuseram uma nova definicdo do termo bycatch, levando em consideragéo a
captura total e a dividindo em trés partes: i) a parte da captura total que contém as
espéecies alvos e ndo alvos, porém com valor econémico, denominada retida; ii)
organismos sem valor comercial devolvidos mortos ou com ferimento decorrente de
morte, denominados de bycatch; iii) a parte devolvida viva, com possibilidade de

reabilitacdo, denominada release.

Segundo Lobo et al., (2010), as redes de arrasto de camardo, realizados
principalmente em &guas tropicais, representam cerca de um tergo das capturas
incidentais globais. Capturam 400 espécies ndo-alvo, com relacdo de captura de até 10
kg de bycatch para cada kg de camardo (KELLEHER, 2005; LOBO et al., 2010). Para o
Brasil, o descarte da pesca de arrasto de camardo nas regides Sul e Sudeste giram entre
22 e 33%, perdendo apenas para a Argentina, onde as taxas de devolugdo chegam a 50%
(KELLEHER, 2005).

Dentre esta fauna encontram-se as formas macromedusoides de cnidarios,
popularmente chamadas de aguas-vivas. Estudos relatam a ocorréncia destes
organismos em diversas artes de pesca, tanto na frota artesanal como na industrial
(NOGUEIRA JR. & HADDAD, 2006; NAGATA et al., 2009; SCHROEDER et al.,
2014). Neste contexto, esses residuos tém sido investigados como fonte de biomoléculas
com atividades bioldgicas relevantes para a saude humana, como antioxidante, anti-
hipertensiva, imunoestimulatéria e antifadiga (DING et al., 2011; LI et al., 2014;
SUGARARA et al., 2014; PUTRA, 2015).

Grande parte do bycatch é constituido de espécies que possuem, em sua
constituicdo, quantidades consideraveis de proteinas colagenosas, como é o caso dos
moluscos (NAM et al., 2008; PARK et al., 2016), equinodermos (SIDDIQUI et al.,
2013; ZHONG et al., 2015) e cnidarios (DING et al., 2011; ADDAD et al., 2011;
ZHANG et al., 2014; LI et al., 2014; PUTRA et al., 2015). Em especial, os cnidarios
chamam a atencdo, por causar acidentes graves com pescadores, turistas e banhistas
(RESGALLA JR., et al., 2005; HADDAD et al., 2010; TOMLINSON et al., 2018), e
também devido ao aumento de suas densidades nos Ultimos anos em diferentes paises

(PURCELL et al., 2007). A néo utilizagdo dessa biomassa capturada de forma acidental



faz com que o esforco de pesca aumente, na tentativa de se atingir uma quantidade

viavel de biomassa de pescado para desembarque.

1.2 Colageno

O colageno é um grupo de proteinas estruturais e o termo € utilizado para
denominar um conjunto de cerca de 28 tipos de isoformas de proteinas encontradas nos
tecidos conjuntivos animais, como: 0ssos, tenddes, dentes, pele, veias, muasculos, cornea
e demais 6rgdos (RICARD-BLUM, 2010; SILVA & PENNA, 2012; FERREIRA et al.,
2012; PRESTES et al., 2013; SIBILLA et al., 2015; ZHANG et al., 2016). Também séo
encontrados no tecido intersticial de praticamente todos os 6rgdos do parénquima, onde
contribuem para a estabilidade dos tecidos e érgdos e mantém sua integridade estrutural
(GELSE et al., 2003; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). E uma das principais proteinas
fibrosas insoluveis encontradas na matriz extracelular da pele, juntamente com elastina
e acido hialurénico (SIBILLA et al.,, 2015). Segundo Prestes, (2012) o colageno
representa cerca de 30% de toda a matéria organica e 60% das proteinas totais do corpo

animal.

Em sua revisdo sobre colageno, Miller & Gay (1982) salientam que suas
formas e funcbes podem ser diversas e estdo presentes nas fibras estriadas macias em
tenddes e ligamentos, nas fibrilas finas observadas em porcGes de cartilagens hialinas,
nas redes reticulares de varios tecidos conjuntivos e nos agregados aparentemente
amorfos que ocorrem nas membranas basais. Além disso, os elementos de suporte do
colageno estdo intimamente associados a uma variedade de materiais da matriz
extracelular, como depdsitos amorfos ou cristalinos de sais de fosfato de célcio,
agregados de proteoglicanos e glicoproteinas macromoleculares especificas, como a
fibronectina (GHAZANFARI et al., 2016; SALDIN et al., 2016).

O colageno € produzido principalmente por fibroblastos nos tecidos
conjuntivos, mas também por celulas epiteliais, capazes de produzir certos tipos de
colageno (SIBILLA et al., 2015; GHAZANFARI et al., 2016). Conforme 0s mesmos
autores, os fibroblastos sdo células do tecido conjuntivo na derme que sdo responsaveis
pela producdo e organizagdo da matriz de colageno. Os diferentes tipos de coladgeno e as
estruturas que eles formam tém o propdsito de ajudar os tecidos a resistir as forgas de
tensdo (SILVA & PENNA, 2012). De acordo com a literatura existente, com base na
sua estrutura e organizacdo supramolecular, estas proteinas podem ser classificadas em

grupos menores, de acordo com a sua distribuicdo nos tecidos, sendo: colédgeno
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formador de fibrilas, coldgeno associado a fibrilas com tripla hélice interrompida
(FACIT), colageno formador de rede, fibrilas de ancoragem, coldgeno transmembrana,
colageno de membrana basal e outros com fungdes Unicas (GELSE et al., 2003,
SCHIMIDT et al., 2016) (Tabela 1).

Tabela 1- Principais tipos de colageno e sua distribuicao tecidual.

Coldgeno formadores de fibrilas

I [l (T2 2Ty Pele, tenddo, oss0, dentina.

II [l {I10]: Cartilagem corpo vitreo, micleo pulpozo.

I [ (TII)]+ Pele, parede dos vazos, fibras reticulares da maioria des tecidos.

W al(WV7, o203V, w30V Pulmdo, comea, ossos, tecidos fetals; nmtamente com o coldgeno tipo L
podl al (XKD 20Ta3I) Cartilagem, corpo vitreo.

Coldgeno da membrana basal
v [TV )TV, ol— b Membranas bazais.

Coldgerno microfibrilay

VI al(VI), a2{VI), a3(VI) Derme, cartilagem placenta pulmdes. da parede do vaso, dizco intervertebral.
Fibrilas de ancoragem

W11 [l VI Pele, jun;des epidérmices, cérvix

Coldgenos formadores de rede hexagonal

WIII [l (VI ] 2 o2 (VL) Célulaz endoteliais.

X [e330], Cartilagem hipertrafica.

Colagernos FACIT

j K4 a2 (I3 I Cartilagem, humor vitreo, comea.

HII [l (XITN] . Pericondrio, lipamentos, tenddes.

KV [FARAAT] R Derme, tendio, da parede do vaso, placenta, pulmdes, fizado.
X [l XTI, Fabdomiossarcoma humano.

X [l 30, Epitélio da comea, pele embriondria, cartilagem esternal tendZo.
NI [l 3K Parede de vasos sanzuineos.

Colagernos transmembranares

HIII [ LTI, Epiderme, endomisio, intesting, condrocitos, pulmdes, figado.
KVIT  [al(XVIDN, Jun;des derme-epidérmicas.

Multiplexin

W [l 3V, Fibroblastos, células musculares lisas, rom_ pancreas.

VI [0l 3V Fibroblastos, queratmécitos.

KWVI  [el3VIID]: Pulmaes, figado, timo, misculo, mtesting, pele.

Fonte: Oliveira et al., 2017

Cada cadeia peptidica é formada pela repeticao de trés aminoacidos (Gly-X-Y),
sendo o aminoacido glicina (Gly) um pré-requisito importante para a conformacéo da
tripla hélice (FERREIRA et al., 2012; SCHIMIDT et al., 2016; OLIVEIRA et al.,

2017). A glicina estd presente em todos os tipos de colageno ja descritos e esta



caracteristica se deve ao atomo de hidrogénio como grupamento R, o qual se posiciona
em direcdo ao centro da espiral da hélice (OLIVEIRA et al., 2017; AOUACHERIA et
al., 2017). A glicina é o Unico aminodcido cuja cadeia € levemente torcida em relagdo a
outra, o que permite uma ponte de hidrogénio entre a amida polipeptidica do hidrogénio
de um residuo de glicina com o carbono do residuo X adjacente, de outra cadeia
(PRESTES, 2013). O residuo X na grande maioria das vezes é prolina ou hidroxiprolina
e 0 Y pode ser qualquer um dos outros 20 aminoécidos naturais (GOMEZ-GUILLEN et
al., 2011; SILVA & PENNA, 2012) (Figura 1).
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Figura 1 Processo de formacdo, organizacdo e estrutura do colageno. Fonte:
Damodaran et al., 2010.



Os diferentes tipos de colageno se diferenciam principalmente pelo nimero de
aminoacidos que compdem as cadeias alfa (SIBILLA et al., 2015). A repeticdo dessa
sequéncia de aminoacidos pode ocorrer 334 vezes (PRESTES, 2013) e a estabilidade
desta cadeia individual, se deve a ligacGes covalentes e pontes de hidrogénio, as quais
lhe conferem conformacdo chamada alfa (o)) hélice (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). A
tripla hélice pode ser flexivel por causa da presenca de imperfeicfes nos trés residuos de
aminoacidos que as compde (Gly-X-Y) (RICARD-BLUM, 2012; OLIVEIRA et al.,
2017). Conforme os mesmos autores, interrupcdes nao helicoidais na tripla hélice estdo
associadas ao nivel molecular com regides locais de considerdvel plasticidade,
flexibilidade e reconhecimento molecular. A grande diversidade nesta familia se deve a
existéncia de varias isoformas moleculares para 0 mesmo tipo de colageno (GELSE et
al., 2003, SCHIMIDT et al., 2016).

Os coléagenos sao formados pela unido de cadeias polipeptidicas que podem ser
homotriméricas (trés cadeias individuais idénticas, como no colageno tipo Il) ou
heterotriméricas (trés cadeias individuais diferentes, como no colageno tipo IX)
(RICARD-BRUM, 2010). O coldgeno tipo I, por exemplo, é uma cadeia tripla
heterotrimérica, formada por duas cadeias a1(I) e uma cadeia a2(I), as quais estdo sob a
forma helicoidal em sua porcéao central (SCHIMIDT et al., 2016). J& o colageno tipo Il
€ um homotrimero formado por trés cadeias a (IIT) (GELSE et al., 2003). Os colagenos
tipos V e Xl sdo heterotrimeros formados por trés cadeias alfa diferentes (al, 02 e a3),
sendo a cadeia a3 do colageno tipo XI codificada pelo mesmo gene da cadeia al do
colageno tipo Il (GELSE et al., 2003). Os autores ainda destacam que apenas a extensao
da glicosilacdo e da hidroxilacao diferem entre si. Também ocorrem isoformas hibridas,
constituidas por cadeias pertencentes a dois tipos diferentes de coldgeno, como por
exemplo os colagenos tipo V/XI, onde a cadeia a(XI) forma moléculas de colageno
hibrido tipo V/XI por montagem com a cadeia al(V) (MAYNE et al., 1993). Outro
exemplo é na cartilagem, onde ocorre um aumento em al (V) ¢ uma diminui¢cdo em
a2(XI) durante a maturagdo pos-natal (WU et al. 2009; RICARD-BRUM, 2010). As
cadeias de colageno variam em tamanho de 662 até 3152 aminoacidos para as cadeias
humanas al(X) e a3 (VI), respectivamente (RICARD-BLUM, 2010; GORDON &
HAHN, 2010).



O colageno tipo | é o mais abundante, representando cerca de 90% de todo o
colageno encontrado no corpo humano (PRESTES, 2013; PRESTES et al., 2013;
SIBILLA et al., 2013; RICARD-BLUM, 2010, GOMEZ-GUILLEN et al., 2011;
FAUZI et al.,, 2016; OLIVEIRA et al., 2017). Por suas caracteristicas mais
rudimentares, forma mais de 90% da massa organica 6ssea e € o colageno de tenddes,
ligamentos, cornea e muitos tecidos conjuntivos intersticiais (SIBILLA et al., 2015),
sendo 0 mais estudado e utilizado na engenharia e producéo de biomateriais (FAUZI et
al., 2016). E também o principal componente da pele humana (80%) juntamente com
colageno tipo 111 (15%) (GELSE et al., 2003; SIBILLA et al., 2013; FAUZI et al., 2016;
OLIVEIRA et al., 2017) e outros tipos de colageno, com menor representatividade,
como o colageno do tipo VII (0,001%) (RICARD-BLUM, 2012).

Os colagenos do tipo I, II, 11, V e 1X, sdo considerados formadores de fibrilas,
pois tem como caracteristica comum a formacdo de agregados supramoleculares
altamente orientados (GELSE et al., 2003). Ainda de acordo com 0s mesmos autores, 0S
tipos de colégeno se caracterizam pela consideravel complexidade e diversidade em sua
estrutura, como as fibrilas de colageno dos tipos | e V, que contribuem para a
estruturacdo dos o0ssos e dos colagenos tipos Il e XI, que contribuem,
predominantemente, para matriz das cartilagens articulares, mantendo a estabilidade e
integridade desses tecidos. O colageno tipo 111 é altamente dependente da idade, estando
presente em até 50% na pele jovem e reduzido para 5-10% com o passar do tempo
(SCHIMIDT et al., 2016).

J& os colagenos dos tipos 1X, XII, XIV, XVI, XIX e XX pertencem ao grupo
chamado de coldgenos associados a fibrilas com tripla hélice interrompida (RICARD-
BLUM, 2012). Esses colagenos apresentam interrupcGes que se caracterizam por
pequenos dominios ndo helicoidais e suas moléculas estdo a associadas a fibrilas. Esses
tipos de colageno estdo associados principalmente aos demais tipos de colageno,
contribuindo na formacdo de diversos tecidos, através da formacdo de redes de fibrilas
(GELSE et al., 2003).

O coléageno tipo VI esta presente principalmente na ultraestrutura de filamentos
finos, microfibrilas e segmentos de bandas cruzadas (GELSE et al., 2013). Segundo os
mesmos autores, diversos colagenos (IV, VI, XVIII e XXV) sdo depositados nos
cérebros de pacientes com doenga de Alzheimer, onde se ligam ao peptideo B amiloide.

Isto porque o colageno do tipo VI parece proteger 0s neurénios contra a toxicidade deste
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peptideo, a qual presume-se ser uma das causadoras da doenca de Alzheimer (CHENG
et al., 2009). J& o colageno do tipo IV é o principal componente de formagdo das
membranas basais e um dos colagenos com menor peso molecular, com
aproximadamente 180 kDa (CANAS et al., 2018).

1.3 Producéo industrial de colageno

A busca por fontes alternativas de colageno cresce constantemente, pois as ja
existentes e comumente utilizadas ndo conseguem suprir o mercado de forma adequada
(FELICIAN et al., 2018). Os motivos que restringem o uso destas matérias-primas
convencionais estdo relacionados a biocompatibilidade, por doencas que podem ser
transmitidas ou por motivos religiosos (CHEN et al., 2016). Por isso, na tentativa de
utilizar novas fontes de proteinas, diversos estudos foram desenvolvidos no sentido de
comparar colagenos oriundos de matérias-primas de distintos ambientes de origem: a)
terrestre, como bovinos e suinos (FAUZI et al., 2016; ZHOU et al., 2016) e b)
aquaticos, como peixes e medusas (DUAN et al., 2009; ADDAD et al., 2011; ZHANG
et al., 2014; ZHANG et al., 2016; LI et al., 2017; FELICIAN et al., 2018; DERKUS et
al., 2018). Muito esforco tem sido feito também na prospeccdo de matérias-primas nédo
aproveitadas pelas industrias ou de seus proprios residuos (GHALY et al.,, 2013;
BHAGWAT & DANDGE, 2018).

O colageno é encontrado em tecidos de animais e ja é utilizado pela inddstria,
sendo extraido de residuos de bovinos, suinos, aves e, mais recentemente, peixes
SCHIMIDT et al., 2016; WANG et al., 2017). Pela abundancia e grande quantidade em
varios tecidos, € do colageno tipo I, Il e Ill que se deriva a maioria dos colagenos
encontrados comercialmente (BHAGWAT & DANDGE, 2018). E a partir do colageno
tipo | que sdo geradas as gelatinas e os hidrolisados de colageno (SILVA & PENA,
2012; PRESTES, 2013). No Brasil, grande parte do colageno € oriundo da producéo
industrial da carne, devida a elevada producdo de carne para exportacdo (SILVA &
PENNA, 2012). Enquanto isso, empresas internacionais ja se dedicam a producdo de
colageno em grande escala, exportando para diversos paises, inclusive para o Brasil,
para diversas utilizacGes, dentre elas a utilizacdo do colageno para a produgdo de meios

de cultura para microoganismos.

As gelatinas séo derivadas da hidrdlise parcial do colageno animal, contido em
0ss0s e peles, principalmente de suinos e bovinos (GOMEZ-GUILLEN & MONTERO,

2001). S&o proteinas desnaturadas, derivadas do colageno por termo-hidrolise e tem a
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propriedade reoldgica de termo-reversibilidade com a transformacao para gel. E um dos
mais importantes biopolimeros, com larga aplicacdo na industria alimenticia,
farmacéutica, cosmetica e fotografica, sendo utilizada na producgdo de colas, cépsulas,
geléias, doces, cremes, vinhos (clarificacdo), gelatina para sobremesa, entre outros
(BHAGWAT & DANDGE, 2018). Seu uso tem se expandido para novas aplicaces,
sendo utilizada, também, como alimento funcional (CHO et al., 2004).

Existem muitas técnicas potenciais para a extracdo da proteina a partir de
tecido animal. Estas incluem a utilizacdo de agua e solventes organicos, processos
convencionais de cozimento, aplicacdo de altas pressdes, secagem e mais recentemente
ultrassom (MARTINS et al.,2009; SCHIMIDT et al., 2016). Comercialmente, a gelatina
é obtida a partir do pré-tratamento acido ou alcalino (os quais se diferenciam pelo
método de separacdo das ligacbes do colageno) do tecido conjuntivo de mamiferos
(principalmente suinos e bovinos), que corresponde a etapa de extracdo. As gelatinas
podem ser classificadas de acordo com o ponto isoelétrico da proteina ou com o tipo de
processo a que é submetida a matéria prima (PRESTES, 2012). As gelatinas sdo
classificadas como tipo A (ponto isoelétrico ~ 7-9, processo acido) e tipo B (ponto
isoelétrico ~4-5, processo alcalino), além do colageno hidrolisado, obtido por hidrolise
quimica e enzimética sob condicbes controladas (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011;
PRESTES, 2013; LIN et al., 2017).

Apds a etapa de tratamento acido ou alcalino, a gelatina extraida na forma de
solucdo diluida, passa por um processo de purifica¢do, a qual corresponde as etapas de
filtracdo, desodorizacdo, concentracdo, evaporacdo e resfriamento (ARNESEN &
GILDBERG, 2002). Segundo GOomez-Guillén et al. (2011), a maioria das pesquisas
direcionadas a extracdo de gelatinas na industria estdo voltados para pele de suino
(cerca de 46%), couro bovino (29,4%) e ossos de bovinos e suinos (23,1%). Conforme
0S mesmos autores, as gelatinas provindas de peixes somaram 1,5% do total da
producéo de gelatinas, no ano de 2007. Ja o colageno hidrolisado consiste em pequenos
peptideos com baixo peso molecular (0,3 — 8 kDa), produzidos a partir de colageno
nativo e, devido ao seu baixo peso molecular, € facilmente digerivel, absorvido e
distribuido no corpo humano (SIBILLA et al., 2013). Para realizar a hidrolise, métodos
quimicos e bioldgicos séo utilizados; a hidrélise quimica é mais comumente utilizada na

pratica industrial, porém os processos biologicos que utilizam enzimas sdo mais
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promissores quando se deseja produtos com alta funcionalidade e valor nutritivo
(MARTINS et al., 2009).

A extracdo e a purificacdo por meio de processos quimicos tendem a levar
alguns dias até se alcancar o produto final. Schimidt et al. (2016) em revisao sobre o
assunto, elucidam algumas técnicas utilizadas para a extracdo e hidrélise do colageno. O
processo se inicia com o mergulho da matéria prima em solucgdes &cidas, como o acido
acético ou cloridrico, ou bésicas, geralmente o hidréxido de sddio, sob agitacdo a 4-10
°C. Devido a natureza do colageno reticulado encontrado no tecido conjuntivo dos
animais, sua dissolucéo € lenta, mesmo em altas temperaturas (SCHIMIDT et al., 2016).
Por isso a utilizacdo de um pré-tratamento quimico suave é importante para hidrolisar as
ligagBes quimicas intercadeias (que ligam as cadeias alfa) que formam as fibras de
colageno, antes da extracdo do mesmo. Essa etapa também auxilia na retirada de
proteinas ndo colagenosas que estdo presentes na matéria prima (CHENG et al., 2016),
além de remover célcio, gorduras e 0 maximo de impurezas sem que haja desnaturacéo
proteica do coladgeno (OLIVEIRA et al., 2017). O tratamento pode variar dependendo
das caracteristicas do material utilizado. O pré-tratamento acido pode ser utilizado para
materiais mais frageis, com menos fibras de colageno entrelacadas, como peles de
peixes e suinos, e o tratamento com hidroxido de s6dio é empregado para materiais mais
espessos, podendo durar dias, como é o caso do coldgeno extraido de 0ssos
(SCHIMIDT et al., 2016). O tratamento alcalino, para a producéo das gelatinas tipo B, é
0 mais utilizado na industria, por ser um tratamento mais drastico, sendo capaz
hidrolisar as proteinas até aminoécidos, resultando em menor faixa de massa molar
(PRESTES, 2012). Ap0s este processo, as fibras de colageno séo precipitadas pela
adicdo de sais ao meio, como o cloreto de sddio sélido ou solugdes salinas, ou ainda
outros sais, como o Tris-HCI (cloridrato de tris (hidroximetil) aminometano), fosfatos
ou citratos (SCHIMIDT et al., 2016).

Ap0s o processo de extracdo e precipitacdo do colageno, € realizada a adicéo de
enzimas proteoliticas que clivam as regides terminais das fibras de colageno, de acordo
com a composi¢do de aminoacidos que formam essas cadeias, possibilitando que as
fibras ndo percam sua conformacdo de hélice, para se obter as cadeias coladgeno
individuais (MARTINS et al., 2009; SIBILLA et al., 2013; SCHIMIDT et al., 2016). As
enzimas mais utilizadas nesse processo sdo a pepsina, papaina, tripsina e misturas de
enzimas, como a Protamex (ZHUANG et al., 2009; BARZIDEH et al., 2014) que, até o
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momento, tém se mostrado eficientes na hidrolise das cadeias peptidicas do colageno.
Depois, ocorre a desativacdo da enzima por meio de temperatura, ajuste de pH e dialise.
Métodos de hidrdlise por temperatura também podem ser empregados apds a utilizacdo
das enzimas, a fim de se obter um hidrolisado com menores pesos moleculares.
Consequentemente o processo segue para filtracdo ou centrifugacdo, esterilizacdo e

secagem, para a obtencdo de um produto em p6 (PRESTES, 2012).

1.4 Colageno de medusas

Devido a problemas associados com o0 envenenamento, as medusas,
principalmente as de grande porte, sdo evitadas por banhistas e mergulhadores
(HADDAD et al., 2001, 2002 e 2010; MORANDINI et al., 2005; RESGALLA JR et al.,
2005; NOGUEIRA JR., 2006). Os pescadores também a evitam, devido a sua
interferéncia na pesca (NAGATA et al., 2009). Por outro lado, também é reconhecida a
grande contribuicdo ecoldgica desses organismos, tanto para as cadeias troficas quanto
para o ciclo do carbono nos oceanos (GRAHAM et al., 2014).

Outro fendmeno pelo qual as dguas-vivas chamam atencdo é quando ocorrem
em altas densidades, conhecidos por blooms (PURCELL et al., 2007). As explicacdes
para estes blooms tém sido correlacionadas com as condi¢fes favoraveis do meio
marinho favorecendo um crescimento populacional acima do normal. Ha alguns anos
esses fenbmenos ocorrem em maior frequéncia e podem estar associadas ao
aquecimento global, as alteracdes do ambiente marinho pela poluicdo e a sobrepesca de
seus principais predadores e competidores (MILLS, 2001; PURCELL et al., 2007;
CONDON et al., 2012). Simultaneamente, a literatura cientifica sobre matérias-primas
alternativas e novas funcionalidades do coldgeno cresceu nos ultimos 15 anos
(FELICIAN et al.,, 2018; BHAGWAT & DANDGE, 2018; KHONG et al., 2017;
CANAS et al., 2018). Isto devido ao crescente interesse na valorizagdo econémica dos
subprodutos industriais (a partir da industria de peixe), a gestdo de residuos industriais,
pela procura de condi¢Oes de processamento inovadoras e de potenciais novas
aplicagbes (GOMEZ-GUILLEN et al., 2011). Dentre as fontes alternativas estudadas,
estd o colageno de medusas, que segundo Khong et al. (2017) sdo uma fonte promissora
de colageno, ja que ndo tem limitagcdes no uso de quaisquer religides e ndo ha relatos da

ligagéo das proteinas desta origem com doengas infecciosas fatais.
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Paises asiaticos tem um longo histérico com o processamento destes
organismos como alimento humano. A China foi o primeiro pais a introduzir medusas
na alimentacdo e o0s registros mais antigos datam da dinastia Tsin (OMORI &
NAKANO, 2001; HSIEH et al., 2001). A partir da década de 1970 a demanda cresceu
também em outros paises, como o Japdo, que passaram a comercializar o produto. Hoje,
0 Japdo € o pais que mais consome medusas salgadas (OMORI & NAKANO, 2001) e,
para suprir a demanda, importam de outros paises como Australia, México e Estados
Unidos, que desenvolveram a técnica oriental de salga e exportam para diversos paises
da Asia (HSIEH et al., 2001).

Dentre as espécies de aguas-vivas intensivamente exploradas comercialmente
para consumo, a grande maioria é pertencente a classe Scyphozoa, ordem Rhizostoma.
Espécies como Rhopilema hispidum, Rhopilema esculentum e Nemopilema nomurai
estdo entre as mais utilizadas (MORISHIGE et al., 2011; KAWAHARA et al., 2006).
Essa preferéncia esta associada ao fato desses animais serem de grande porte e
possuirem corpos mais rigidos, resultando em maior rendimento ap6s a salga,
comparados com outras espécies (MORISHIGE et al., 2011) e por suas toxinas terem
baixa capacidade de envenenamento (KAWAHARA et al., 2006).

Proteinas colagenosas de medusas j& foram extraidas, isoladas e caracterizadas
nas especies Stomolophus nomurai por Miura e Kimura (1985), Rhopilema asamushi
por Nagai et al. (2000) e Rhizostoma pulmo por Addad et al. (2011). O colageno
extraido de aguas-vivas tem em sua estrutura tipos de coldgeno que sdo encontrados
também em vertebrados, podendo ser utilizado em cosméticos, na alimentacdo e com
fins terapéuticos (HSIEH & RUDLOE, 1994; XU, 2013). Chen e colaboradores (2016)
investigaram a utilizacdo de esponjas de colageno de medusas da espécie Rhopilema
esculentum no controle da homeostase e na absorcdo do volume sanguineo em
procedimentos cirdrgicos realizados em ratos. Quando comparada com gaze cirlrgica
disponivel no mercado, a utilizacdo das esponjas de colageno apresentou reducdo
significativa no tempo de sangramento em ratos, ocorrendo estancamento do sangue
dentro de 5 minutos depois do tratamento (CHEN et al., 2016).

Segundo Hesieh e colaboradores (2001) os beneficios medicinais que estes
alimentos proporcionam ja foram reportados em revistas nao cientificas em mandarim.
A cultura chinesa credita as aguas-vivas a cura eficaz para artrite, hipertensao, dor nas

costas e ulceras, enquanto amaciam a pele e melhoram a digestdo. No entanto, nenhuma
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pesquisa cientifica foi realizada para documentar a eficacia medicinal das aguas-vivas.
A hipoGtese € que o colageno é o ingrediente que contribui para os efeitos benéficos para
a saude porque € o material de construcdo essencial do tecido muscular, da cartilagem e
do o0sso, e tem uma grande promessa medicinal (HSIEH & RUDLOE, 1994). Hoyer et
al. (2013) e Gupta et al. (2014) sugerem a utilizacdo do coldgeno da agua viva
Rhopilema esculentum em engenharia de materiais com aplicacdo na estruturacdo dos
tecidos da cartilagem e para suportes porosos para a diferenciagdo condrogénica das
células-tronco mesenquimais humanas, uma vez que o colageno encontrado € muito
similar ao colageno tipo Il encontrado em mamiferos. Esse coladgeno, que possui
aproximadamente 92% de colageno tipo Il em sua composicdo proteica, apresentou
efeito sobre o fendtipo condrocitico, impedindo a ndo diferenciacdo celular, resultante
da falta de sitios de ligacdo a integrina e da existéncia de um mecanismo de ligacédo
alternativo, de tal forma que as células mantivessem sua forma arredondada (SEWING
et al., 2015).

A atuacdo do colageno hidrolisado de medusa da espécie R. esculentum sobre a
hipertensdo renovascular também foi avaliada ap6s a administracdo oral desses
hidrolisados durante 30 dias em ratos (ZHUANG et al., 2012). Os autores observaram a
atuacdo dos peptideos na reducdo significativa da concentracdo de angiotensina Il nos

rins dos animais estudados, bem como a diminuicdo dos batimentos cardiacos.

Estudos utilizando o colageno de R. esculentum na conservacdo do fenotipo
condrogénico de condrocitos de células suinas em matrizes 2D e 3D, juntamente com
sua boa disponibilidade e manuseio, mostrou-se como um material promissor para a
aplicacdo em dispositivos biomédicos, especialmente para a regeneracao da cartilagem
humana (SEWING et al., 2015). A utilizacdo de coldgeno de Rhizostoma pulmo, na
producdo de biosensores para diagnostico de doencas relacionadas a trombina,
permitiram a conclusdo que podem substituir facilmente a utilizacdo dos colagenos
bovino e suino (DERKUS et al., 2016). Em seu estudo sobre a utilizacdo de colageno de
R. pulmo, Addad e colaboradores (2011) descreveram o impacto bioldgico observado
nas células humanas quando comparado com o colagéno tipo | de mamiferos, testado
por ensaios de citotoxicidade e adesdo. Os autores também salientaram a necessidade de
investigacOes posteriores sobre 0os mecanismos de interagdo celular, mas concluiram que
tanto as integrinas quanto os receptores de sulfato de heparano das células humanas séo

capazes de reconhecer o colageno da agua-viva, sugerindo que apés a implantagdo in
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vivo, 0 colageno da &gua-viva seria capaz de induzir respostas semelhantes em termos

de adeséo, proliferacdo ou migracédo celular (ADDAD et al., 2011).

Atividades bioldgicas do coldgeno de origem marinha e seus hidrolisados

Segundo Fonseca (2014), em peptideos de origem animal, de diversas fontes

como o leite, ovos e pescado, ja foram observados efeitos benéficos, reforcando seu
potencial como fonte de peptideos com atividades bioldgicas (FONSECA et al., 2014;
MATSUI et al., 2018). A aplicagéo de hidrolisados, principalmente de origem marinha,
com potencial bioativo, relacionados ao sistema imunoldgico, anti-hipertensivo,
antioxidante, entre outros, tem sido demonstrada (YOU et al., 2009; 2011; FONSECA,
2014; CHEN et al., 2016; CHAI et al., 2017; FELICIAN et al., 2018). No entanto,
alguns fatores ainda precisam ser elucidados, como a estrutura do peptideo ou dos
aminoacidos que os compdem, peso molecular e 0 mecanismo de atuacdo destas

moléculas, que contribuem para a atividade bioldgica (FONSECA et al., 2014).

A procura por peptideos que apresentem atividade antioxidante aumentou na
ultima década, uma vez que a popularidade dos radicais livres entre consumidores tem
demandado mais atencdo da industria (CHAI et al., 2017; MATSUI et al., 2018). Os
radicais livres e seus precursores, as espécies reativas de oxigénio (EROs), sdo
moléculas que procuram sua estabilidade eletrénica através da captura de elétrons de
outras moléculas, como proteinas, agucares, lipideos e moléculas de DNA. Estas, ao
serem atacadas pelos radicais, se desestabilizam eletronicamente, desencadeando uma
série de reacdes de producdo e estabilizacdo de radicais livres, 0 que acarreta a lesdo
celular e de tecidos (FONSCECA, 2014). Para frear o ataque dessas moléculas
oxidantes, outras moléculas podem ser utilizadas para estabilizar, minimizar ou quebrar
as reacdes, diminuindo os efeitos da oxidacao; sdo as chamadas moléculas antioxidantes
(MITTLER, 2002). A producdo de radicais livres é um processo que ocorre
virtualmente em todos os organismos vivos, principalmente porque sdo produzidos
indiretamente em diversas vias metabdlicas importantes. Porém, em eventos
especificos, onde a produgdo de radicais livres e EROs é exagerada, o sistema
antioxidante inato dos organismos, muitas vezes ndo consegue suprir a demanda. E esse
processo leva ao chamado estresse oxidativo, associado a origem de muitas doengas,
como a aterosclerose, cancer, envelhecimento e outros (CORROCHANO et al., 2018,
CAROCHO et al., 2018). Para auxiliar o sistema antioxidante dos organismos, € comum

a recorrente utilizagdo de antioxidantes. Tanto por suplementacdo alimentar, quanto
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pelo consumo de alimentos que os contenham em sua composicdo. Dentre os alimentos
que apresentam maiores concentracdes em antioxidantes estdo os de origem vegetal,
como frutas, verduras e legumes, com quantidades consideraveis de carotenoides,
flavonoides, clorofila e vitaminas A, C e E, que sdo agentes capazes de frear as reacdes
em cadeia e as lesdes causadas pelos radicais livres e espécies reativas (BIANCHI &
ANTUNES, 1999). No entanto, o tabagismo, alcoolismo e m& qualidade de vida,
favorecem o estresse oxidativo, levando ao aumento da demanda por fontes
antioxidantes (LIU et al., 2018). Na industria alimenticia, as utilizacdes de antioxidantes
em alimentos evitam o lipoperoxidacéo nos produtos, aumentando o tempo de prateleira
e impedindo a deterioragdo dos mesmos (CAROCHO et al., 2018; COMERT &
GOKMEN, 2017).

Neste sentido, a busca por fontes de peptideos naturais que possam apresentar
atividade antioxidante vem crescendo, principalmente como alternativa para a utilizacéo
de antioxidantes sintéticos. Sdo atualmente utilizados pela industria, o terc-butil-
hidroquinona (TBHQ), o hidroxianisol de butila (BHA) e o hidroxitolueno de butila
(BHT), que ja vem sofrendo limitagdes em diversos paises por apresentarem maleficios
a salde (CAROCHO et al., 2018; FENG et al., 2018). Testes in vitro ttm demonstrado
o0 potencial risco a satude do TBHQ e BHA, o que fez com que paises como Canada e a
Unido Europeia restringissem o uso destes antioxidantes sintéticos em alimentos
(SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015). Desta forma, a busca por antioxidantes
provindos de peptideos naturais cresceu nos ultimos anos, principalmente pelo apelo
dos consumidores por produtos mais saudaveis, seguros e naturais (FONSECA et al.,
2014; CAROCHO et al., 2018).

Estudos da utilizacdo de colageno hidrolisado advindo de peixes e aguas-vivas
tem mostrado resultados satisfatorios em relacdo a atividade antioxidante e anti-fadiga
(DING et al., 2011; YOU et al., 2011; XU et al., 2017) em testes realizados in vitro e in
vivo. Ding e colaboradores (2011) analisaram diversos parametros bioquimicos, como
acido lactico no sangue, conteudo de nitrogénio uréico no sangue (NUS) e glicogénio
hepatico e glicogénio muscular, para mensurar o efeito da fadiga. Também
determinaram a concentragdo de monodesidroascorbato (MDA), superoxido dismutase
(SOD) e glutationa-peroxidase (GSH-Px) para mensurar a atividade antioxidante no
sangue e figado dos ratos submetidos a alimentacdo com os extratos de colageno

hidrolisado em diferentes concentracgdes (Alto, 10 mg/kg de animal e Baixo, 5 mg/kg de
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animal). Os autores observaram que as diferentes concentracbes do extrato
apresentaram efeitos sobre os parametros analisados, principalmente o efeito positivo
anti-fadiga. Os resultados para os grupos de estudo foram significativos na diminuigéo
do contetdo de nitrogénio ureico no sangue (NUS) em relacdo ao grupo controle.
Niveis reduzidos de NUS refletem a reducdo do metabolismo proteico, o que é
indicativo de maior resisténcia a fadiga. No entanto, a atividade antioxidante ndo diferiu
entre os tratamentos. Por outro lado, outros estudos que testaram a atividade
antioxidante in vitro, como realizado por Zhuang (2009), utilizando colageno
hidrolisado da mesma espécie de medusa, verificaram maior atividade sequestradora do
radical DPPH (69,5 %), bem como maior atividade quelante de ions cobre (56,5%).
Estes resultados também foram descritos por Zhuang e colaboradores (2010), os quais
relataram valores semelhantes para 0s mesmos parametros analisados como também
resultados positivos na inibicdo da lipoperoxidacdo e 55,4% de atividade no sequestro
do radical hidroxila. Isso pode estar relacionado as propriedades dos peptideos, as quais
influenciam na atividade bioldgica que 0os mesmos apresentam, como o0 peso molecular
do peptideo, a composicdo de aminoacidos, o aminoacido terminal, a presenca de cadeia
ramificadas, bem como o grau de hidrolise do hidrolisado (ZHUANG et al., 20009;
FONSECA, 2014; BARZIDEH et al., 2014).

Ohashi et al. (2015) examinaram a influéncia do tipo e nimero de cadeias
laterais de aminoéacidos extraido de hidrolisados de soja e a correlacdo entre os métodos
antioxidantes mais utilizados. Os autores observaram que os tripeptideos contendo duas
tirosinas e tripeptideos contendo duas histidinas mostraram maior correlagdo com os
ensaios de captura do radical ABTS™ e com a capacidade de absor¢cdo do radical
oxigénio, bem como a correlacdo entre 0s ensaios. Salientam, ainda, que 0 UuSso
combinado destes ensaios tem potencial para rastrear a atividade antioxidante no curso
do isolamento de peptideos antioxidantes. As caracteristicas quimicas e fisicas Unicas
relacionadas a sequéncia de aminoacidos e a estrutura do peptideo sdo fatores
importantes que determinam suas atividades antioxidantes (ELIAS et al. 2008). Embora
os residuos de aminoacidos devam ter atividade antioxidante contra diferentes ERO e
ERN, a quantidade de pesquisas abrangentes sobre esse assunto é limitada. Uma razao
pela qual a pesquisa é limitada é porque os métodos convencionais utilizados para
avaliar os antioxidantes sdo muito demorados (MATSUI et al., 2018). Um aspecto

relevante é o fato ja observado por Molyneux (2004) e confirmado por nosso grupo de
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pesquisa, sobre a interacdo entre a amostra de peptideos e os radicais usados na analise.
Quando avaliado por metodologias colorimétricas, 0s reagentes podem causar a
precipitagdo de proteinas das amostras, produzindo opacidade e distorcendo o0s
resultados. Segundo Fonseca (2014), pesquisas que estudem a relacdo entre essas
caracteristicas devem ser realizadas para elucidar os mecanismos de atuacdo desses
peptideos como moléculas antioxidantes, bem como a utilizagdo desses peptideos pela
indUstria alimenticia. A utilizacdo de hidrolisados de colageno para esses fins, pode
estar ligada a presenca de peptideos contendo prolina e glicina, j& que 0S mesmos
desempenham papel importante na doacdo de protons para radicais deficientes em
elétrons (FELICIAN et al., 2018). Essa composicdo torna esses peptideos potenciais
agentes antioxidantes, podendo atuar como substitutos dos antioxidantes sintéticos
encontrados no mercado (ZHUANG et al., 2009; GOMEZ-GUILLEN et al., 2011;
FONSCECA, 2014).

Estudos sobre outras atividades bioldgicas das proteinas colagenosas de
medusas e seus peptideos tém sido realizados. Morishige et al. (2011), através de
estudos in vitro, observaram que o efeito da ingestdo de extratos de colageno de
Nemopilema nomurai na dieta durante 14 dias em ratos, estimulou a atividade de
producdo de IgG em esplendcitos e a atividade de producdo de IgA em linfocitos das
placas de Peyer, indicando a potencial utilizacdo deste coldgeno como alimento
funcional. Os efeitos do extrato de colageno da agua-viva Nemopilema nomurai no
estimulo a producdo de imunoglobulinas e citocinas por linfécitos e macrofagos in vitro

e in vivo também foram investigados por Nishimoto et al. (2014) e Putra et al. (2015).

A atividade inibitéria da enzima conversora de angiotensina | foi investigada
por Barzideh et al. (2014). Utilizando colageno isolado da medusa Chrysaora sp., 0s
autores utilizaram trés proteases diferentes (tripsina, alcalase e Protamex) para obter
peptideos bioativos. O efeito da duracdo da hidrélise na atividade antioxidante e na
atividade inibitoria da enzima conversora de angiotensina | dos peptideos foi avaliado.
A atividade de poder antioxidante redutor de ferro foi mais alta em hidrolisados
produzidos com a Protamex e com tripsina por 7 e 9 horas, respectivamente. Por outro
lado, os hidrolisados produzidos pela tripsina por 1 e 3 horas apresentaram as maiores
atividades de eliminacdo do radical DPPH (94 e 92%, respectivamente). Os hidrolisados
produzidos pela tripsina (por 3 h) também apresentaram a maior atividade inibitéria da

enzima conversora de angiotensina | (89%).
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Liu e colaboradores (2013) também investigaram a utilizacdo de dois peptideos
inibitérios de enzima conversora de angiostensina |, isolados de hidrolisados de
colageno da medusa R. esculentum e o resultado do ensaio de atividade inibitdria in
vitro mostrou o valor de IC50 de 80,67 uM ¢ 32,56 uM, respetivamente. A
administracdo oral dos dois peptideos poderia reduzir a pressao arterial em ratos
hipertensivos e indicar que esses peptideos podem ser usados como ingredientes em
alimentos funcionais e suplementos dietéticos ou até mesmo produtos farmacéuticos

como agentes anti-hipertensivos.

2. CONCLUSOES

A crescente demanda mundial por alimentos e produtos mais saudaveis faz
com que as industrias busquem o melhoramento na gestdo de recursos, bem como o
investimento em pesquisas que prospectem novas fontes de proteinas. As medusas,
presentes na parcela descartada das pescas ndo intencionais, surgem como uma
alternativa para este objetivo, uma vez que as aplicacfes das proteinas extraidas destes

animais tém mostrado resultados satisfatorios em diversas areas.

No Brasil ndo ha relatos sobre a utilizacdo de colageno provindo de medusas,
uma vez que a agroindustria gera matérias primas secundarias que sdo utilizadas na
producdo de colageno. O colageno extraido de aguas vivas pode substituir parte dessas
matérias primas, de origem bovina e suina, além de ja ter mostrado resultados positivos
na prospeccdo de peptideos com atividade bioldgica. Na medida que a gestdo dos
recursos pesqueiros tem sido discutida com mais frequéncia, devido ao aumento das
restricdes de pesca pelo governo, pelo excesso de residuos gerados pelas empresas do
setor e 0os impactos que podem causar a0 meio ambiente, as demandas por produtos
advindos dessa matéria prima serdo cada vez mais explorados, permitindo potenciais

avangos em areas como a nutrigcdo funcional e medicina.
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1. RESUMO

O colageno extraido de &guas-vivas tem estrutura semelhante aos colagenos
encontrados em diversos tecidos de vertebrados, podendo ser utilizados em cosméticos,
na alimentacdo e para fins terapéuticos. Neste trabalho, foram desenvolvidos dois
protocolos, um de producdo de hidrolisado proteico da medusa Rhacostoma atlanticum
sob alta temperatura e pressdo, e outro de extracdo do colageno solivel em acido (ASC)
e precipitado com NaCl 0,9 M, 2 M e etanol. Estes precipitados foram, em separado,
submetidos a hidrdlise com pepsina, gerando a respectiva fracdo solivel em pepsina
(PSC). A aplicacdo da alta pressdo e temperatura propiciou a producdo de um
hidrolisado parcial, como verificado pela distribuicdo de pesos moleculares por SDS-
PAGE. A extracéo e precipitacdo com NaCl 0,9 M e 2 M renderam 43,5% e 53,6% em
relacdo a matéria seca e 16,2% para o colageno precipitado com 3 volumes de etanol. Ja
nos colagenos soltveis em pepsina, foi possivel observar a presenca de bandas
representativas das cadeias a2 do colageno tipo 1. Para todas as amostras foi possivel
observar picos de absorgdo de infravermelho indicando a presenga de estruturas
presentes nas cadeias de coldgeno, como anéis pirrolidinicos e amidas I, Il e 1I. Para a
analise de antioxidantes realizada no hidrolisado proteico, foi determinada atividade de
captura do radical ABTS" em diferentes tempos, e em tempos maiores de reagdo (36
minutos) foi possivel observar maior atividade antioxidante. A presenca de compostos
phenolic-like, provavelmente gerados durante o processo de hidrdlise, reforcam o
potencial antioxidante do hidrolisado, que precisam ser confirmados por outras
metodologias e por ensaios in vivo, a fim de avaliar a atuagdo destes antioxidantes em

sistemas bioldgicos.

Palavras-chave: colageno, bycath, medusas, atividade antioxidante, hidrolisado.
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2. ABSTRACT

Collagen extracted from jellyfish has a structure similar to the collagen found in some
tissues of vertebrates, and can be used in cosmetics, food and for therapeutic purposes.
In this work, protocols were developed, one of which is a protein hydrolyzate
production of Rhacostoma atlanticum jellyfish under high temperature and pressure, and
another one with the extraction of collagen in acid (ASC) and precipitated with 0.9 M
NaCl, 2 M and ethanol. These precipitates were separately submitted to hydrolysis with
pepsin, generating the respective pepsin soluble fraction (PSC). Extraction and
precipitation with 0.9 M and 2 M NaCl yielded 43.5% and 53.6% in relation to the dry
matter and 16.2% for the precipitated collagen with 3 volumes of ethanol. The
application of the high pressure and temperature allowed the production of a partial
hydrolyzate, as verified by the molecular weight distribution, by SDS-PAGE. In the
pepsin-soluble collagens, it was possible to observe the presence of representative bands
of type I collagen 02 chains. For all the samples it was possible to observe infrared
absorption peaks indicating the presence of structures present in the collagen chains,
such as pyrrolidine rings and amide I, Il and Il. For the analysis of antioxidants carried
out in the protein hydrolyzate, the activity of capture of the ABTS" radical at different
times was determined, and in larger reaction times (36 minutes) it was possible to
observe higher antioxidant activity. The presence of phenolic compounds, probably
generated during the hydrolysis process, reinforces the antioxidant potential of the
hydrolyzate, which must be confirmed by other methodologies and by in vivo assays in

order to evaluate the performance of these antioxidants in biological systems.

Key words: collagen, bycath, jellyfish, antioxidant activity, hydroysate.

3. INTRODUCAO

O desenvolvimento de técnicas que visam o0 aproveitamento dos organismos
capturados de forma ndo intencional na pesca vem gerando interesse devido as
potencialidades de aproveitamento, como fonte de renda e de alimento complementar
(BHAGWAT & DANDGE, 2018). Dentre as espécies encontradas no bycath, as de

macromedusas chamam a atencdo, levando em consideracdo o aumento da densidade
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desses organismos em certas épocas do ano e o descarte de grandes quantidades desse
recurso, uma vez que ndo h& utilidade para a industria pesqueira (MILLS, 2001;
PURCEL, 2007).

Por outro lado, o aumento das populacdes de medusas no mundo e sua
interferéncia nas atividades de pesca (BASTIAN et al. 2010) e turismo, tem estimulado
a investigacdo do potencial de utilidade destes organismos tanto como farmacos quanto
como suplementos alimentares (HSIEH & RUDLOE, 1994). Por possuirem
caracteristicas semelhantes as encontradas em mamiferos, biomoléculas com diversas
atividades biologicas relevantes para a salude humana tém sido investigadas
(SUGAHARA et al. 2006; ZHUANG et al. 2012; HOYER et al. 2013).

O coléageno é a proteina predominante nos tecidos animais, exercendo diversas
funcbes, dependendo do local onde se encontra (SCHMIDT et al. 2016). Pelo menos 27
tipos de colageno ja foram descritos, denominados tipos | a XXVII (GOMEZ-
GUILLEN et al. 2011). O interesse atual pelo colageno se difundiu entre os cientistas
que investigam suas func¢des na area médica como na cicatrizacdo de feridas, neoplasias,
crescimento e diferenciacdo celular (HSIEH e RUDLOE, 1994) e também na éarea
alimenticia, tendo em vista a potencial utilizacdo na suplementacdo alimentar
(SUGAHARA et al. 2006; GOMEZ-GUILLEN et al. 2011). Segundo Goémez-Guillén et
al. (2011), a maioria das pesquisas direcionadas a extracdo de gelatinas, a partir de
colageno, na industria, estdo voltados para pele de suino (cerca de 46%), couro bovino
(29,4%), o0ssos de bovinos e suinos (23,1%) e as gelatinas provindas de peixes somaram
1,5% do total da producéo de gelatinas, no ano de 2007.

A literatura cientifica sobre matérias-primas alternativas e novas funcionalidades
do colageno cresceu nos ultimos 15 anos. Em parte, devido ao crescente interesse na
valorizacdo econdmica dos subprodutos industriais (a partir da inddstria de peixe), da
gestdo de residuos industriais e pela procura de condic¢Ges de processamento inovadoras,
bem como potenciais novas aplica¢des (GOMEZ-GUILLEN et al. 2011). Mas também
por questbes religiosas e por causa de doengas que podem ser transmitidas por
mamiferos, como a encefalopatia espongiforme bovina (EEB), encefalopatia
espongiforme transmissivel (EET) e febre aftosa (KITTIPHATTANABAWON et al.,
2010; SCHIMIDT et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

As medusas integram um grupo de organismos que impacta banhistas,
mergulhadores e pescadores, por causarem acidentes por envenenamento,
principalmente no verdo (RESGALLA JR et al. 2005; PURCELL et al. 2007). Por outro
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lado, também é reconhecida sua contribuicdo ecologica, tanto para as cadeias troficas
quanto para o ciclo do carbono nos oceanos, pois apresenta importante contribuicdo na
ciclagem de nutrientes apds a sua morte e decomposicdo (GRAHAM et al. 2014). As
proteinas estruturais, entre elas o colageno, representam cerca de 60% da composicao
proteica desses organismos (NAGAI et al. 1999). O colageno extraido de aguas-vivas
tem sua estrutura semelhante aos coldgenos encontrados em vertebrados, podendo ser
utilizados em cosmeticos, na alimentacéo e com fins terapéuticos (HSIEH e RUDLOE,
1994). Segundo Kimura & Miura (1983) e Hsieh & Rudloe (1994), os colagenos
encontrados nesses organismos sdo formados principalmente pelos aminoacidos glicina,
hidroxiprolina e hidroxilisina, componentes essenciais na constru¢cdo de tecidos
celulares, cartilagens, o0ssos e dentes (HSIEH & RUDLOE, 1994). Dentre as espécies
das quais essas proteinas ja foram extraidas, isoladas e caracterizadas, estdo:
Stomolophus nomurai por Miura & Kimura (1985), Rhopilema asamushi por Nagai et
al. (2000) e Rhizostoma pulmo por Addad et al. (2011).

A atividade bioldgica dessas proteinas e seus peptideos contra problemas de
salde como, artrites, hipertensdo e dores nas costas foram constatadas por diversos
autores, como alucidado por Felician et al. (2018). A utilizacdo do colageno no
desenvolvimento de tecidos e na regeneracdo cartilaginosa foi investigado por Hoyer et
al. (2013). Ding et al. (2011) demonstraram, em camundongos, os efeitos do colageno
hidrolisado de medusas contra a fadiga e a oxidagdo. Sugahara et al. (2006), Nishimoto
et al. (2008) e Morishige et al. (2011) relataram os beneficios de colageno hidrolisado
de medusas na imunoestimulagéo.

Recentemente, pesquisadores investigaram a atividade antioxidante dos
peptideos que formam o colageno de &guas-vivas, como alternativa aos antioxidantes
produzidos de forma sintética, ja existentes no mercado, utilizados para suplementos e
na industria alimenticia (CAROCHO et al. 2018). Em testes in vivo, foi possivel
observar o efeito desses peptideos na estimulacdo de producao de anticorpos IgM e 1gG
em células humanas (DAIFUKU et al. 2011). O uso de peptideos de colageno de
medusas na reducdo da pressdo sanguinea em animais (ZHUANG et al. 2012) e na
producdo de tecido cartilaginoso, visando a regeneracdo da matriz cartilaginosa
(HOYER et al. 2013) também foram investigados. GOMEZ-GUILLEN et al. (2011)
sugerem a utilizagcdo do colageno de &guas-vivas como alternativa aos ja utilizados pela

industria, a maioria de origem bovina ou suina.
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Sendo assim, a partir dos registros de maior ocorréncia da espécie Rhacostoma
atlanticum em nosso litoral, principalmente nos meses de verdo, esta matéria prima foi
investigada como fonte de peptideos de interesse nutricional. Com maior frequéncia de
captura na pesca de arrasto do camardo, esta espécie tem ocorréncia no sul e sudeste do
Brasil (MORANDINI 2005; SCHOEREDER et al. 2014; BARBA et al. 2016) e é
conhecida pela presenca de tentdculos pequenos e frageis, que sdo facilmente
removidos, e com baixa toxicidade de envenenamento, o que facilita 0 manuseio e

acelera o seu processamento.

Desta forma, este estudo teve como objetivo avaliar e comparar as caracteristicas
fisico-quimicas do colageno da agua viva de Rhacostoma atlanticum, extraido em sua
forma nativa e do seu hidrolisado proteico bruto, a fim de avaliar a eficacia do
procedimento de hidrolise, a eficiéncia na producéo e a atividade antioxidante dessas

proteinas hidrolisadas.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Obtencao da matéria prima

Os espécimes foram adquiridos através de arrastos realizados na regido costeira,
capturados de forma néo intencional, na pesca de arrasto de camardo, realizados por
embarcacdo motorizada operando na modalidade arrasto de popa, com uma duracéo de
10 minutos. As macromedusas obtidas nos arrastos foram ensacadas a bordo, mantidas
em caixa de isopor refrigerada, e entdo transportadas para o laboratério, onde 0s
organismos foram lavados em &gua de torneira, congelados e mantidos a -20° C,
mantidos até posterior utilizagéo.

4.2 Extracdo do colageno integro a frio (ASC)

O colageno em sua forma nativa foi obtido conforme Zhang et al. (2014), com
algumas modificacbes. Pedagos de agua-viva de aproximadamente 2 cm, cortados com
tesoura foram submetidos a extracdo do coldgeno com acido acético 0,6 M por 3 dias
em agitacdo, em incubadora a 1° C. O extrato foi homegeneizado em liquidificar e,
entdo, mantido por mais 24 h em geladeira. O colageno presente no extrato foi
precipitado por salting-out com NaCl em duas concentragdes diferentes (0,9 M e 2 M)
ou com etanol absoluto 3 volumes. O precipitado resultante foi recolhido por
centrifugagéo (16421 x g durante 60 min.). Os precipitados com NaCl foram dialisados
contra agua, congelados (-20° C) e liofilizados. Os precipitados com etanol 3 volumes
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foram lavados com A&gua destilada e entdo liofilizados. Essas amostras foram

denominadas col&geno soltvel em &cido (ASC) (Figura 1).

Acido acético 0,6 M Homogenizagiio em liquidificador,
3 dias em agitagio, 1°C mais 24 h em agitagio, 1°C

Precipitagio
l A l
NaCl 0,9 M MaCl2¥  Etanol 3 vol.

Lol

Coleta do precipitado e centrifugaciio
12000 rpm 60 min.

oo

Dialise dosprecipitados com  Lavagem dos precipitados

50 ¢ de medusas descongelados —»

aCl contra dgua destilada com agua destilada
Liofilizaciio

Figura 1 - Desenho esquematico do procedimento de obtencdo do colageno soltvel em acido
(ASC).

4.3 Producao do colageno soluvel em pepsina (PSC)

O colageno integro seco de cada tratamento de precipitacdo foi incubado com
pepsina (10 mg de pepsina/ | g de amostra seca), e acido acético 0,5 M. A pepsina foi
solubilizada em 5 volumes (em relacdo ao volume da amostra seca) de acido acético e
incubada a 4° C sob agitagdo por 24 horas. Em seguida, a amostra foi centrifugada a
12.000 rpm por 1 hora. O pH do sobrenadante foi neutralizado com NaOH 2 N até pH 7
e mantido na geladeira por 12 horas. Depois deste periodo a amostra foi centrifugada a
16421 x g por 45 minutos e o sobrenadante foi dialisado overnight contra 50 volumes de
fosfato monoéacido de sddio 0,02 M, pH 9,0. O dialisado, contendo o precipitado tipo-
algodao foi obtido por centrifugacdo a 16421 x g por 35 min, congelado (- 20° C) e

liofilizado. Esta amostra foi chamada de colageno solvel em pepsina (PSC).
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4.4 Producdo do hidrolisado proteico de medusas (HP) por meio fisico-
guimico
Na intencdo de se obter o hidrolisado bruto (HP), as medusas foram cortadas em

pequenos pedacos e imersas em &gua destilada (1:1, v:v) e hidrolisadas a 122° C e 1,2
atm, por 30 min. Apdés esse periodo a amostra foi filtrada, congelada e liofilizada.

4.5 Caracterizacgdo bioquimica
45.1 Determinacao de proteinas solaveis
Para a determinacdo do teor de proteinas soltveis foi utilizado o método de Lowry
et al. (1951), modificado por Petterson (1977). A leitura foi em 750 nm e 0 BSA

utilizado como padréo.
45.2 Eletroforese SDS-PAGE

Para se determinar o perfil de peso molecular das amostras foi realizada
eletroforese em gel de poliacrilamida em condigfes desnaturantes, conforme descrito
por Laemmli et al. (1970). As amostras foram diluidas a 6 mg/ml; as amostras de
colageno integro foram diluidas em NaOH 0,5 M e as amostras de colageno soltvel em
pepsina e do hidrolisado bruto foram solubilizados em &gua destilada. Todas foram
aquecidas a 85° C por 5 minutos e, apos total solubilizagdo, foi acrescentado o tampéo
de amostras (1:1, v:v) (glicerol 11%, SDS 2,2%, Tris-HCI pH 6,8 0,5 M, agua destilada,
DTT 10%), aquecidas por mais 5 minutos a 85 °C e aplicadas no gel. Como referéncia
foi utilizado padrdo de proteinas de alto peso molecular (GE Healthcare -17-0615-01).
Para as andlises de composicdo de pesos moleculares dos peptideos gerados pelo
processo de hidrolise, foi realizada eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢cbes
desnaturantes para peptideos, conforme Schégger (2006). Foram adicionadas 50 pg de
amostra em 5 ul de tampédo de amostra, aquecidas a 37° C por 20 min. e aplicadas no
gel. Como referéncia foi usado padréo de proteinas de baixo peso molecular (Amersham
Biosciences — 17-0446-01). Para ambas as técnicas, ap0s a corrida, o gel foi fixado e

corado com Coomassie Brilliant Blue, conforme Laemmli et al. (1970).
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4.5.3 Espectroscopia em infravermelho

Para confirmar a presenca dos ions moleculares correspondentes aos
aminoacidos do colageno foi utilizada a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). A analise de FTIR foi realizada em espectrometro
Shimadzu IRAffinity-1S, utilizando aproximadamente 3 mg de proteina (coldgeno)
diluidas em NaOH 0,05 M, e acrescentado aproximadamente 100 mg de brometo de
potassio (KBr) e seco em estufa a 45 °C. A amostra em po foi utilizada para a leitura

dos espectros na regido de 4000 a 400 cm-.

4.6 Caracterizacdo bioquimica do hidrolisado proteico

O colageno parcialmente hidrolisado foi caracterizado em termos de dosagem de
proteinas, SDS-PAGE e FTIR, conforme descrito anteriormente, além dos itens a

sequir.
4.6.1 Capacidade de absorcdo de dgua e de 6leo

A capacidade de absorcdo de agua foi determinada conforme Wang et al. (2009)
e Martins et al. (2009), com modificacbes. Para medir a capacidade de retencéo de agua
e a capacidade de ligacdo de gordura, 15 mL™ de agua destilada ou 15 mL™ de 6leo de
soja foram adicionados, respectivamente, 0,05 g. de hidrolisado e mantidos a
temperatura ambiente durante 1 h. As solugdes foram misturadas em vortex por 10
segundos a cada 15 minutos. As solucdes foram entdo centrifugadas (11404 x g) durante
35 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o tubo drenado durante 30 minutos em
papel de filtro, com inclinacdo de 45°. As capacidades de retencdo foram calculadas
com o peso do conteldo do tubo apds drenagem dividido pelo peso do residuo da

amostra seca e expressa em ml de dgua ou 6leo por g de matéria seca.
4.6.2 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante in vitro das amostras de hidrolisado proteico foi
mensurada pelos métodos de DPPH, ABTS e como estimativa indireta, o teor de

compostos fendlicos.
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4.6.2.1 Radical DPPH

A determinacdo da atividade antioxidante pela captura do radical livre DPPH
foi realizado segundo Centenaro et al. (2011). O &cido gélico foi utilizado como padrao.
As absorbancias foram realizadas a 517 nm e o percentual da atividade antioxidante foi

expresso segundo a seguinte equacéo:

(% atividade DPPH) = Abs. controle — Abs. da amostra x 100

Abs. do controle

4.6.2.2 Radical ABTS

Para 0 método ABTS (método da captura do radical ABTS), o acido ascorbico
foi utilizado como padrdo (CENTENARO et al, 2011). As absorbancias das solucbes
com as amostras (1 e 6 mg/mL™) foram determinadas & 734 nm, intercaladas por um
periodo de 66 minutos. A atividade de scavenger sobre o radical ABTS" das amostras
foi expressa como equivalentes de acido ascérbico uM (AAE) por mg de amostra em 6

minutos.
4.6.2.3 Compostos fendlicos

A quantificacdo dos fendlicos totais foi determinada pelo método Folin-
Ciocalteau (ANAGNOSTOPOULOQOU et al., 2006) utilizando o &acido galico como
padrdo e em uma aliquota de 0,5 mL de amostra de PSC na concentragdo de 6 mg/mL e
dos hidrolisados proteico bruto (HB) em concentracdes entre 3 e 200 mg/ml. As
solucdes tiveram suas absorbancias medidas 1 h. depois a 725 nm. Todas as analises
foram realizadas em triplicatas. Os resultados foram expressos em mg de acido galico
por g de extrato ou fracdo (matéria seca).

5. RESULTADOS
5.1 Extracao dos colagenos integros
Os rendimentos das extragdes de colageno integro da medusa R. atlanticum,
em relacdo a matéria prima inicial seca (MPS) e imida (MPU) foram apresentados na
Tabela 1. A precipitacdo realizada com cloreto de sddio foi mais trabalhosa, devido a
necessidade de dialise para a retirada do excesso de sal no material precipitado. Esta

etapa adicional aumentou o tempo de producdo do material final. Foi possivel observar
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também que a precipitacdo com as duas concentracGes de NaCl, apesar de serem mais
rapidas, apresentaram acumulo de cristais de sal no interior da massa precipitada. Ja na
precipitacdo realizada com etanol foi observada que a medida que se aumentava o
volume de etanol, mais material era precipitado. Em funcao disto, as demais analises

realizadas neste trabalho foram em base do precipitado obtido por este ultimo método.

Tabela 1- Rendimentos das extracdes do colageno nativo, para os diferentes tratamentos
de precipitacdo, e hidrolisado proteico. Matéria prima inicial seca (MPS) e matéria
prima inicial tmida (MPU).

Rendimento (%)

Amostra ASC
MPS MPU
ASC NaCl 0,9 M 43,5 4,5
ASC NaCl2 M 53,6 5,5
ASC Etanol 3 vol. 16,2 5,6

O tempo de duracdo de cada protocolo foi de em torno de 10 dias, desde o inicio
do processo até o final da liofilizacdo. O colageno integro de R. atlanticum néo
apresentou completa solubilidade em &cido como o descrito na literatura (DING et al.
2011; ZHANG et al. 2014; CHENG et al. 2016). No entanto, apresentou melhor
solubilidade em meio bésico (pH 9) e solubilidade completa ap6s aquecimento em
banho maria por 5 minutos entre 85 e 95° C.

5.2 Producéo do colageno solavel em pepsina (PSC)

A fracdo do colageno bruto soltvel em pepsina foi obtida por hidrdlise
enzimatica da amostra de coldgeno em acido (ASC) com pepsina. A duragdo do
protocolo de tratamento enzimatico foi de aproximadamente 24 h (incluindo o tempo de
liofilizacdo). Os rendimentos foram analisados tanto em relagdo a massa seca do ASC,

quanto em relacdo a massa seca da matéria prima inicial (MPS) (Tabela 2).
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Tabela 2- Rendimentos das amostras de colageno solivel em pepsina (PSC) em relacéo ao
colageno soltuvel em &cido (ASC) e em relagdo a matéria prima inicial seca (MPS).

Amostra ASC (%) MPS (%)
NaCl 0,9M 6,33 1,23
NaCl 2M 8,91 1,77
Etanol 3 v. 6,21 0,85

5.3 Producdo do Hidrolisado Proteico de medusas (HP)

O rendimento da amostra em relacdo a matéria seca foi de 66,8 % e em relacédo a

matéria inicial tmida foi de 6,9%.
5.4 Teor de Proteinas solUveis

O teor de proteinas soltveis do hidrolisado proteico foi de 0,039 mg/mL, sendo
esse resultado maior que os registrados para PSC extraido com NaCl 0,9 M, NaCl 2M e
etanol 3 volumes, que apresentaram 0,01 mg/ml 0,02 mg/ml e 0,01 mg/ml,

respectivamente.
5.5 Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese de alto peso molecular foi realizada de acordo com o protocolo
proposto por Laemmli (1970) e teve como objetivo a determinacdo da distribuicdo de
peso molecular das cadeias peptidicas presentes nas amostras, tanto de colageno integro
solivel em pepsina (PSC) quando para o hidrolisado bruto (HB). Com este
procedimento foi possivel visualizar a presenga das bandas a2 (116 kDa) e B (> de 200
kDa) (Figura 2), caracteristicas do colageno tipo I, bem como a efetividade do processo
de producdo do PSC. Também foi possivel observar o efeito de alta temperatura e
pressdo sobre o perfil do hidrolisado proteico bruto (Figura 3). A auséncia de bandas
definidas sugere a existéncia de proteinas de diferentes pesos moleculares na amostra,

indicativo de hidrolise parcial da amostra.
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200 kDa
170 kDa

116 kDa

Figura 2- SDS-PAGE de proteinas das amostras de hidrolisado proteico bruto e de colageno solvel
em pepsina (PSC). Amostras (6 mg/ml) aplicadas em stacking 4%, resolvidas em gel de
poliacrilamida 7,5% e reveladas com Coomassie Brilliant Blue. (1) Padrdo, (2) Hidrolisado
Bruto, (3) PSC extraido com 0,9 M de NaCl, (4) PSC extraido com 2 M de NaCl e (5)
etanol 3 volumes.

26,6 kDa
16,9 kDa

14,4 kDa
6,5 kDa
3,4 kDa

1,4 kDa

1 2 3 4 5

Figura 3- SDS-PAGE de proteinas e peptideos das amostras de hidrolisado proteico
bruto e de colageno soltvel em pepsina (PSC). Amostras aplicadas em stacking
4%, resolvidas em gel de poliacrilamida 10 e 16% e reveladas com Coomassie
Brilliant Blue. (1) Padrdo BioRad, (2) Hidrolisado Bruto, (3) PSC extraido com 0,9 M
de NaCl, (4) PSC extraido com 2 M de NaCl e (5) etanol 3 volumes.
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5.6 Espectrometria em Infravermelho com Transformada de Fourier

Para confirmar a presenca dos ions moleculares correspondentes aos
aminoacidos do colageno foi utilizada a espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR). Através das transmitancias obtidas foi possivel
observar a presenca de picos nas regides do espectro da absorcdo principalmente nas
regides entre 1.350 e 1800 cm™! e entre 3.600 e 2.700 cm™! para a amostra ASC para 0s
trés diferentes tratamentos de precipitacdo (Figura ). As transmiténcias para as amostras
PSC para os trés tratamentos apresentaram mais regides de picos de absorcdo quando
comparadas com as amostras ASC (Figura ). Os picos foram verificados entre 1.700 e
900 cm™! e entre 2.100 e 3.600 cm ™.
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extraido com NaCl 0,9 M. Cinza: ASC extraido com NaCl 2 M. Verde: ASC extraido com etanol 3 volumes).
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Figura 5- Espetro de transmitancia da analise de FTIR entre as amostras PSC para os diferentes tratamentos de precipitacdo (Vermelho:
PSC extraido com NaCl 0,9 M. Verde: PSC extraido com NaCl 2 M. Cinza: PSC extraido com etanol 3 volumes).
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5.7 Atividade antioxidante

Para a atividade antioxidante determinada pela captura do radical de DPPH, a
interferéncia da opacidade apresentada pela amostra quando em contato com o reativo
de DPPH (em etanol), impossibilitou a mensuracéo correta dos dados. Ja os resultados
para a atividade de ABTS foram relativizados a curva de calibragdo de &cido ascorbico
com tempo de reacdo de 6 minutos (Erro! Fonte de referéncia ndo encontrada.). Para
as amostras nas concentracdes de 1 e 6 mg/mL, dentro de um intervalo de 66 minutos,
foi possivel constatar um aumento na atividade antioxidante com o aumento da
concentracdo de amostra, bem como o pico de atividade em aproximadamente 40
minutos de reacdo para as duas concentracdes (Erro! Fonte de referéncia néo

encontrada. A e B).

A analise de compostos fenolicos (phenolic-like) para o hidrolisado bruto,
indicou 0 aumento destes compostos de acordo com o0 aumento da concentracdo da
amostra, indicando o efeito dose:resposta da amostra. No entanto, ndo se observou esse
resultado nas fracdes PSC (colageno solivel em pepsina) obtidas pelos diferentes
tratamentos de precipitacdo na concentracdo de 1 mg/mL. E na concentracdo de 6
mg/mL, apenas quantidades tracos foram verificadas. Este resultado indicou que pode

ter havido a geracdo destes compostos fenolicos durante o processo de hidrolise em alta

temperatura.
(A) - HP 1 mg/ml
- PSC NaCl 0,9 M 1 mg/ml
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Figura 7- Atividade antioxidante mensurada pela captura do radical ABTS*. (A) Amostras de
hidrolisado bruto proteico 1mg/ml e (B) 6mg/ml.

Tabela 3- Resultados da anélise de compostos fendlicos. (a) Resultados do hidrolisado proteico
em diferentes concentragdes e (b) PSC nos diferentes tratamentos de precipitagdo na
concentracdo de 6 ma/mL.

a) HAF‘,T%SJ?I) mg de acido galico/lg MPS
200 176,59
100 108,68
50 58,57
25 44,51
6,25 17,88
3,56 7,95
b) Amostra (mg/ml) mg de acido galico/g MPS
PSC NaCl 0,9 M 6 mg/ml 3,226
PSC NaCl 2 M 6 mg/ml 3,295
PSC Etanol 3v. 6 mg/ml 3,851

53



6. DISCUSSAO

A demanda por fontes alternativas de colageno tem aumentado constantemente,
tanto por preocupagdes com doengas que podem ser transmitidas pelos animais
utilizados na obtencdo do colageno (suinos e bovinos) (ZHANG et al. 2014), como por
motivos religiosos (KHONG et al. 2017).

Neste trabalho investigou-se a potencial utilizacdo de macromedusas da
espécie Rhacostoma atlanticum como matéria prima para extracdo de proteinas
colagenosas. Com ocorréncia na pesca de arrasto do camardo, esta espécie de
macromedusa tem ocorréncia em todo o sul e sudeste do Brasil (MORANDINI 2005;
SCHOEREDER et al. 2014; BARBA et al. 2016) e suas densidades sdo mais elevadas
principalmente nas estacdes da primavera e verdo, quando a temperatura da agua esta
mais elevada (BARBA et al. 2016). Esta espécie € conhecida pela presenca de
tentaculos pequenos e frageis, que sdo facilmente removidos pelas redes quando
capturadas. A baixa toxicidade do envenenamento causado por essa espécie € outro
fator que faz com que a captura destes organismos pelos pescadores seja realizada de
forma segura, uma vez que 0s acidentes, em sua maioria por outras espécies, ocorrem
com frequéncia no manuseio dentro das embarcac6es e na limpeza das redes. Estudos
voltados para a utilizacdo desta espécie para consumo humano como alimento ja foram
realizados, investigando a viabilidade do processo de desidratacdo por salga (BAZI et
al., submetido), indicando uma potencial utilizacdo deste animal. Além disso, em
analises realizadas com organismos in natura desta espécie, De Borba et al. (2016)
relataram valores de aproximadamente 10,6% para proteina bruta na matéria seca,

indicando que R. atlanticum tem potencial como fonte de proteinas.

No entanto, uma das dificuldades na obtencdo desses organismos € o
armazenamento, pois tratam-se de organismos frageis e suscetiveis a mudancas de
temperatura fora do ambiente aquéatico. Dependendo da utilizagdo desses organismos, 0
procedimento de armazenamento pode prejudicar os tecidos. O processo de
congelamento acaba danificando partes do tecido do animal, ndo sendo favoravel para a
utilizagdo dos organismos para 0 processamento e consumo humano (BAZI et al.,
submetido), pois acaba interferindo no formato e apresentacdo do produto final. No
ensaio de proteinas soliveis em amostras da agua de descongelamento dos animais
(dado nao mostrado), foi possivel observar a influéncia deste processo na retirada das

proteinas solUveis presentes nos tecidos. Desse modo, o congelamento pode ser
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utilizado como parte do processo de extracdo, uma vez que pode retirar proteinas
soliveis da matriz, concentrando as proteinas colagenosas. Assim, 0 processo de
congelamento pode substituir os passos iniciais da extragdo quimica, 0s quais visam a
retirada dessas proteinas da matriz e sdo comumente realizados com hidroxido de sédio
(SCHIMIDT et al., 2016). Por isso, a utilizacdo do congelamento para fins de obtencéo
de colageno pode facilitar o processo de extracdo, uma vez que podem ser mantidas nas
embarcacgdes durante o periodo de pesca, com duragdo entre 20 e 30 dias.

Na inddstria, durante a extracdo e purificacdo do coladgeno, processos quimicos
sdo realizados, podendo levar algumas horas até dias para alcancar o produto final
(SCHIMIDT et al. 2016; OLIVEIRA, 2017). Schimidt et al. (2016), em reviséo sobre o
assunto, elucidaram algumas das técnicas utilizadas para a extracdo e hidrolise do
colageno. Devido a natureza do colageno encontrado no tecido conjuntivo dos animais,
sua dissolucdo é lenta, mesmo em altas temperaturas. Por isso a utilizacdo de um pré-
tratamento quimico suave € realizado, na intencdo de hidrolisar as ligacfes covalentes
das cadeias alfa que formam a fibra de coldgeno (PRESTES, 2013). Além disso, auxilia
a retirada de proteinas ndo colagenosas presentes nesses tecidos, além de impurezas e
calcio (OLIVEIRA, 2017). Em pele de peixe, o tratamento em meio acido é
normalmente suficiente para produzir aderéncia e para clivar ligacOes intra e inter-
moleculares ndo covalentes, devido a labilidade 4cida do colageno reticulado (GOMEZ-
GUILLEN & MONTERO, 2011).

Neste trabalho, foi realizada, de forma comparativa, uma extracdo do colageno
integro em meio &cido, chamado de colageno soltvel em &cido (ASC), utilizando o
protocolo desenvolvido por Chen e colaboradores (2016), com algumas modificacdes.
O rendimento para o ASC para cada tratamento de precipitacdo para a Rhacostoma
atlanticum foram de 43,5%, 53,6% e 16,2% para os tratamentos com NaCl 0,9M, 2 M e
etanol 3 volumes, em relacdo a matéria seca inicial. Esses dados sdo comparaveis aos
obtidos por Nagai et al. (2000) para a mesoglea de Rhopilema asamushi (35,2%), por
Nagai et al. (1999) para a umbrela de Stomolophus meleagris (46%), por Krishnan &
Perumal (2013) para a espécie Chrysaora quinquecirrha (0,48%) e por Zhang et al.
(2014) para a umbrela de Cyanea nozakii (13,0%), sempre em relacdo ao peso seco das
amostras. A precipitagdo com etanol teve rendimento inferior aos tratamentos com
NaCl. No entanto, esses rendimentos podem ser aumentados, conforme o volume

utilizado de etanol para a precipitacdo, até o limite testado de 5 volumes (dado nédo
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mostrado). Em comparacdo ao tratamento com NaCl, a precipitacdo com etanol é de
facil remocdo do colageno, evitando a etapa de dialise, necessaria para a retirada do
cloreto de sodio da amostra.

Utilizando sonicacdo previamente a precipitacio por NaCl, Khong e
colaboradores (2017) obtiveram rendimento do colageno extraido da umbrela de
Acromitus hardenbergi de 37,08% e de 40,20% para bragos orais, em relacdo ao peso
seco. Os autores salientaram que as vibracgdes ultrassonicas se mostraram eficazes para
romper a membrana celular, liberar o contelddo das células e facilitar a remocao

subsequente de colageno da matriz extracelular dos tecidos de agua-viva.

Ap0s o processo de extracdo e precipitacdo, a obtencdo do colageno purificado é
facilitada pela adicdo de enzimas proteoliticas, que clivam as regiGes terminais das
cadeias colagenosas, de acordo com a composi¢do de aminoacidos que formam essas
regides. A enzima mais utilizada para esse processo € a pepsina, porém a papaina e a
tripsina tém sido utilizadas e se mostrado eficientes (SILVA et al. 2014). Felician et al.
(2018) assinalam a necessidade da utilizacdo destas enzimas, principalmente para
aguas-vivas, uma vez que o alto teor de dgua nestes organismos dificulta a solubilidade
em acido, além das fortes ligacGes covalentes existentes nas regides terminais da tripla
hélice (telopeptideos), as quais o tratamento em &cido ndo é capaz de hidrolisar por
completo. Para a obtencdo do colageno soltvel em pepsina (PSC) o rendimento final em
relacdo a matéria inicial seca foi de 1,23% para o colageno extraido com 0,9 M de
NaCl, 1,77% para o colageno extraido em 2 M de NaCl e 0,85% para o colageno
extraido com 3 volumes de etanol. Esses dados sdo consideravelmente menores que 0s
encontrados por Zhang et al. (2014), os quais obtiveram um rendimento aproximado de
55% de rendimento na matéria seca para a umbrela da Cyanea nozakii, mas
semelhantes ao constatado por Krishnan & Perumal (2013), os quais obtiveram

percentual de 2,1% para a espécie Chrysaora quinquecirrha.

Com relacdo a producédo do hidrolisado proteico bruto, a temperatura (122 °C) e
a pressdo (122 MPa) tiveram atuacdo direta para que ocorresse hidrolise das proteinas.
A matéria prima (medusas em pedacos) foi submetida a hidrdlise em agua. Esta opgéao
foi adotada, tendo em vista que se o hidrolisado fosse produzido em acido acético 0,1 M
(testes preliminares), seria necessaria a dialise antes da liofilizacdo. Uma vez que o cut
off da membrana de dialise usada neste trabalho era de 13 kDa, tal procedimento levaria

a potencial perda de peptideos e proteinas de baixo peso molecular. No entanto, em
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nosso estudo, o grau de hidrolise ficou abaixo do comumente relatado, com pressoes
mais elevadas (>250 MPa) (GOMEZ-GULLEN & MONTERO, 2005; GOMEZ-
GUILLEN et al. 2011; ZHANG et al. 2016; JASWIR et al. 2017; NAM et al. 2018). Por
outro lado, em seus estudos sobre o efeito de alta pressdo na extracdo de gelatinas de
pele de peixe, Gomez-Guillén e Montero (2005) descreveram que as amostras que
passaram por tratamento prévio com &cido fraco e agua, por dez minutos em 250 MPa,
apresentaram perfil eletroforético de moléculas com peso molecular menor de 100 kDa
e sem a presenca de dimeros ou trimeros, indicando um alto grau de solubilizacdo do
colageno e até mesmo hidrolise. No entanto, as mesmas amostras quando expostas a
maior pressao (400 MPa) apresentaram perfil com maior quantidade de polimeros de
alto peso molecular, sugerindo um grau de agregacio induzida pela pressio (GIMENEZ
& MONTERO, 2005; GOMEZ-GILLEN et al. 2011).

A partir do perfil eletroforético de alto peso molecular (Fig.2), foi possivel
observar que o hidrolisado produzido possui peptideos com diferentes pesos
moleculares. Foram visualizadas moléculas tanto no topo do gel, indicando pesos
moleculares superiores a 200 kDa, quanto no front, onde € observada a presenca de
moléculas de pesos moleculares inferiores a 20 kDa. A falta de resolucéo de bandas e o
efeito de escorrimento no gel de SDS-PAGE indicam a hidrélise parcial desta amostra.
No entanto, GIMENEZ & MONTERO (2005) salientam a relagio do efeito de altas
pressdes sobre as cadeias de colageno, contrapondo que o coldgeno ndo sofre com o0s
efeitos da alta pressao, dado que as ligacdes de hidrogénio sao insensiveis a pressao. Em
pressao relativamente baixa, eles podem parecer até mais reforcados, devido a pequena
reducdo de volume associada. (GOMEZ-GILLEN et al. 2011).

O teste de capacidade de absorcdo de agua e Oleo foi realizado tanto para as
amostras ASC, dos trés tratamentos, quanto para a amostra do hidrolisado proteico.
Atraveés desta analise é possivel elucidar os direcionamentos para a futura aplica¢do da
amostra estudada e também avaliar o grau de integridade das cadeias do colageno, uma
vez que ha uma relagdo entre a massa molecular, a capacidade de formacdo de rede
proteica e a capacidade de retencdo de agua (ROMAN & SGARBIERI., 2005). Segundo
Hou et al. (2012) e Huang et al. (2016), moléculas com alta capacidade de absorcéo e
retencdo de agua possuem, proporcionalmente, maior quantidade de residuos polares, o
que lhes confere a habilidade de formar pontes de hidrogénio. Deste modo, essas

proteinas possuem ampla utilizacdo na cosmetologia, nutricdo e medicina. No entanto, o

57



método de extracdo pode influenciar o comprimento das cadeias polipeptidicas e as
propriedades funcionais do colageno, tais como viscosidade, solubilidade, bem como
retencao de &4gua e capacidade de emulsificagdo (SCHIMIDT et al. 2016).

Dentre os tratamentos de precipitacdo do coldgeno ASC de R. atlanticum, das
amostras obtidas através da precipitacdo com cloreto de sddio, a concentracdo de 0,9 M
foi a que apresentou o maior percentual de absorcao de agua (42 ml/g 7,7 em relacéo a
matéria seca), seguido do tratamento com cloreto de sddio 2 M (37 ml/g £2,6 em
relacdo a materia seca) e, por fim, com etanol 3 volumes (33 ml/g + 3,7 em relacédo a
matéria seca). Esses resultados sugeram a influéncia do método de extracdo e o
potencial deste material para futuras aplicagcbes. Cheng e colaboradores (2016), por
exemplo, compararam amostras de colageno da espécie Rhopilema sculentum com
gases cirurgicas em cirurgias de ratos com calda amputados, para a absor¢éo e retencdo
do volume de sangue. Os autores concluiram que quando aplicados a esses modelos
experimentais, todos os grupos de esponjas de colageno apresentaram diminui¢do no
tempo de hemostasia e massa de perda sangliinea quando comparados a gaze, 0 que
pode ser atribuido a estrutura porosa e a maior absor¢do de agua pela esponja de
colageno. Considerando as propriedades fisico-quimicas e a capacidade hemostatica da
esponja de colageno de agua-viva, como um candidato adequado para aplicacGes de

curativos.

Ja o hidrolisado proteico bruto ndo apresentou capacidade de absor¢do de agua e
sim solubilidade em agua. Isso ocorre, principalmente, porque o processo de hidrélise
acarreta no aumento de proteinas com menores pesos moleculares, as quais apresentam
maior concentracdo de grupos hidrofobicos expostos (CENTENARO et al. 2011),

diminuindo a capacidade de absor¢do de dgua por essas moléculas.

A analise de Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier tem
como objetivo detectar os grupos funcionais presentes na amostra, baseando-se na
absorcéo da radiacdo infravermelho por transicdes vibracionais em ligagdes covalentes
das biomoléculas, refletindo as caracteristicas bioquimicas e quimicas desta amostra
BELBACHIR et al., 2009). Um feixe de infravermelho atravessa uma aliquota da
amostra e a absorcao da radiacdo infravermelha se restringe a espécies moleculares que
apresentam diferencas de energia entre seus estados rotacionais e vibracionais. Desta
forma, essa analise detém vantagens, tais como alta reprodutibilidade e rapidez, sendo

considerada uma analise ndo destrutiva (ALBERO, 2009). Para identificar diferentes
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tipos de colageno por andlise de FTIR, Belbachir et al. (2009) realizaram estudo
comparativo entre diferentes amostras de colageno de tecidos conectivos, a fim de
evidenciar estruturas que possibilitassem a diferenciacdo dos tipos de coladgeno. Os
autores assinalam a presenca de maior numero de picos de absor¢do dentro do espectro
de 1800 a 900 cm™, os quais caracterizam os grupos funcionais presentes nas cadeias de
colageno representativos do estiramento simétrico C=0, dentro do intervalo de
absorcdo da amida I (1.700-1.600 cm ~ '), da deformagcéo angular no plano de ligacdo
de CH2 e CH3 (1.480-1.350 cm ~ '), do estiramento simétrico de C-N e da deformacdo
angular no plano da ligacdo N-H, no intervalo de absor¢6es de amida I11 (1.300-1.180
cm-!) e estiramento simétrico de C— O e C-O—C dos intervalos de absorcéo de por¢des
de carboidratos (1.100-1.005 cm™t). Pedroso (2009) também ressalta como picos de
absorcédo representativos das moléculas de colageno os picos na regido relacionados a
amida I, devido as vibracdes nos planos da ligacdo N-H e ao estiramento C-N na regido
de 1.552 cm -1,

As amostras ASC, PSC e hidrolisado proteico bruto do colageno de R.
atlanticum apresentaram picos de maior intensidade dentro do espectro de absor¢édo de
1654,92 cm™ !, 1654,92 cm™ !, 1647,21 cm™ !, que representam o estiramento da
carbonila, tipico da amida | (BELBACHIR et al. 2009; PEDROSO, 2009). No espectro
de 1.600 — 1.500 cm- ! as amostras apresentaram picos de absorgdo em 1527,62 cm- !,
com um leve deslocamento da amostra solivel em pepsina extraida em 0,9 M para
1529,55 cm1, espectro este relacionado a amida Il (PEDROSO, 2009).

Entre os diferentes tratamentos de extracdo do colageno, tanto para os espectros
para o colageno solivel em &cido (ASC) quanto para o colageno soltivel em pepsina
(PSC), o tratamento realizado com etanol 3 volumes apresentou menor intensidade de
absorcdo da radiacdo. Esse resultado pode indicar que a precipitacdo com etanol pode
ser realizada, porém testes para avaliar o efeito da propor¢cdo de etanol em relagdo a
amostra devem ser realizados, a fim de melhorar o rendimento e qualidade do colageno
precipitado. Outro ponto a se observar é a maior intensidade dos picos nas amostras
PSC quando comparadas com os mesmos intervalos de absorcdo das amostras ASC.
Esse perfil pode indicar a influéncia da solubilizagdo da amostra ASC em NaOH, o qual

pode ter destruido parte das liga¢fes devido a elevacéo do pH.

O contetdo de hidroxiprolina, através do grupamento —OH, tem sido

identificado como o grande responsavel pela estabilidade da tripla hélice (GIMENEZ &
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MONTERO, 2005; GOMEZ-GILLEN et al. 2011). A quantidade de prolina e
hidroxiprolina nas cadeias que formam o coladgeno foram correlacionadas com as
espécies e sua temperatura de vida (SUN et al. 2017), estando ligado também com a
estabilidade térmica do colageno perante variaces de temperatura (YOU et al. 2011).
Os anéis de pirrolidina da prolina e da hidroxiprolina contribuem para fortalecer a
estrutura em tripla hélice do coldgeno (NALINANON et al. 2011). Em nossas analises
foi possivel observar os picos de absor¢do relacionados aos anéis pirrolidincos (na
regido de 1450 cm™ '), indicando a presenca deste aminoacido na composicdo das
cadeias dos polipeptideos do colageno de R. atlanticum na amostra do hidrolisado

proteico bruto, com a maior intensidade deste pico em 1406.11 cm ~ 1,

Através da razdo entre os picos de absorcdo representativos da amida 1l e dos
anéis pirrolidinicos foi possivel verificar a integridade das cadeias que formam a tripla
hélice (PEDROSO, 2009; SILVA Jr et al. 2014). Quando essa relacdo € proxima de um,
a estrutura helicoidal permanece integra, € quando se encontram desnaturadas, esses
valores ficam em torno de 0,5 (PEDROSO, 2009). Para as amostras do colageno PSC
precipitadas em NaCl e do hidrolisado, os valores foram proximos de 1 (0,88 para
ambas as amostras PSC precipitadas em NaCl e 0,85 para o hidrolisado proteico). Para
o0 colageno PSC precipitado em etanol ndo foi possivel calcular essa razdo, devida a ma
formacédo do pico de absorcdo da amida Ill. E para o colageno ASC também nédo foi
possivel calcular essa razdo, pois o espectro de absor¢do nao registrou picos de absorcao
na regido da amida I1l. Os resultados demonstraram a presenca de colageno, indicando
que os trés tratamentos de precipitacdo para o colageno foram satisfatérios e que a
estrutura helicoidal do colageno se encontra, em sua maior parte, na forma integra,
corroborando com os perfis eletroforéticos apresentados pelos géis de SDS-PAGE.
Segundo Zhang et al., (2014), os espectros de FTIR de colageno de medusas apresentam
diferengas quando comparados com o0s espectros de colageno de peixes, registrando que
o0s principais picos foram deslocados para frequéncias mais baixas ou mais altas, o que
indica discrepancias na estrutura secundaria do colageno para invertebrados e

vertebrados.

A busca por peptideos que apresentem atividade bioldgica foi intensificada nos
ultimos anos, uma vez que a demanda por alimentos mais saudaveis e a procura por
substitutos naturais dos antioxidantes sintéticos utilizados pela indudstria de alimentos

tém crescido. Esse ultimo, no entanto, tem sido o maior motivador dessas pesquisas,
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levando em consideracdo estudos que demonstraram a possivel atividade cancerigena de
antioxidantes sintéticos em excesso, 0 que levou a proibicéo da sua utilizacdo em alguns
paises da Unido Europeia e no Canada (SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015).
Segundo Fonseca (2014), a investigacdo de proteinas hidrolisadas provenientes de
organismos marinhos, principalmente de pescado, sdo amplamente prospectados através
de investigacOes que utilizam todas as partes do animal, das escamas até as visceras
(ZHANG et al. 2009; BOUGATEF et al. 2010; CENTENARO et al.2011; ZHANG et
al. 2011; PARK et al. 2016; AMORIM et al. 2016; FELICIAN et al. 2018), bem como a
atividade antioxidante destes hidrolisados (YOU et al. 2009; YOU et al. 2011;
FONSCECA, 2014; LI-CHAN, 2015; XU & REGESTEIN, 2017).

Para a avaliacdo da possivel atividade bioldgica do hidrolisado proteico bruto,
foram realizadas as andlises de atividade antioxidante de captura do radical DPPH e do
radical ABTS. Ambos os radicais utilizados neste trabalho, DPPH (2,2-diphenyl-1-
picrylnydrazyl) e ABTS (2,2'-azino-bis (3ethylbenzothiazoline-6-sulphonic acid)),
fazem parte de uma categoria nomeada de HAT (hidrogen atom transfer), ou seja,
radicais estabilizados pela doacdo de um hidrogénio proveniente da molécula com
atividade antioxidante. Essas reacdes baseadas em HAT sdo dependentes do solvente e
do pH, e geralmente muito rapidas, ocorrendo em segundos ou minutos (KARADAG et
al. 2009).

Na andlise da atividade antioxidante de captura do radical DPPH realizada para
o hidrolisado proteico, foi observado um efeito dose:resposta quando aplicado a
concentrag0es mais altas de hidrolisado. No entanto, foram observadas diferengas nas
absorbéancias entre os brancos das amostras solubilizadas em etanol quando comparados
com os brancos das amostras solubilizadas em agua. Para os brancos solubilizados com
agua destilada foi possivel observar uma diminuicdo da absorbancia com o aumento da
concentracdo de amostra, de acordo com o padrdo seguido pela curva de calibracéo, que
neste trabalho foi o acido ascorbico. Esse efeito ndo foi observado nos brancos feitos
com etanol, os quais apresentaram aparéncia branco-leitosa, elevando os valores de
absorbancia e produzindo um artefato de técnica. Esse resultado indica uma reacdo entre
a amostra e o reativo, gerando opacidade da amostra, dificultando a leitura em
espectrofotdbmetro. Essa aparéncia adquirida pela amostra pode estar relacionada com a
capacidade de precipitacdo de proteinas do proprio DPPH (MOLYNEUX, 2004), além

do efeito precipitante do etanol. Os resultados da atividade antioxidante in vitro,
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observado por Zhuang (2009), utilizando colageno hidrolisado da espécie de medusa
Rhopilema sculentum, medida pela atividade sequestradora com DPPH, foi de 69,5%,
enquanto para a atividade quelante de ions cobre foi de 56,5%.

Segundo Peérez-Jiménez & Calixto (2006), a capacidade antioxidante €
geralmente medida em extratos aquosos-organicos, que podem conter ndo apenas 0S
antioxidantes, mas também outros compostos ndo-antioxidantes, os quais podem
interferir no ensaio. Estes interferentes, especialmente aminoécidos e &cidos urénicos,

podem levar a uma superestimativa do efeito antioxidante.

A capacidade de captura do radical ABTS" de acordo com a concentracdo de
amostra e com 0 tempo de reacdo, foi determinada. Embora mais lenta do que o
esperado, 0 ensaio possibilitou a constatacdo do aumento na atividade antioxidante com
0 aumento da concentracdo de amostra, bem como o pico de atividade em
aproximadamente 40 minutos de reacdo. Tang et al. (2010) ao comparar a atividade
antioxidante dos radicais DPPH e ABTS, percebeu que para o ABTS a atividade pode
ser relacionada a uma curva de concentragdo, ndo ocorrendo da mesma forma para o
DPPH. Os resultados foram similares para todas as amostras testadas, demonstrando
comportamento semelhante tanto para as amostras de hidrolisado proteico quando para
as amostras ASC, dos trés tratamentos, indicando que o processo de hidrolise e a
precipitacdo em etanol 3 volumes, néo interfere na atividade antioxidante para o radical
avaliado. A analise da concentracdo dos compostos phenolic-like teve como objetivo
avaliar a possivel producdo de compostos pela reacdo de Maillard, durante o processo
de hidrolise, que apresentassem essa caracteristica. Segundo Yu et al. (2018), as reacdes
de Maillard ocorrem a partir da interagdo entre grupos carbonila de agucares redutores e
grupos amina de aminodacidos livres, peptideos ou proteinas, ocorrendo durante o
processamento e armazenamento de alimentos (HOFMANN & DUNKEL, 2012). No
entanto, ndo era esperado que as amostras in natura contivessem compostos fenolicos,
pois 0s mesmos sdo encontrados, de forma natural, basicamente em tecidos vegetais
(MAQSOOD et al. 2013). Sendo assim, a mensuracdo deste pardmetro para as
amostras de hidrolisado proteico teve como objetivo avaliar a presenca destes
compostos ou semelhantes (phenolic-like), gerados durante o processo de hidrélise. E
conhecida a presenca de agucares na matéria prima (YUFEROVA, 2015; BARBA et al.
2016; YUSUF et al. 2018) e a reacdo de Maillard poderia produzir compostos fenolicos

com possivel atividade antioxidante. 1sso pode explicar os resultados positivos para esse
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parametro quando aplicado o teste para as amostra de hidrolisado bruto, ao mesmo
tempo indicando a presenca de acgUcares neste tipo de amostra, 0s quais podem estar
ligados a aminoacidos liberados durante o processo de hidrolise. Esse fator pode levar a
um efeito dose:resposta, uma vez gque quanto mais aminoacidos livres, maior serd a
foamacdo de compostos com atividade phenolic-like. Na literatura ndo foram
encontrados registros desta analise para colageno de medusas, mas reforcam seu

potencial antioxidante.

7. CONCLUSOES

Através deste estudo foi possivel avaliar algumas caracteristicas do colageno de
origem marinha, provindo da espécie Rhacostoma atlanticum. Em sua forma nativa
essas proteinas tiveram grande capacidade de absorcdo de agua e o processo de
precipitagdo com etanol se mostrou viavel, ndo alterando a composi¢do quimica da
proteina, demonstrando a preservacao da tripla hélice bem como facilitando o processo

de extracao.

Como atividade de prospeccdo do coladgeno de Rhacostoma atlanticum como
fonte de peptideos, a producdo de um hidrolisado proteico também foi avaliada e
observou-se que a matéria prima tem potencial para esse tipo de procedimento, uma vez
que, através das analises de SDS-PAGE e espectrometria de infravermelho, indicaram a
presenca de proteinas e peptideos. Foi observada atividade antioxidante e a presenca de
compostos phenolic-like. Se estes compostos foram formados durante o processo de
hidrélise, ainda permanece para ser resolvido. Mas foi constatada atividade de captura
de radicais livres. Recomenda-se a continuidade deste trabalho, buscando descobrir
outras potencialidades deste hidrolisado, bem como testes in vivo para elucidar a
atuacdo desta amostra dentro de sistemas bioldgicos (tanto animal quando humano) a

fim de identificar seu processo de absor¢éo, beneficios e seus mecanismos de agéo.
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